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Wykaz skrotow

APB — kwas N-akryloilo-3-aminofenylo-boronowy
CBC — (cap binding complex), kompleks biatkowy wigzacy strukture kapu

CUuAAC - (Cu(l)-catalyzed azide-alkyne cycloaddition), katalizowana Cu(l) cykloaddycja
azydkowo-alkinowa

DE — (decapping enzyme), enzym dekapujacy

DNA — kwas deoksyrybonukleinowy

dsRNA — (double stranded RNA), dwuniciowe RNA

FLINT — (fluorescence intensity), intensywnos¢ fluorescencji

FRET — (Forster resonance energy transfer), rezonansowy transfer energii Forstera
FTN — (first transcribed nucleotide), pierwszy transkrybowany nukleotyd

GMP - 5’-monofosforan guanozyny

GTaza — guanylylotransferaza

GTP — 5°-trifosforan guanozyny

HRMS — (high resolution mass spectrometry), spektrometria mas o wysokiej rozdzielczosci
HT - (high-throughput), wysokoprzepustowy

IVT — (in vitro transcription), transkrypcja in vitro

LXn — modyfikacja nukleotydéw stanowigca linker o dlugosci X atoméw, zawierajacy
I-rzgdowa amine

MUT - zmutowana forma biatka

m’G — N7-metyloguanozyna

MiRNA — (micro RNA), mikro RNA

mINncRNA — (mRNA-like noncoding RNA), duze regulatorowe RNA
MRNA — (messenger RNA), RNA informacyjne, inaczej matrycowe
N7-MTaza — metylotransferaza N’-guaninowa

nat-siRNA — (natural antisense transcript derived SiRNA), naturalne siRNA pochodzace
z transkryptu antysensownego

NcRNA — (noncoding RNA), RNA niekodujace biatek
NTP — (nucleoside triphosphate), 5’-trifosforan nukleozydu
PABP — (polyA binding protein), biatko wiazace ogon poliA

PAGE — (polyacrylamide gel electrophoresis), elektroforeza w zelu poliakrylamidowym
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pi-RNA — (Piwi-interacting RNA), RNA oddzialujgce z biatkami Piwi

PORA — (periodate oxidation and reductive amination), dwuetapowa reakcja taczaca utlenianie
nadjodanem i aminowanie redukcyjne

pre-mRNA — prekursorowa czasteczka mRNA

ra-siRNA — (repeat-associated small interfering RNA), mate interferujace RNA zwigzane
z powtdrzeniami

RISC — (RNA-Induced Silencing Complex), kompleks biatkowy indukujacy wyciszenie
aktywnosci RNA

RNA — kwas rybonukleinowy
RNP — rybonukleoproteina

RP-HPLC - (reverse phase high performance liquid chromatography), wysokosprawna
chromatografia cieczowa w odwroconych fazach

rRNA — (ribosomal RNA), rybosomalne RNA

RT — (room temperature), temperatura pokojowa

SAM - S-adenozylo-L-metionina

SiIRNA — (small interfering RNA), mate interferujace RNA
SnoRNA — (small nucleolar RNA), mate jaderkowe RNA
SNRNA — (small nuclear RNA), mate jadrowe RNA

SPAAC - (strain-promoted azide — alkyne cycloaddition), promowana napieciami reakcja
cykloaddycji azydkowo-alkinowej

SrRNA — (small regulatory RNA), mate regulatorowe RNA

ta-siRNA — (trans-acting siRNA), mate interferujace RNA dziatajace in trans
TPaza — trifosfataza RNA

tRNA — (transfer RNA), transferowe RNA

UTR - (untranslated region), fragment sekwencji mRNA nieulegajacy translacji
VACYV - (Vaccinia Virus), wirus krowianki

WT — (wild type), typ dziki, reprezentatywna forma biatka

Xrnl - 5’-egzorybonukleaza 1

2’-0O-MTaza — 2’-O-metylotransferaza

5’-poliPH — 5’-polifosfataza
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Streszczenie

Enzymatyczna degradacja kapu (ang. decapping, dekaping) — charakterystycznej struktury
znajdujacej si¢ na koficu 5° mMRNA, zwanej inaczej czapeczka, jest kluczowym procesem
komorkowym, majacym na celu regulacje poziomu ekspresji genow. Dekaping polegajacy na
hydrolizie wigzania fosforanowego, zlokalizowanego w mostku laczacym strukture kapu
z  dalsza  sekwencja  nukleotydow w  RNA, skutkuje  wyeksponowaniem
5’-monofosforylowanego RNA na degradacj¢ przez egzorybonukleazy. Obecnie w literaturze
opisanych jest okoto 20 enzymoéw zdolnych do degradacji kapu, jednak ich preferencje
substratowe s3 jedynie zgrubnie oszacowane. Nadal réwniez niepoznane s3 doktadne
mechanizmy aktywacji tych enzymow. Pewnym jest, ze ich rekrutacja wymaga szeregu bialek
pomocniczych i innych czynnikow, jak np. kationow dwuwartoSciowych, ktore wspolnie
ulatwiajg przyjecie odpowiedniej konformacji aktywnego biatka i RNA. Dodatkowo, liczne
doniesienia literaturowe wskazuja na wystgpowanie réznych wariantdéw kanonicznej struktury
kapu 7-metyloguanozynowego (m’G) w czasteczkach RNA niekodujacych biatek. Petny obraz
metabolizmu RNA stanowi podstawe dla zrozumienia dynamiki komorki i tym samym jest
fundamentalnym elementem w rozwoju nowych podejs¢ terapeutycznych. Stworzenie
odpowiednich narz¢dzi do kwantyfikacji i wizualizacji przebiegu procesow degradacji RNA
in vitro i in vivo wydaje si¢ wiec by¢ kluczowe do osiagnigcia tego celu.

Badania prowadzone w ramach niniejszej rozprawy doktorskiej dotycza syntezy oraz
charakterystyki sond fluorescencyjnych, opartych na strukturze RNA i umozliwiajacych
selektywne monitorowanie aktywnosci enzymow degradujacych kap.

Pierwszy etap moich badan polegat na opracowaniu testu fluorescencyjnego (FLINT, ang.
fluorescence intensity, intensywno$¢ fluorescencji), ktory umozliwia wysokoprzepustows
analize specyficznosci substratowej enzyméw dekapujacych (ang. decapping enzymes, DESs).
W tym celu przeprowadzitam syntez¢ siedmiu naturalnych, di- oraz trinukleotydowych
analogow kapu, wykorzystujac do tego podejscie oparte na syntezie chemicznej, aczace chemie
fosforu (III) z chemiag fosforu (V). Kazdy ze zwigzkow zostal poddany dwuetapowemu
oczyszczaniu celem zapewnienia jak najwyzszej jakosci probki. W kolejnym kroku
przygotowane analogi byty kotranskrypcyjnie wprowadzane do sekwencji 70-nukleotydowego
RNA. Transkrypcja in vitro (IVT) byta prowadzona na specjalnie zaprojektowanych do tego
celu matrycach DNA, kodujacych aptamerowa sekwencje Broccoli, wzbogacona o fragment
poliA. Optymalizacja catego procesu pozwolita na uzyskanie czystych frakcji, wolnych od
zanieczyszczen w postaci niekapowanego RNA i z wysoka wydajnoscig koncowa reakcji.
Jakos¢ RNA byta weryfikowana z wykorzystaniem elektroforezy zelowej. Finalnie RNA wraz
z dedykowanym mu fluorogenicznym ligandem DFHBI-IT, zostalo wykorzystane do
przeprowadzenia fluorescencyjnego testu, w wyniku ktorego ustalono preferencje substratowe
siedmiu wybranych enzymdw dekapujacych, pochodzacych z roznych organizméw. W ramach
tej czgsci badan przeprowadzono rowniez pomiary kinetyczne z udziatem enzymu hDcp2 oraz
kap-1-RNA, ktore pozwolity na wyznaczenie parametrow kinetycznych reakcji. Wykazano tez
przydatnos$¢ testu FLINT do poszukiwania inhibitoréw enzymow dekapujacych. Ustalenie
zakresu aktywnosci poszczeg6lnych enzymow postuzyto mi do opracowania dwuznakowanych
sond fluorescencyjnych, ukierunkowanych na pojedynczy cel molekularny, co bylo
przedmiotem drugiego etapu moich badan.
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Syntezg podwojnie znakowanych sond fluorescencyjnych rozpoczgtam od przygotowania
trinukleotydowych analogéw kapu, zawierajacych linkery umozliwiajace przylaczenie
barwnika. W takiej formie analogi struktury kapu byty wprowadzane kotranskrypcyjnie do nici
RNA, a w kolejnym kroku znakowane odpowiednimi barwnikami. Drugie podejscie
obejmowalo znakowanie trinukleotydow, a dopiero w nastgpnym etapie przeprowadzanie IVT.
Niezaleznie od przyjetej strategii, wyznakowane i kapowane RNA, byly poddawane
znakowaniu na koncu 3’ sekwencji, stosujac metode enzymatyczng lub chemiczng. Barwniki
zostaly dobrane tak, aby tworzyly par¢ fluorofor-wygaszacz badz donor-akceptor,
umozliwiajaca obserwacje zjawiska FRET. Sondy fluorescencyjne byly poddane
charakterystyce metodami biofizycznymi, a te o najkorzystniejszych wtasciwosciach,
scharakteryzowane rowniez pod katem przydatnosci do monitorowania reakcji enzymatycznych
z wybranymi biatkami degradujacymi kap.

Zaprezentowane w niniejszej pracy sondy oparte na strukturze RNA oraz zaprojektowane
na ich podstawie testy umozliwiaja szybkie i wysokoprzepustowe analizy preferenciji
substratowych enzymow dekapujacych. Stanowig one niezwykle przydatne narzedzie do pelnej
charakterystyki enzyméw, umozliwiajac ustalenie ich specyficzno$ci i selektywnosci
substratowej oraz identyfikacje nowych inhibitoréw enzyméw. Ma to szczeg6lnie duze
znaczenie w kontek$cie opracowania nowych podejs¢ terapeutycznych bazujacych na
czasteczkach RNA, ktorych trwatosc¢ i stabilno$é jest tu kluczowym elementem. Opracowane
przeze mnie narze¢dzia s3 wigc odpowiedzia na rosnace zapotrzebowanie w erze intensywnego
rozwoju biotechnologii i medycyny.
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Przeglad literaturowy

1. Wstep

Degradacja mRNA jest katalizowanym przez enzymy procesem, ktory odgrywa kluczowa
rol¢ w ekspresji i regulacji genéw. Unikalne elementy znajdujace si¢ na koncach 5” i 3> mRNA,
odpowiednio kap i ogon poliA, s3 strukturami rozpoznawanymi przez biatka zaangazowane
w obrobke i przetwarzanie mRNA. Enzymatyczna hydroliza struktury kapu, znana jako
dekaping, ma znaczacy wplyw na stabilnos¢ mRNA, proces translacji i homeostazg komorki.
Doniesienia literaturowe jasno wskazuja, ze obecnos¢ charakterystycznej struktury kapu nie jest
ograniczona jedynie do RNA kodujacych biatka. Zidentyfikowano wicle enzyméw
dekapujacych RNA, o znacznie zroznicowanych preferencjach substratowych, ale ich doktadna
rola biologiczna jest nadal przedmiotem dyskusji. Narzgdzia molekularne, ktére umozliwiaja
wizualizacje aktywnosci enzymow dekapujacych w zywych komorkach podczas zachodzacej
degradacji RNA, moga by¢ nieoceniong pomocg w zrozumieniu ich funkcji, co znacznie
przyspieszyltoby i uproscito proces petnej charakterystyki enzymow oraz analogéw naturalnej
struktury kapu.

Cze$¢ literaturowa niniejszej pracy doktorskiej rozpoczyna si¢ od wprowadzenia
czytelnika w zagadnienia dotyczace ogolnej budowy kwasu rybonukleinowego (RNA), ktory
jest glownym przedmiotem prowadzonych badan. Majac na uwadze ogromne zrdéznicowanie
RNA obecnych w komorce i szerokie spektrum ich aktywnosci, w kolejnych podrozdziatach
przedstawiono podziat oraz opisano poszczegdlne klasy RNA. Szczegdlng uwage zwrdcono na
strukture tych czgsteczek, z zaznaczeniem obecnosci lub braku analogu kapu na koncu 5°, ich
biogenezg oraz role w maszynerii komorkowej. W kolejnym rozdziale oméwiony zostat proces
degradacji RNA w komorkach. Przedstawiono obecny stan wiedzy na temat mechanizmow nim
rzadzacych oraz dostgpnych $ciezek. Intensywny rozwdj biologii molekularnej w ostatnich
latach doprowadzit do identyfikacji szeregu enzymow odpowiedzialnych za usuwanie struktury
kapu z konca 5’-RNA. Dato to podstawg do dalszych badan, majacych na celu okreslenie ich
roli, zalezno$ci i specyficzno$ci substratowej. Niewatpliwie, mnogos$¢ tych enzymoéw
i ztozono$¢ ich funkcji wymagajg zaawansowanych narzedzi, ktore umozliwiaja wysoce
precyzyjne i doktadne pomiary, ukierunkowane na pojedynczy cel molekularny. Wiarygodne
dane, ktére odzwierciedlatyby w jak najwyzszym stopniu stan natywny obiektu biologicznego,
z zachowaniem wplywu otoczenia, sg obecnie trudne do uzyskania i wymaga to wielotorowego
podejscia. Z tego tez powodu w pracy tej poswigcono rozdzial na przeglad enzymow
wykazujacych zdolnos¢ do hydrolizy struktury kapu zlokalizowanej na koncu 5° RNA. Zwigzte
przedstawienie specyficznos$ci substratowej tych enzymoéw, miato na celu przygotowaé
czytelnika do analizy wynikow uzyskanych w toku prowadzonych badan. Doniesienia
literaturowe w temacie aktywnosci enzymow dekapujacych sa czesto niejednoznaczne lub
trudne do poréwnania, co tym bardziej wskazuje na konieczno$¢ stworzenia narzedzi dajacych
szans¢ na wysokoprzepustowe analizy. Oddzielny rozdziat w niniejszej rozprawie po§wiecono
na omowienie podstawowych strategii syntezy oligonukleotydow. Opisano tam najczgsciej
stosowane i najbardziej korzystne podejscia pod wzgledem wydajnosci oraz naktadu pracy
i srodkow. Syntetycznie uzyskane RNA mogg by¢ z powodzeniem wykorzystane do tworzenia
sond molekularnych, stanowiacych narzedzia w analizie aktywnosci innych bioczasteczek
in vitro i in vivo. Aby wyjasni¢ czytelnikowi mechanizmy, ktore stanowity podstawe do
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zaprojektowania przygotowanych w ramach tej rozprawy sond molekularnych, omoéwiono
zjawisko fluorescencji i towarzyszacych jej efektow.

Niniejszy wstep literaturowy ma na celu zapoznanie czytelnika z aktualnym stanem
wiedzy na temat przebiegu komorkowej degradacji RNA oraz wskazanie elementow czy etapow
procesu, wymagajacych dalszych/poglebionych badan. Uzyskanie petnego obrazu dynamiki
komorki stanowi bowiem do tej pory duze wyzwanie i wymaga stworzenia odpowiednich
narzedzi biochemicznych.
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2. Budowa i znaczenie kwasu rybonukleinowego

Kwas rybonukleinowy (RNA) jest linowym biopolimerem wystepujacym powszechnie
w zywych organizmach. Czasteczki RNA sktadajg si¢ z monomeréw zwanych nukleotydami.
Kazdy nukleotyd zbudowany jest z reszty fosforanowej, reszty cukrowej oraz zasady azotowe;j,
tworzgc razem ester fosforanowy nukleozydu (Rysunek 1).! Reszta fosforanowa wraz
z pigcioweglowym cukrem — ryboza, ktora jest polaczona z zasada azotowa wigzaniem
B-N-glikozydowym, stanowia gtowny trzon tancucha, natomiast zasady azotowe sg skierowane
na zewnatrz szkieletu cukrowo-fosforanowego. W przypadku RNA wyrdzniamy cztery
kanoniczne zasady azotowe: adening (A) i guaning (G) nalezace do puryn, oraz cytozyng (C)
i uracyl (U), nalezace do pirymidyn. W zasadach purynowych wigzanie B-N-glikozydowe
tworzy azot w pozycji N9, pirymidyny natomiast angazuja do tego azot w pozycji N1. Podstawa
do utworzenia tancucha RNA jest wytworzenie wigzania 5°,3’-fosfodiestrowego pomiedzy
kolejnymi nukleotydami. Konsekwencjg takiego uktadu elementéw w strukturze RNA jest
kierunkowo$¢ tancucha. Na koncu 5° RNA znajduje si¢ wolna grupa fosforanowa przytaczona
do wegla C5’ rybozy pierwszego w sekwencji nukleotydu lub jej pochodna. Koniec 3’ tancucha
jest natomiast zakonczony ryboza posiadajaca wolne ugrupowanie cis-1,2-diolowe. Biosynteza
kwasow rybonukleinowych na drodze transkrypcji polega na katalizowanym przez polimerazg
RNA dobudowywaniu kolejnych elementow tancucha w kierunku 5°->3’, zgodnie z sekwencja
matrycy DNA. Najkrotsze czasteczki RNA moga zawiera¢ kilkanascie nukleotydow
w sekwencji, najdluzsze zazwyczaj nie przekraczaja kilku tysiccy monomerow. Dlugosé
tancucha RNA oraz jego struktura drugo- i trzeciorzgdowa sg $cisle zwigzane z jego funkcja
w komorce, co zostanie szczegdtowo opisane w kolejnych podrozdziatach.

RNA tworzy zazwyczaj jednoniciowe tancuchy, jednak ze wzgledu na swoja ztozong
budowe, lokalnie moga tworzy¢ si¢ tez fragmenty dwuniciowe. Wysoka reaktywnos¢
poszczegodlnych sktadowych monomeréw oraz ich wrazliwos¢ na pH $rodowiska powoduje
zmiang struktury przestrzennej catego RNA w zaleznosci od otoczenia chemicznego. Kazdy
z trzech elementéw budulcowych nukleotydu ma swoj wktad w charakter chemiczny czasteczki
RNA. Tym samym obecnos¢ hydrofilowego szkieletu cukrowo-fosforanowego oraz
hydrofobowych zasad azotowych, prowadzi do amfifilowego charakteru czasteczki RNA.
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Rysunek 1 Budowa nukleotydow wchodzgcych w sktad RNA.
2.1 Podzial kwasow rybonukleinowych

Transkryptom komorkowy, a wigc ogét RNA bedacego produktem transkrypcji genow
mozemy podzieli¢ na dwie zasadnicze grupy: RNA zdolne do kodowania biatek (wedhug
szacunkow okoto 2-4% zawartosci catego komérkowego RNA)2 oraz RNA niekodujace biatek
(okoto 96-98% transkryptomu) (Rysunek 2). Do pierwszej grupy zaliczamy informacyjne RNA
(ang. messenger RNA, mRNA), ktére cho¢ ma w komoérce marginalny wktad ilosciowy, to
niezaprzeczalnie stanowi kluczowy element maszynerii ekspresji genow. RNA nieposiadajgce
otwartej ramki odczytu (ang. noncoding RNA, ncRNA) dzielimy na regulatorowe
(z przedstawicielem grupy w postaci miRNA) i konstytutywne (np. rRNA, tRNA). Termin,
ktorego uzywamy do zdefiniowania tej podgrupy nie oznacza jednak, ze takie RNA nie niosa
zadnej informacji genetycznej i nie petnia istotnych funkcji. Wrecz przeciwnie, zdaje sie, ze
rola regulatorowa procesow zachodzacych w komorce, ktora do tej pory przypisywana byta
wylacznie biatkom, w duzej mierze jest tez petniona przez ncRNA. Kontroluja one rézne
poziomy ekspresji genow, maja wplyw na architekture chromatyny, determinujg pamigc
epigenetyczna, posrednio uczestnicza w procesie transkrypcji, alternatywnym sktadaniu RNA
oraz translacji.! Sieci regulacyjne oparte na ncRNA mogag wigc determinowaé wigkszo$¢
ztozonych cech organizméw czy odgrywaé istotng role w rozwoju choréb.?3
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Rysunek 2 Podzial RNA wchodzqcych w skiad transkryptomu komorkowego.

2.2 RNA kodujace biatka

2.2.1  Informacyjne RNA

Informacyjne (inaczej: matrycowe) RNA jest makromolekutg petnigcg kluczowa role
w procesie ekspresji gendw. Zawiera kopi¢ fragmentu informacji genetycznej, ktora
przepisywana na mRNA na drodze transkrypcji, jest nastgpnie ttumaczona na sekwencje
aminokwasowa w biatku. Nukleotydowa sekwencja kodujaca biatko stanowi centralny element
nici mRNA. Jest ona wkomponowana w tancuch pomigdzy fragmentami 5° UTR i 3° UTR
(ang. untranslated region), ktore to nie ulegaja procesowi translacji. Dojrzate eukariotyczne
mRNA posiada na swoim 5’ koncu charakterystyczng struktur¢ kapu: 7-metyloguanozyne
(M’G) potgczong z pierwszym transkrybowanym nukleotydem (FTN, ang. first transcribed
nucleotide) mostkiem 5°,5’- trifosforanowym. Koniec 3° mRNA sktada sie natomiast
z sekwencji okoto 120 nukleotydéw adeninowych, zwanej ogonem poliA (Rysunek 3).* Dla
kontrastu, bakteryjne mRNA nie posiada charakterystycznej struktury, odpowiadajacej
eukariotycznej strukturze kapu, a jego 5’-koniec zakonczony jest trifosforanem przytaczonym
bezposrednio do pierwszego w sekwencji nukleotydu.®

Proces transkrypcji w komorkach eukariotycznych przebiega w jadrze komérkowym i to
tam powstaje prekursorowa czasteczka pre-mRNA.®7 Na tym etapie, kotranskrypcyjnie
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dobudowywana jest struktura kapu do konca 5’ tancucha.®® Proces ten rozpoczyna sie we
wczesnym stadium tworzenia transkryptu przez polimeraz¢ RNA II i ma miejsce gdy ten liczy
okoto 25 — 30 nukleotydéw.!? Réwniez w jadrze nastepuje posttranskrypcyjna obrobka mRNA,
na ktorg sklada si¢ wycinanie niekodujacych fragmentéow nukleotydowych (introndow)
i sklejanie ze sobg sekwencji kodujacych (eksondw)!?, a takze poliadenylacja konca 3°*2, Etap
tworzenia w pelni funkcjonalnej, polinukleotydowej nici mRNA, nazywamy splicingiem
(z ang. fgczenie, splatanie).’® Dojrzala i w pelni uformowana czgsteczka mRNA jest
transportowana do cytoplazmy, gdzie nastgpuje proces inicjacji translacji.
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Rysunek 3 Struktura eukariotycznego mRNA i budowa 5’-kapu.

W komoérkach eukariotycznych wspomniana wczeéniej struktura kapu, znajdujaca si¢ na
koficu 5 mRNA, nie jest jedynym spotykanym wariantem. Kanoniczny kap-0 (Rysunek 3)
stanowi najliczniejsza populacje u nizszych eukariontéw, w tym drozdzy, grzybéw i ameb.*
W biosyntezg¢ kapu-0 zaangazowane sg trzy glowne enzymy: trifosfataza RNA (TPaza),
guanylylotransferaza (GTaza) oraz metylotransferaza N’-guaninowa (N’-MTaza).!® Pierwszy
z wymienionych enzyméw odpowiada za hydrolize wigzania pirofosforanowego, uwalniajgc
tym samym y-fosforan z nowo tworzacego si¢ transkryptu. W kolejnym kroku GTaza
posredniczy w przenoszeniu monofosforanu guanozyny (GMP) z trifosforanu guanozyny (GTP)
na wolny koniec 5> pre-mRNA, tworzagc niemetylowang strukture kapu.’* Na tym etapie
tworzony jest unikalny dla mRNA mostek 5°,5’-trifosforanowy, taczacy kap z FTN. Ostatni
z enzymow, N’-MTaza przeprowadza metylacje terminalnej guaniny w pozycji N, jako zrodto
grupy metylowej wykorzystujac S-adenozylo-L-metioning (SAM) (Rysunek 4).

W przypadku bardziej zlozonych organizmoéw, w tym ludzi, kap-0 ulega dalszym
transformacjom w postaci metylacji rybozy w pozycji 2’-OH pierwszego transkrybowanego
nukleotydu, dajac w rezultacie kap-1, badZz tez pierwszego i drugiego w sekwencji
transkrybowanego nukleotydu, dajac kap-2 (Rysunek 3). Za pierwsza z tych reakcji odpowiada
enzym 2’-O-Metylotransferaza 1 (2’-O-MTaza I) a jego dziatanie ogranicza si¢ do jadra
komérkowego.l” Metylacja drugiego transkrybowanego nukleotydu odbywa sie natomiast
w cytoplazmie i jest katalizowana przez 2’-O-Metylotransferaze 11 (2°’-O-MTaza I1).18 Jesli
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w sekwencji kapowanego mRNA nukleotyd adeninowy stanowi FTN, potencjalnie mozliwa jest
jego metylacja w pozycji N8 zasady azotowej, dajac odpowiednio kap m®A lub mSA,. 192
Podobnie jak w przypadku metylacji pozycji N’ kapu, tu réwniez podstawowym zrodtem grupy
metylowej jest czasteczka SAM, przeksztalcana w wyniku reakcji w  S-adenozylo-
L-homocysteing (SAH).
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Rysunek 4 Enzymatyczne szlaki syntezy eukariotycznych wariantow kapu na korncach 5' RNA. Rysunek
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przygotowany na podstawie Warminski et al.

Zasadniczo stopien zlozonosci struktur kapu rosnie wraz ze ztozonoscia organizmu. Tak
kosztowna energetycznie biosynteza skomplikowanych struktur chemicznych w komorkach
eukariotycznych nie jest bezpodstawna i ma swoje uzasadnienie. Powszechnie uznaje si¢, ze
gtéwng rolg kapu jest ochrona mRNA przed przedwczesna degradacja przez 5°,3’-
egzorybonukleazy. Szybka, kotranskrypcyjna dobudowa kapu do nowo tworzacego si¢
transkryptu jest koniecznoscia, gdy kompleks Polimerazy II nie moze juz blokowa¢ dostgpu
enzymom degradujacym.'* Okazuje sie, ze kap pei istotne funkcje podczas calego procesu
dojrzewania mRNA a nastepnie jego transportu do cytoplazmy i inicjacji translacji.’® Stabilizuje
nowo powstate transkrypty, ze wzgledu na posiadany tadunek dodatni umozliwia rozpoznanie
izwigzanie mRNA przez kompleks biatkowy elF4F inicjujacy translacje, a takze stanowi wazny
element kontroli jakosci mRNA. Metylacja w pozycji N’ struktury kapu zachodzi réwniez
U niektorych wiruséw. Dopiero brak grupy 2’-O-CHs; na FTN pozwala na rozpoznanie
i zneutralizowanie obcego (wirusowego) RNA przez wrodzony uktad immunologiczny.?
Wirusy wypracowaly w toku ewolucji mechanizmy obronne, ktére pozwalaja im jak najdtuzej
maskowaé si¢ w komorce gospodarza. Wykorzystuja kilka réznych mechanizmow
dobudowywania kapu do wlasnego mRNA, korzystajac z maszynerii obecnej w komorce
gospodarza.?*
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2.3 RNA regulatorowe

Grupa regulatorowych RNA wykazuje si¢ duzg roznorodnoscig zarowno pod wzgledem
budowy jak i petnionych funkcji. Biora one udziat w regulacji ekspresji genow na wszystkich
kluczowych etapach — od transkrypcji, przez dojrzewanie i obrobke, az po translacje. Ich
aktywnosc¢ jest wyzwalana na skutek sygnalizowania przez komorke aktualnych potrzeb oraz
w rezultacie odpowiedzi na czynniki zewnetrzne. Ich dziatania obejmuja zar6wno mechanizmy
epigenetyczne jak i posttranskrypcyjne, co umozliwia kompleksowa, szybka i wyjatkowo
skuteczng kontrole aktywnosci gendw. Wsréd RNA regulatorowych wyrdézniamy mate
regulatorowe RNA: mikro RNA (miRNA), mate interferujace RNA (siRNA), mate interferujace
RNA dzialajace in trans (ta-SiRNA), naturalne siRNA pochodzace z transkryptu
antysensownego (nat-siRNA), mate interferujace RNA zwigzane z powtorzeniami (ra-SiRNA),
RNA oddziatujace z biatkami Piwi (piRNA), oraz duze regulatorowe RNA, ktorych
przedstawicielami sg Xist RNA i H19 RNA. W kolejnych podrozdziatach zaprezentowane
zostang doniesienia literaturowe na temat poszczegdlnych klas regulatorowych RNA,
w szczegOlnosci uwzgledniajac ich budowe, biogenez¢ oraz petniong w komorce role.
Zrozumienie mechanizméw warunkujacych ich cykl zyciowy moze by¢ kluczowe do
stworzenia pelnego obrazu interakcji zachodzacych pomigdzy poszczegdlnymi
biokomponentami w komorce.

2.4  Mate regulatorowe RNA

Mechanizm biogenezy srRNA (ang. small regulatory RNA) jest podobny dla wszystkich
przedstawicieli tej grupy. Dhugie, endo- badz egzogenne czasteczki dwuniciowego RNA
(ang. double stranded, dsRNA) sg rozpoznawane i hydrolizowane przez rybonukleazy do okoto
25-nukleotydowych dupleksow, posiadajacych na koncu 5° reszte fosforanowg a na koncu 3’
dwa niesparowane nukleotydy.?®?® Tak powstate fragmenty RNA wlaczane s3 nastgpnie
w kompleksy biatkowe, zaleznie od petnionych przez nie funkcji. Jedna z nici srRNA ulega na
tym etapie degradacji a druga odpowiada za selektywne rozpoznawanie kwasow nukleinowych,
z ktorymi docelowo sie zwigzg.?’ W przypadku, gdy cata sekwencja srRNA jest
komplementarna do rozpoznawanego mRNA, czasteczka regulatorowa prowadzi je na Sciezke
degradacji. Nastepuje hydroliza wigzania fosfodiestrowego w mRNA, a miejsce cigcia jest
uwarunkowane lokalizacja zwigzanego srRNA.? W konsekwencji z kompleksu S'RNA/mMRNA
uwolniona zostaje czasteczka przecigtego mRNA, ktora nie zawiera pelnej ochrony. Fragment
zawierajacy strukture kapu jest degradowany przez 3°-5° egzonukleazy, natomiast sekwencja
posiadajaca ogon poliA hydrolizowana jest w cytoplazmie przez enzym egzorybonukleaze
1 (Xrn1).% Nie zawsze jednak sekwencja stRNA jest idealnie dopasowana do tej wystepujace;j
w mRNA. Rezultatem takiej interakcji pomiedzy biatkowym kompleksem zawierajagcym
stRNA a docelowa czasteczka mRNA jest zahamowanie procesu translacji. Przyjmuje sig, ze
w glownej mierze spowodowane jest to zawada steryczna — do jednej czasteczki mRNA
przylacza si¢ zazwyczaj kilka czasteczek regulatorowego RNA, tym samym uniemozliwiajac
dostep maszynerii translacyjnej.*° Istotnym elementem jest rowniez fakt, ze biatkowy kompleks
zwigzany z stRNA moze rozpoznawac i wigzaé strukture kapu. Taki stan rzeczy powoduje
zahamowanie inicjacji translacji ze wzgledu na wspotzawodnictwo tego biatka z kompleksem
bialkowym eIF4F.%!
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Mate regulatorowe RNA odgrywaja w komorkach eukariotycznych niezwykle istotne
i zréznicowane funkcje. Majg one udzial w kotranskrypcyjnej kontroli ekspresji gendw poprzez
wptyw na modyfikacje struktury chromatyny.*> Jednocze$nie mogg pemi¢ funkcje
posttranskrypcyjnych regulatorow wyciszania gendéw, hamujac proces translacji i prowadzac
mRNA na $ciezke degradacji.®*3! Odgrywaja role w mechanizmach obronnych organizmu®3
i wplywaja na lokalizacje mRNA wewnatrz komérek®®. Tak szeroki zakres petnionych funkcji
wymusza poddanie glgbszej analizie poszczegolne klasy matych regulatorowych RNA.

2.4.1  Mikro RNA

Mikro RNA (ang. micro RNA, miRNA) nalezy do jednej z najlepiej poznanych i opisanych
bioczasteczek z grupy matych regulatorowych RNA. Obecnie znanych jest kilka tysigcy
réznych miRNA pochodzacych od zwierzat, roslin i wirusow a ich baza jest nadal
aktualizowana (https://www.mirbase.org). Dojrzale miRNA to endogenny biopolimer
sktadajacy sie z nie wiecej niz 30 nukleotydéw w sekwencji.*® Za transkrypcje gendéw miRNA
w wickszo$ci przypadkéw odpowiedzialna jest Polimeraza RNA I1.%” Budowa tak powstatych
pierwotnych transkryptow miRNA, tzw. pri-miRNA jest zblizona do budowy mRNA. Koniec
5’ pri-miRNA jest wyposazony w struktur¢ kapu, natomiast na koncu 3’ znajduje si¢ ogon
poliA. Taki tancuch moze mie¢ dtugos$é powyzej 1000 nukleotyddw i zawiera charakterystyczng
strukture spinki do wtoséw (ang. hairpin).®® W jadrze komérkowym ulega on wstepnej obrobee
w postaci hydrolizy prowadzonej przez enzym Drosha oraz kofaktor DGCR8/Pasha do postaci
zwanej pre-miRNA (okoto 70 — 80 nukleotydow).3® W kolejnym kroku powstale pre-miRNA
jest transportowane przy udziale biatek Eksportyny-5 i RanGTP do cytoplazmy, gdzie nastepuje
jego obrobka do postaci okoto 22-nukleotydowego dupleksu miRNA, zawierajacego
monofosforan na koncu 5’ kazdej z nici oraz 3’-OH na koncach 3°. Za ten etap biogenezy
miRNA odpowiada biatko Dicer oraz kofaktor TRBP (ang. TAR RNA-binding protein).*®
Zwigzanie miRNA z bialkiem Ago (ang. argonaute), wchodzacego w sktad kompleksu
biatkowego RISC (ang. RNA-Induced Silencing Complex) rozpoczyna $ciezke prowadzaca do
degradacji mRNA bgdZ zahamowania jego translacji (Rysunek 5).4°
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Rysunek 5 Biogeneza miRNA i mozliwe Sciezki oddzialywania z mRNA. Rysunek zaczerpniety z pracy
Pang et al.® Numer licencji: 5756681260293

Od odkrycia pierwszej czasteczki miRNA — lin4 mineto juz ponad 30 lat** i od tamtego
momentu zidentyfikowano szereg funkcji, ktore moga penic te czasteczki w komorce. Dojrzate
miRNA odpowiada za posttranskrypcyjng kontrolg jakosci mRNA, zapobiega nadmiernemu
nagromadzaniu si¢ transkryptow, reguluje wiele proceséw biologicznych, w tym proliferacje
i réznicowanie sie komorek, ich zaprogramowang $mieré (apoptoze) i dojrzewanie.

2.4.2  Male interferujace RNA

Mate interferuyjace RNA (ang. small interfering RNA, SiRNA) jest kolejnym
przedstawicielem niekodujacych regulatorowych RNA. Prekursorem do powstania siRNA
w komorce eukariotycznej jest dlugi, dwuniciowy fragment RNA o zrdéznicowanym
pochodzeniu. dsSRNA moze byé wprowadzony do komorki w postaci wirusowego RNA#?, ale
rowniez jego zrodtem mogg by¢ centromery, telomery, transpozony®, zbiezne transkrypty
mRNA, pary sens-antysens, czy RNA zawierajace strukture spinki do wloséw*. Proces
dojrzewania siRNA przebiega analogicznie do wystgpujacego u miRNA. Za rozerwanie wigzan
fosfodiestrowych w dlugich dsRNA odpowiada biatko Dicer. Dojrzata i w pelni funkcjonalna
czasteczka siRNA zbudowana jest z dwuniciowego fragmentu nukleotydowego o dlugo$ci
21-23 nukleotyddw, nie posiadajacego charakterystycznej dla mRNA struktury kapu, a jedynie
monofosforan na koncu 5’ obu nici. Kazda ni¢ zawiera tez charakterystyczny 2-nukleotydowy,
niesparowany fragment (zwykle o sekwencji UU) zlokalizowany na koncu 3’ (Rysunek 6).
Dupleks taki zawiera ni¢ sensowna i antysensowng. W wyniku wlaczenia siRNA do kompleksu
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biatkowego RISC, ta pierwsza zostaje uwolniona i zdegradowana.*® Ni¢ antysensowna siRNA
jest w petni komplementarna do fragmentu docelowego mRNA. 43

siRNA odpowiada w komorce za negatywng regulacje posttranskrypcyjng.*® Moze
prowadzi¢ do zahamowania procesu translacji lub/i degradacji mRNA. Zjawisko interferencji
gendow 1 w rezultacie ich wyciszenie w wyniku aktywnosci siRNA stanowi obecnie popularny
cel terapeutyczny w leczeniu choréb o podtozu genetycznym.*’

2 nt overhang 19 Base Pair Dublex 2 nt overhang
1 —
Sense '@ @3
(Non- Guid) Strand
; 5@ \ @5
Antisense —

; Cleavage site
(Guid) Strand Seed Region (2-8 nt) g

Rysunek 6 Budowa siRNA. Rysunek zaczerpniety z pracy Alshaer el al. *® Numer licencji: 5757081247709

2.4.3  Dzialajace in trans SiRNA

W ro$linnych komorkach Arabidopsis zidentyfikowano mate interferujgce RNA
dzialajace na mRNA inne niz to, ktore je koduje, zwane ta-siRNA (ang. trans-acting siRNA).*
Jest to endogenne siRNA, w ktérego generowanie zaangazowane sg czagsteczki miRNA.°
Genom z rodziny TAS jest zrodtem transkryptow zawierajacych sekwencje rozpoznawane przez
kompleks biatkowy RISC-miRNA. Przecigcie mRNA w miejscu wigzania generuje dwa
fragmenty pierwotnego transkryptu: 5’ oraz 3°, stabilizowane przez biatko SGS3
(ang. Supprepsor of Gene Silencing 3).5! Do fragmentu 3’ rekrutowana jest polimeraza RNA
zalezna od RNA (RdR06), ktorej zadaniem jest dobudowanie drugiej nici, generujac tym samym
dsRNA — prekursor ta-siRNA.>? Dtuga, dwuniciowa czasteczka RNA jest nastepnie
rozpoznawana przez biatko DCL4 (ang. Dicer-like proteins) i przecinana w roéwnych,
21-nukleotydowych odstepach.5® Charakterystyczna dla siRNA budowa obu kofnicow dupleksu
jest tu zachowana w niezmienionej formie. Tak powstale krotkie dupleksy siRNA sa nastepnie
zdolne do posttranskrypcyjnej negatywnej regulacji gendéw in trans wedlug mechanizmu
opisanego powyzej dla siRNA.

2.4.4  Naturalne siRNA pochodzace z transkryptu antysensownego

nat-siRNA (ang. natural antisense transcript derived siRNA) to roslinne, endogenne RNA,
ktore w dojrzatej formie osiggaja zwykle dlugos¢ 24 nukleotydow. Obserwuje si¢ u nich,
podobnie jak w strukturze siRNA, obecno$¢ charakterystycznie zbudowanych koncow 5’ i 3°,
w postaci odpowiednio: monofosforanu i dinukleotydowego, niesparowanego fragmentu nici.
Zachodzace na siebie sekwencje nastepujacych po sobie genow w chromosomie sg zrodiem
antysensownych transkryptow, czeéciowo komplementarnych wobec siebie.?*%® Ekspresja
jednego z genow jest konstytutywna, natomiast druga jest najczgsciej indukowana przez
czynniki zewnetrzne powodujace stres komorkowy.® Gtéwnym biatkiem zaangazowanym
w ich transkrypcje jest Polimeraza IV.5* Utworzony fragment dsRNA jest wydtuzany przez
polimeraz¢ RdR6 a nastgpnie cigty przez bialka DCLI1 i/lub DCL2 do postaci krotkich
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duplekséw. Zaobserwowano, ze nat-siRNA indukowane w komorkach roslinnych przez
patogeny sg krotsze i zawierajg w sekwencji okoto 21 nukleotydéw.5” Niezaleznie jednak od
tych réznic, rola nat-siRNA jako interferujacych RNA w komorce jest zachowana.

245  Male interferujace RNA zwigzane z powtorzeniami

ra-siRNA (ang. repeat-associated small interfering RNA) zostaly zidentyfikowane
w komorkach eukariotycznych ro$lin i nizszych zwierzat. Sa to czasteczki endogenne
generowane z dlugich dwuniciowych RNA i osiagajace dlugo$¢ w przedziale 25 — 29
nukleotydéw.%® Podobnie jak w strukturze siRNA, tu réwniez koniec 5° kazdej z nici zawiera
monofosforan, natomiast na koncach 3’ znajduje si¢ charakterystyczny, niesparowany
dinukleotyd. W zaleznosci od tego z jaka rodzing bialek sg zwigzane, moga powstawaé zarGwno
z sensownej jak i antysensownej nici, jednak drugi z tych przypadkéow wystepuje znacznie
cze$cie].®® Udowodniono, Zze u Drosophila melanogaster (potocznie: muszka owocowa)
ra-siRNA sg zlokalizowane glownie w jadrze i pochodza z r6znych powtarzalnych regionéw
w genomie, takich jak retrotranspozony i regiony heterochromatyczne.*%° Po zwigzaniu
z biatkami Piwi (ang. P-element-induced wimpy testis), odpowiadaja za wyciszanie genow,
peligc tym samym funkcje ochronng dla linii zarodkowej Drosophila.?® W przypadku
modelowego gatunku ro$lin, Arabidopsis thaliana, udowodniono, ze w powstawaniu ra-siRNA
bierze udzial wspomniana juz wczes$niej polimeraza RdR6 (podrozdziat 2.4.3) oraz biatko
DCL3. W komorce roslinnej ra-siRNA pelni istotng role w modyfikacji heterochromatyny
poprzez metylacje histondw i reszt cytydynowych w DNA.%

2.4.6  RNA oddziatujace z biatkami Piwi

Kolejna grupa czasteczek oddziatujacych z biatkami Piwi z rodziny Argonaute, ktore
jednak zachowuja swoja odrebnos¢ w klasyfikacji, sa piRNA (ang. Piwi-interacting RNA).
Podobnie jak ra-siRNA, sg nieco dtuzsze, niz pozostate mate regulatorowe RNA i sktadaja si¢
z 26 — 31 nukleotyddow.6? Geny kodujace piRNA czesto stanowig skupiska, do$¢ zréznicowane
pod wzgledem rozmiaru (1 — 100 kpz), a z pojedynczego locus moze by¢é wygenerowane nawet
4500 piRNA.®® Sugeruje sie, ze ich Zrodtem mogg byé diugie, pierwotne transkrypty, jednak
Sciezka biogenezy jest prawdopodobnie zupetnie rozna od tej znanej dla miRNA 1 do tej pory
nie zostala w petni poznana.®® piRNA nie posiadaja na koncu 5° charakterystycznej struktury
kapu, a jedynie monofosforan, ktory jest kluczowy podczas interakcji z biatkami Piwi. Koniec
3’ jest z kolei chroniony przed aktywnos$ciag egzonukleaz dzigki obecnosci grupy -O-CHjs
W pozycji 2’ ostatniej w sekwencji rybozy. Z badan wynika, ze piRNA w biatlkowym
kompleksie, zarowno w przypadku ssakow, jak i nizszych organizméw, odrywa wazna rolg
w regulacji gametogenezy poprzez utrzymanie wyciszenia transpozonow w genomie linii
zarodkowej.54% Biorac udzial w mechanizmie obronnym przed mutagennymi sekwencjami,
piRNA przyczynia si¢ do epigenetycznej regulacji i ochrony genomu. %

2.5 Duze regulatorowe RNA

Pod wzgledem budowy znaczna cze$¢ duzych regulatorowych RNA przypomina
czgsteczki mRNA, przez co czgsto stosowane jest tez okreslenie mINCRNA (ang. mRNA-like
noncoding RNA). Sg one bardzo zréznicowane pod wzgledem rozmiaru i moga osigga¢ od
dwustu do nawet kilkunastu tysigcy nukleotydow w sekwencji.®” Lancuch IncRNA, podobnie
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jak mRNA, posiada na koncu 5’ strukture m’G kapu, a jego 3’-koniec moze ulegaé
poliadenylacji.®®"® Czasteczki te powstaja na drodze transkrypcji, glownie przy udziale
polimerazy RNA 1I, a transkrypt pierwotny ulega obrobce analogicznie do S$ciezki
odpowiadajacej kodujacym RNA. Te podobienstwa stwarzaja pewne problemy w poprawnej
identyfikacji IncRNA. Kryterium rozmiaru wydaje si¢ by¢ niewystarczajacym, biorac pod
uwage roznorodnos$¢ transkryptow kodujacych. Problem w klasyfikacji RNA pojawit si¢
rowniez gdy odkryto, ze niektore IncRNA, posiadajg sekwencje kodujace biatka o stosunkowo
niewielkich rozmiarach.” "2 Co wiecej, najnowsze badania wskazuja, Zze niektore RNA pelnig
role zarowno mRNA jak i ncRNA, a zjawisko to moze by¢ bardziej rozpowszechnione niz nam
si¢ wydawalo.” Ostatecznie przyjmuje sig, ze kazdy transkrypt o dtugosci powyzej 200
nukleotydéw i nieposiadajacy otwartej ramki odczytu, zdolnej do kodowania w pelni
funkcjonalnego biatka, traktowany jest jako IncRNA.®” Wydaje si¢ jednak, ze kryteria te nie sg
ostateczne i wraz z rozwojem wiedzy na temat transkryptow kodujacych i niekodujacych,
bedziemy w stanie bardziej precyzyjnie okresli¢ granicg¢ pomigdzy nimi. Pochodzenie duzych
regulatorowych RNA nie sprowadza si¢ do jednego locus w genomie. Badania wskazuja, ze
zrddlem takich transkryptéw moga by¢ sekwencje migdzygenowe, pseudogeny, a takze nici
antysensowne, sekwencje powtoérzeniowe czy tez introny.%”" Transkrypty takie lokalizujg sie
zardwno w jadrze komoérkowym jak i cytozolu, zaleznie od petnionych funkcji. Biologiczna rola
tak roznorodnych czasteczek sprowadza si¢ do szeroko pojetej regulacji procesow
zachodzacych w komorce. Pod tym do$¢ ogdlnym zapisem kryje si¢ przede wszystkich
regulacja ekspresji genow, zdolno$¢ IncRNA do modyfikacji chromatyny i udziat w organizacji
struktury komorkowej.” Takie aktywno$ci sg mozliwe dzigki temu, ze diugie niekodujgce
transkrypty moga oddziatywa¢ z innymi czasteczkami kwasow nukleinowych, zaréwno RNA
jak i DNA, oraz biatkami (Rysunek 7). Czesto w takie interakcje zaangazowane sg rowniez
sekwencje powtdrzeniowe.” Przykladem dhugiego regulatorowego RNA, ktore bierze udziat
w modyfikacji struktury chromatyny jest Xist RNA (ang. X-inactive-specific transcript). Jest to
jeden z pierwszych opisanych i lepiej poznanych INcRNA.7®® W wyniku jego dziatania
inaktywowany jest chromosom X (ang. X-chromosome inactivation, XCI) co prowadzi
bezposrednio do wyréwnania dawki gendéw na chromosomie X pomigdzy osobnikami plci
zenskiej (XX) i meskiej (XY).” Xist ulega ekspresji z miejsca okre$lanego jako XIC
(ang. X-inactivation center), po czym kumuluje sie wewnatrz jadra komorkowego. Podczas XCI
rola Xist sprowadza si¢ do rekrutowania wielu czynnikow biologicznych, zdolnych do zmiany
organizacji chromatyny i tym samym chromosomu X.88 Proces XCI obejmuje caly
chromosom, jednak nawet 12 — 20% ludzkich genéw z nim sprz¢zonych unika wyciszenia
ekspresji.®? Sugeruje sie, Ze zjawisko to powigzane jest z wieloma jednostkami chorobowymi,
ktore dotykaja osobniki pici zenskiej.®? Drugim przyktadem niekodujacego RNA jest H19,
ktory, cho¢ krotszy (2,3 kb, ang. kilobase) od opisywanego powyzej Xist (17,5 kb), nadal
spetnia warunki, aby zaklasyfikowaé¢ go jako IncRNA. Czasteczka ta na etapie dojrzewania
ulega kapowaniu, poliadenylacji a takze splicingowi.®38% W swojej sekwencji posiada wiele
zmodyfikowanych, w tym przypadku metylowanych, zasad azotowych, w postaci m®A i m°C,
ktore warunkuja stabilnos¢ H19 i jego zdolnos¢ do wigzania z biatkami, np. G3BP1 bedacym
onkoproteing (biatkiem, ktore przyczynia si¢ do transformacji nowotworowej komorek).
H19 powstaje w wyniku ekspresji genu dziedziczonego po matce, co $cisle zwiazane jest
z imprintingiem genomowym i przeklada si¢ na udzial w chorobach dziedzicznych.
Udowodniono role H19 w procesie nowotworzenia, przez co transkrypt ten stal si¢ celem
terapeutycznym w badaniach onkologicznych.®8” Dowiedziono rowniez, ze transkrypt H19
moze peknié¢ role prekursora dla miRNA.® Mimo, Ze to IncRNA byto jednym z pierwszych
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odkrytych i opisanych, literatura nadal jest uzupetniana o kolejne funkcje, ktore moze petnié ten
transkrypt oraz potencjalne ich zastosowanie. Warto zwroci¢ uwagg, ze niekodujace RNA przez
dos¢ dlugi czas byly traktowane jako ,,szum transkrypcyjny” i nie przypisywano im zadnej
istotnej roli. Teraz, w obliczu coraz nowszych odkry¢, pokazuje to dobitnie, jak bardzo nie
doceniono ich funkcji.
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IncRNA o mRNA
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miRNA

<
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Rysunek 7 Mozliwe oddzialywania IncRNA z bioczgsteczkami w komdrce. Rysunek zaczerpniety z pracy
Kazimierczyk et al.8

2.6 RNA konstytutywne

RNA konstytutywne stanowig niezwykle zréznicowana grupg bioczasteczek, ktore maja
fundamentalne znaczenie dla prawidlowego funkcjonowania maszynerii komodrkowe;j.
Charakteryzuja si¢ wyjatkowo stabilng ekspresja, co objawia si¢ ich produkcjg na statym
poziomie, niezaleznie od typu komorek lub czynnikéw zewnetrznych. Utrzymywanie
wzglednie statego stezenia konstytutywnych RNA, warunkuje prawidlowy przebieg
kluczowych procesow komorkowych, miedzy innymi transkrypcji, translacji czy replikacji
DNA. RNA konstytutywne obejmuje kilka strategicznych klas RNA, w tym male jadrowe RNA
(snRNA), mate jaderkowe RNA (snoRNA), rybosomalne RNA (rRNA), transferowe RNA
(tRNA), czy tez transferowo-informacyjne RNA (tmRNA). Kazda z wymienionych grup RNA
ma Scisle okreslong rolg w komorce, a budowa kazdej z czasteczek jest uwarunkowana petniona
funkcja. Poznanie doktadnych mechanizméw ich dziatania nadal stanowi niemate wyzwanie,
jednak dazenie do ich pelnego zrozumienia jest konieczne w kontek$cie wyjasniania dynamiki
funkcjonowania komorki i rzadzacych tym zalezno$ci. W ponizszych podrozdziatach zostaly
przedstawione dane literaturowe na temat poszczegdlnych klas konstytutywnych RNA, ze
szczeg6lnym uwzglednieniem ich budowy, biogenezy oraz pelnionych funkc;ji.
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2.6.1  Mate jadrowe RNA

Jednym z najlepiej poznanych i opisanych konstytutywnych RNA jest mate jadrowe RNA
(ang. small nuclear RNA, snRNA). Wyr6zniamy dwie gtéwne klasy snRNA, wyodrebnione ze
wzgledu na roznice w strukturze czasteczek i rodzaju ich kofaktorow biatkowych: Sm oraz
Lsm.*® W sklad pierwszej z tych klas wchodzag RNA oznaczane jako U1, U2, U4, U4qy, U5,
U7, U1l oraz U12, z kolei do drugiej z nich naleza jedynie U6 i Ubgac. Zasadnicza réznica
w budowie tych kwasoéw nukleinowych jest struktura znajdujaca si¢ na koncu 5° — Sm snRNA
zawiera hipermetylowang guanozyne (m32%’G), zwang TMG kapem, podczas gdy Lsm snRNA
posiada monometylowany 5’-trifosforan (y-CHzppp).®* Dlugo$é taficuchéw w obu opisywanych
przypadkach jest zblizona i wynosi okoto 150 nukleotydow.®® snRNA nie posiada
poliadenylowanego ogona, jak to ma miejsce w przypadku kodujacego mRNA. Obie klasy
snRNA zawieraja jednak na koncu 3’ charakterystyczne wewnatrzczasteczkowe petle
macierzyste, roznigce si¢ pod wzgledem struktury II-rzgdowej. Dodatkowo dla RNA z klasy
Lsm charakterystyczne sg krotkie fragmenty poli U, stanowigce miejsce wigzania biatek Lsm.
Analogiczne miejsce wiagzania dla grupy siedmiu biatek Sm znajduje si¢ wewnatrz czasteczki
Sm snRNA. %% Réznice pomiedzy klasami snRNA wystepujg tez na etapie transkrypcji —
w synteze Sm snRNA zaangazowana jest polimeraza RNA II, podczas gdy dla Lsm jest to
polimeraza RNA 11I.

Biogeneza Lsm snRNA z udziatem polimerazy RNA III jest ograniczona lokalizacyjnie
do jadra komoérkowego.®® Sygnatem do zakofczenia transkrypcji jest fragment poli U na koncu
3’ nowoutworzonego RNA. Ten fragment sekwencji stanowi miejsce przejsciowego wigzania
z biatkiem La, ktore to zapewnia stabilizacj¢ transkryptu, chroni go przed egzonukleazami
i utatwia tworzenie komplekséw rybonukleoproteinowych (ang. ribonucleoprotein, RNP).%
W kolejnym kroku biatko La jest zastgpowane przez biatka Lsm tworzace kompleks
z niedojrzalym jeszcze, 5’-trifosforylowanym snRNA. Wykazano, ze tworzenie kompleksu
z biatkami Lsm jest czynnikiem warunkujacym kierowanie RNA do jaderka, gdzie nastgpuje
etap 2’-O-metylacji i pseudourydylacji oraz do ciatka Cajala, gdzie metylowana jest grupa
5’-fosforanowa. Tak uformowane Lsm snRNA jest transportowane do jego docelowego miejsca
aktywnosci.

Proces powstawania i1 dojrzewania Sm snRNA wydaje si¢ by¢ bardziej
skomplikowany niz opisywany powyzej przypadek. Biogeneza RNA klasy Sm obejmuje
zarowno nukleoplazme¢ jak i cytoplazmg a ekspresja genow snRNA rozpoczyna si¢ od
transkrypcji, w ktorej uczestniczy polimeraza RNA 11.% Jeszcze w jadrze ma miejsce dotgczanie
do 5°-konca RNA struktury kapu w postaci kanonicznego m’G a nastepnie transkrypt wigze sig
w kompleks z biatkami umozliwiajagcymi jego transport do cytoplazmy: receptorem CRMI
(ang. chromosome region maintenance-1), PHAX (ang. hyperphosphorylated adaptor for RNA
export), CBC (ang. cap-binding complex), oraz Ran GTPaz3.%*% Tak zbudowany struktura, po
przejsciu przez kompleks poréw jadrowych, ulega dysocjacji, a proces ten jest inicjowany przez
defosforylacj¢ PHAX oraz hydroliz¢ RAN GTPazy. W cytoplazmie kompleks biatkowy SMN
(ang. survival of motor neurons) wspomaga snRNA w rekrutacji siedmiu biatek Sm,
oznaczanych jako: B, B’, D1, D2, D3, E, F oraz G.% Etap ten jest konieczny do przeprowadzenia
przez metylotransferaze Tgs1 hipermetylacji kanonicznego kapu m’G do kapu TMG (m3?2’G)
oraz obrobki konca 3 Sm snRNA. Prawidlowy przebieg procesu inicjuje rekrutacj¢ biatek
odpowiedzialnych za ponowny transport kompleksu do nukleoplazmy: snurportyne-1 (SPN1)
oraz importyne B (Imp-B). Biatka te w nukleoplazmie oddysocjowujg od kompleksu Sm snRNA,
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ktéry kierowany jest do cialek Cajala. Tam kompleks rybonukleoproteiny (Sm snRNP) ulega
dojrzewaniu poprzez rekrutacje specyficznych biatek i finalnie kierowany jest do widkien
perichromatynowych (ang. perichromatin fibrils, PF) celem udzialu w splicingu, badz tez
gromadzony w mig¢dzychromatynowych skupiskach (ang. interchromatin granule clusters,
IGC), stanowigcych swoistg poczekalni¢ dla Sm snRNP.%

Gloéwng funkcjg wszystkich snRNA jest czynny udzial w obrdbee i dojrzewaniu pre-
mRNA. Grupa snRNA tworzy, razem z ponad 200 biatkami, spliceosom — ogromng maszyneri¢
komorkowa odpowiedzialng za splicing pierwotnych transkryptow docelowego mRNA.
Wyjatkiem jest U7 RNA, ktéry odpowiada za obrébke konca 3° histonowego pre-mRNA.%!
snRNP tworza z docelowym pre-mRNA kompleksy typu RNA-RNA, rozpoznajgc sekwencje¢
intronu oraz stabilizujac centrum aktywne spliceosomu. Badania wskazuja, ze to Ul snRNA
jest odpowiedzialny za inicjacje tego procesu — po wyciszeniu genu Ul zaobserwowano
nagromadzenie si¢ pre-mRNA, ktore nie mialo wycietych introndw, mimo obecnosci
pozostatych snRNP.%

Zaburzenia na jakimkolwiek etapie ekspresji gené6w snRNA oraz ich biogenezy, moga
skutkowa¢ wystgpowaniem powaznych chordb genetycznych. Przyktadem jest mutacja genu
SMNL, ktéra prowadzi do rdzeniowego zaniku miesni. %%

2.6.2  Mate jaderkowe RNA

Jedng z najliczniejszych grup niekodujacych konstytutywnych RNA sa male jaderkowe
RNA (ang. small nucleolar RNA, snoRNA), ktore obejmujg dwie rodziny: C/D i H/ACA RNA.
Dtugoéé transkryptoéw waha sie miedzy 60 a 300 nukleotydéw w sekwencjil®® a ich gtdéwnym
zroédlem sg introny. Nie posiadajg one struktury kapu na koncu 5’ ani poliadenylowanego ogona
na koncu 3’ (Rysunek 8A). Poczatkowo zaktadano, ze lokalizacja snoRNA ogranicza sie
w komorce do jaderka i na tej tez podstawie nadano nazwe nowo odkrytemu RNA. Wraz
z rozwojem badan nad niekodujacymi transkryptami, okazato si¢, ze zalozenie to jest bledne

a przedstawicieli snoRNA mozna znalez¢ rowniez w nukleoplazmie i cytoplazmie.

snoRNA z grupy C/D zawieraja w swojej strukturze dwie charakterystyczne sekwencje —
znajdujaca si¢ w poblizu konca 5’ sekwencje C: 5’-RUGAUGA-3’, gdzie R to dowolna puryna,
oraz znajdujacg sie w poblizu konca 3 sekwencje D: 5°-CUGA-3".1%? Dodatkowo C/D snoRNA
maja tez dwie domeny, bedace czgsto nieidealng kopig domen C i D: C’: 5’-UGAUGA-3’iD’:
5’-CUGA-3’, zlokalizowane w centralnej czeSci czasteczki i oddzielone od siebie sekwencja
3-9 nukleotydow (Rysunek 8A).1% Fragmenty sekwencji znajdujace si¢ pomiedzy motywem
C/D’ oraz D/C’ stanowia miejsce wiazania rRNA. Dokladna pozycja wyzej opisanych
elementow warunkuje specyficzno$¢ snoRNA wobec czasteczek z ktoérymi oddziatujg oraz
poprawne zlozenie aktywnej rybonukleoproteiny. Druga grupa SsnoRNA - H/ACA
charakteryzuje si¢ strukturag oparta na dwoch elementach zwanych spinkg do wlosow
(ang. hairpin) oraz dwoch jednoniciowych fragmentach — H: 5’-ANANNA-3’, oraz ACA:
5’-ACANNN-3’, gdzie N to dowolny nukleotyd (Rysunek 8B).1041% Wewnetrzne petle
motywow spinki do wloséw stanowig miejsce wigzania rRNA.1%

Male jaderkowe RNA charakteryzuja si¢ duza réznorodnoscia komoérkowych
procesow biologicznych, w ktorych uczestnicza. snoRNA sg §ci§le powigzane z rRNA i sa
zdolne do modyfikacji ich kluczowych centréw aktywnosci.'%% S3 niezbedne dla przebiegu
splicingu pre-mRNA oraz translacji biatek, odpowiadaja za 2’-O-metylacj¢ rybozy w rRNA
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i snRNA oraz pseudourydylacje w tRNA, rRNA i snRNA. Rola znacznej ilosci snoRNA
obecnych w komorce nadal jest niepoznana. Tak zwane sieroce snoRNA posiadajg sekwencje,
ktére nie sa komplementarne do poznanych dotad RNA 1%

Mnogos¢ procesow biologicznych, w ktorych swdj udzial zaznaczajg jaderkowe
RNA powoduje, Ze staly si¢ one obiektem zainteresowan naukowcow, szczegdlnie w kontekscie
poszukiwania markeréw chorobowych. Mutacje z pozoru zwigzane z najmniej istotnym
elementem szlaku biogenezy mogg stac si¢ przyczyna powaznych chordéb organizmu. Przyktad
stanowi mutacja w obrgbie H/ACA snoRNA, ktora jest przyczyna dyskeratozy wrodzonej —
dziedzicznego zespotu niewydolnosci szpiku kostnego. Jest to stosunkowo rzadkie schorzenie,
charakteryzujace si¢ wystepowaniem zmian na skérze, w btonie $luzowej oraz na paznokciach.
W zaawansowanym stadium choroby nast¢puje catkowita niewydolno$¢ szpiku kostnego
i proces nowotworzenia.®! Zespot Pradera-Williego jest schorzeniem rozwijajacym sie na skutek
wyciszonej ekspresji genow C/D snoRNA. Chorzy cierpia z powodu skrajnej otylosci
wywotanej niepochamowanym glodem, towarzyszacej temu cukrzycy 1 uposledzenia
umystowego. Charakterystyczny jest dla nich niski wzrost, zaburzenia pracy migéni i problemy
poznawczo-behawioralne.® Choroba ta wystepuje znacznie czeéciej niz opisywana wyzej
dyskeratoza i dotyka 1 na 12000 osob. Intensywnie prowadzone s3 réwniez badania nad
zastosowaniem snoRNA do diagnostyki raka piersi. Wykazano, ze nieprawidtowa ekspresja
genow snoRNA promuje proces nowotworzenia. Poniewaz ekspresja w warunkach normalnych
i chorobowych prowadzi do powstania znaczaco roznej ilosci snoRNA, mierzenie ich poziomu
moze stanowi¢ skuteczng metode¢ do przewidywania wystapienia raka piersi na wczesnym
etapie.l®

UAGANNN,,,

box H box ACA

Rysunek 8 Schematyczne przedstawienie budowy snoRNA (A) C/D snoRNA (B) H/ACA snoRNA. Rysunek
zaczerpniety z pracy Tamds Kiss. 10

2.6.3  Rybosomalne RNA

Rybosomalne RNA (ang. ribosomal RNA, rRNA) jest produktem transkrypcji, ktora
odbywa si¢ w jaderku, gtéwnie z udziatem polimerazy RNA I. Na etapie dojrzewania pre-rRNA
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nukleotydy wchodzace w sktad sekwencji rRNA moga ulega¢ modyfikacjom w postaci 2°-O-
metylacji oraz pseudourydylacji, za co odpowiedzialne sg opisane w poprzednim podrozdziale
snORNA.%+110 Finalnym etapem prowadzacym do powstania w petni funkcjonalnych rRNA jest
precyzyjne rozcinanie pre-rRNA, w ktérym udziat bierze okoto 200 réznych biatek.111112
Rybonukleoproteiny utworzone na potrzebe przeprowadzenie cigcia pre-mRNA nazywamy
procesomem, i ze wzgledu na ich ogromny rozmiar, mozna je zaobserwowaé przy pomocy
mikroskopu elektronowego. Dojrzate rRNA, ktore jest uwalniane z takiego kompleksu, posiada
juz przylaczone biatka rybosomowe, co bezposrednio prowadzi do utworzenia odpowiednio
matych i duzych podjednostek rybosomowych.!3114 Pojedynczy prekursor u ssakéw koduje
trzy rodzaje czasteczek rRNA, ktore wchodza w sklad rybosomu. Elementem matlej
podjednostki rybosomu (408S) jest 18S rRNA, natomiast 5.8S rRNA 128S rRNA stanowig wktad
do duzej podjednostki rybosomu (60S). Dodatkowo u eukariontow wystepuje tez 5S rRNA,
wchodzace w sktad duzej podjednostki — w odrdznieniu od pozostatych, transkrybowane jest
przy udziale polimerazy RNA III i stanowi oddzielny transkrypt. U prokariontow w sktad matej
podjednostki wchodzi 16S rRNA, natomiast w sktad duzej — 5S rRNA oraz 23S rRNA.
Rybosomy w komoérce odpowiadajg za jeden z najwazniejszych procesow biologicznych —
biosyntez¢ biatka na matrycy mRNA. Badania dowodza, Zze aktywnos¢ katalityczng w tym
procesie zapewnia wlasnie rRNA, natomiast biatka mu towarzyszace pelnig role pomocnicza,
odpowiadajac miedzy innymi za stabilizacj¢ kompleksu. Mutacje, ktdre wystepuja na etapie
ekspresji genow kodujacych rRNA moga spowodowac niepoprawne sktadanie kompleksow
rybonukleoprotein badz tez je dezaktywowaé a to prowadzi do nieprawidtowos$ci
w mechanizmie translacji biatek. Dodatkowo badania wskazuja, ze zaburzenia biosyntezy
rRNA prowadzg do $mierci komoérek nerwowych, a co za tym idzie stanowig cechg
charakterystyczng dla zaburzen neurodegeneracyjnych, takich jak choroba Alzheimera, choroba
Parkinsona, choroba Huntingtona, czy tez stwardnienie zanikowe boczne. 15117

2.6.4  Transferowe RNA

Czasteczki transferowego RNA (zwane tez transportowym RNA, ang. transfer RNA,
tRNA) w komorkach eukariotycznych powstajg na drodze transkrypcji z udziatem polimerazy
RNA 111.118 Dojrzate tRNA osiggaja wielko$é w przedziale 70 — 90 nukleotydow w sekwencji
a ich struktura drugorzedowa przypomina ksztattem li§¢ koniczyny.!!® Czasteczka tRNA
zawiera pig¢ charakterystycznych elementow: trzon akceptorowy, ramie i petle D, ramie i petle
antykodonu, region zmienny oraz rami¢ i petle TWC (Rysunek 9). 5’-koniec tRNA jest
monofosforylowany, natomiast na koncu 3’ znajduje si¢ sekwencja 5’-CCA-OH-3’, ktora
stanowi miejsce przylaczania aminokwasow. Trzon akceptorowy wraz z ramieniem
D odpowiadaja za rozpoznawanie enzymow zaangazowanych w rekrutacj¢ aminokwasoéw —
syntetaz aminoacylo-tRNA. Rola ramienia TYC jest z kolei oddziatywanie z rybosomami, co
warunkuje wydajny proces translacji.''® Biologiczng funkcja tRNA jest dostarczanie
aminokwaséw w celu wilaczenia ich do tancucha polipeptydowego, zgodnie z sekwencja
warunkowang przez trinukleotydowe kodony w mRNA. Taki mechanizm biosyntezy biatek
wymusza obecno$¢ petli zawierajacej antykodon, ktoéry parowany jest z kodonem mRNA
poprzez wigzania wodorowe typu Watsona i Cricka.!?® Sekwencje wszystkich tRNA zawierajg
stosunkowo wysoki udzial modyfikowanych nukleotydow, zazwyczaj od 7 do 15 na jedna
czasteczke, gtownie w postaci jednej badz dwoch dodatkowych grup metylowych. Rola tych
modyfikacji jest prawdopodobnie stabilizacja struktury i wpltyw na rozpoznawanie
odpowiednich kodonow.*® Badania wskazuja, ze oprocz udziatu z biosyntezie bialek, tRNA
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jest istotnym Zrédtem innych matych niekodujgcych RNA.*?! Obecno$é takich ncRNA zostata
powiazana z licznymi schorzeniami, takimi jak choroby neurodegeneracyjne, nowotwory czy
choroby uposledzajace uktad odpornosciowy.'? Czasteczki te moga petnié role biomarkerow,
jednak do ustalenia pozostaje czy sa one przyczyng czy efektem stanéw chorobowych.

5 CCA end

Acceptor stem

D loop
D arm
Anticodon Variable
arm loop
Anticodon

loop

mRNA Codon

Rysunek 9 Schematyczne przedstawienie struktury czgsteczki tRNA. Rysunek zaczerpniety z pracy Ding
et al.t?

2.6.5  Transferowo-informacyjne RNA

Komorki bakteryjne posiadaja specyficzny rodzaj ncRNA, ktore maja cechy funkcjonalne
zarowno tRNA, jak i mRNA. Sg to czgsteczki transferowo-informacyjnego RNA (ang. transfer-
messenger RNA, tmRNA), zwane tez 10Sa lub SsrA RNA, ktorych gléwna rolg jest degradacja
wadliwych transkryptéw, nieposiadajacych kodonu STOP.'?® Zazwyczaj maja one dtugoéé 250
— 425 nukleotydow w sekwencji a ich struktura przestrzenna jest zblizona do struktury
tRNA. 123124 tmRNA posiada fragment zwany TDL (ang. tRNA-like domain), ktéry zawiera
sekwencje 5°-CCA-OH-3’, oraz MDL (ang. mRNA-like domain) z otwarta ramka odczytu,
zawierajgcg najczeSciej kilkanascie kodonéw, w tym kodon STOP.!® tmRNA
w rynukleoproteinowym kompleksie z biatkiem SmpB (ang. small protein B) uczestniczy w tak
zwanej trans-translacji. Jest to proces rozpoczynajacy si¢ zwigzaniem tmRNP z rybosomem,
ktory zatrzymat si¢ na sekwencji mRNA nieposiadajacej kodonu STOP. Zadaniem tmRNA jest
umozliwienie rybosomom dokonczenia translacji poprzez zapewnienie zapasowego szablonu,
oznaczenie polipeptydu utworzonego z wadliwego transkryptu oraz utatwienie degradacji
uszkodzonego mRNA,126-128
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2.7  Terapeutyczne zastosowania RNA

Roznorodnos¢ RNA pod wzgledem petlionych w komoérce funkcji i ich wysoka
specyficzno$¢ dziatania, otwieraja szereg nowych mozliwosci na polu terapeutycznym. Rozwoj
biotechnologii i medycyny juz teraz pozwala na skuteczne wykorzystanie SIRNA w terapiach
genowych podczas wyciszania nieprawidtlowo funkcjonujgcych gendéw lub aktywacji genow
kodujacych pozadane biatka. Ma to szczegdlnie istotne znaczenie podczas opracowywania
strategii walki z chorobami o podlozu genetycznym, zakaznym i neurologicznym. Roéwnie
rewolucyjnym okazato si¢ opracowanie opartej na gRNA (ang. guide RNA) metody CRISPR-
Cas9, umozliwiajacej edycje genomu z nieosiggalng do tej pory precyzja. Technologia ta
poszerza zestaw dostgpnych narzedzi molekularnych uzytecznych w genetyce, co otwiera nowe
perspektywy w badaniach podstawowych, majacych na celu doktadne poznanie funkcji genow.
Ze wzgledu na petione funkcje w komorce, rowniez syntetyczne miRNA wykazuja ogromny
potencjal terapeutyczny. Prowadzone sg liczne badania (réwniez na etapie klinicznym)
w konteks$cie wykorzystania miRNA jako markera rozwoju nowotworow, w szczegolnosci krwi
(biataczka, chloniak). mRNA znalazto swoje praktyczne zastosowanie w projektowaniu
szczepionek przeciw COVID-19, co niezaprzeczalnie ujawnito ogromny wpltyw technologii
opartych na kodujacej czasteczce RNA w ograniczaniu rozprzestrzeniania si¢ chordob
zakaznych. Obiecujace wyniki, uzyskiwane s3 takze w nowatorskich terapiach
przeciwnowotworowych, co potwierdzaja liczne badania w fazie klinicznej i przedkliniczne;.
Wszystkie te zastosowania udowadniaja niezwykla role i potencjal RNA, jako podstawowego
elementu stojacego u podstaw rozwoju nowych, innowacyjnych podej$¢ terapeutycznych.
Niewatpliwie jednak kluczem do postgpu w tej dziedzinie jest doktadne poznanie cyklu zycia
komoérkowego RNA i warunkdéw zapewniajacych jego stabilnosé. Kluczowym elementem
wydaje si¢ by¢ aktywno$¢ enzymoéw degradujacych RNA, ktore w duzej mierze zapewniajg
kontrole jako$ci transkryptow.

3. Enzymatyczna degradacja RNA

Rozpad RNA kodujacych biatka, jak i krotszych niekodujgcych transkryptow jest
istotnym elementem post-transkrypcyjnej regulacji ekspresji genéw. Obecnie stan wiedzy na
temat $ciezek degradacji mRNA jest znacznie bogatszy niz ma to miejsce w przypadku ncRNA,
jednakze nadal nie jest to wiedza kompletna. Literatura wskazuje, ze u wielu organizméw
glownymi wykonawcami procesu degradacji RNA, zaréwno kodujacych, jak i niekodujacych,
sa te same biatka, czgsto wspomagane przez kofaktory, jednak czynniki warunkujace ich
specyficznoéé sg nieznane.'®® W komoérkach eukariotycznych system kontroli jako$ci mRNA
nie pozwala na dopuszczenie wadliwego transkryptu do procesu translacji. Uszkodzenie mMRNA
jest wykrywane przez skomplikowane biatkowe mechanizmy kontrolne, a nastgpnie transkrypt
kierowany jest na $ciezke degradacji. W przypadku prawidtowo zbudowanego mRNA ochrong
przed przedwczesng degradacja przez egzorybonukleazy zapewnia obecno$¢ kompleksu
bialkowego inicjujacego translacje — elF4F, ktory wiaze si¢ z koncem 5° mRNA, oraz biatka
PABP zwigzanego z ogonem poliA na koncu 3’ transkryptu. Zachodzaca
»pseudocyrkularyzacja” czgsteczki MRNA  dodatkowo utrudnia dostep enzymom
degradujacym, jednoczesnie inicjujac proces translacji. Odslonig¢cie kluczowych elementow
struktury mRNA naraza czasteczke¢ na atak enzymow degradujacych, przebiegajacy wedtug
dwoch podstawowych $ciezek: w kierunku 5’3 oraz 3’5 (Rysunek 10).
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Degradacja w komorkach eukariotycznych ma miejsce gltownie w cytoplazmie
i niezaleznie od $ciezki, rozpoczyna si¢ skroceniem ogona poliA wadliwego transkryptu.
Enzymy odpowiedzialne za deadenylacje tworza wielopodjednostkowe kompleksy biatkowe
CCR4 - CAF1-NOT (CNOT) oraz PAN2-PAN3, ktorych elementy S$cis$le ze soba
wspotpracuja.’®® CCR4 i CAFI stanowig Kkatalityczne podjednostki kompleksu CNOT
i wykazuja rézne aktywnosci: CAF1 przycina wolne fragmenty poliA a jego aktywno$¢ jest
blokowana przez biatko PABP zwigzane z ogonem poliA, podczas gdy CCR4 jest aktywowany
do deadenylacji tak chronionych transkryptow.*3! CCR4 wspomaga oddysocjowanie PABP od
poliadenylowanego transkryptu i umozliwia dalsza degradacj¢. Jednorazowo CNOT jest
w stanie usung¢ fragment zawierajacy 27 nukleotydéw, co odpowiada dlugosci ogona poliA
zwigzanej z jednym biatkiem PABP. Dhugie ogony poliA (tj. zawierajace co najmniej 110 A)
sa rozpoznawane i degradowane przez kompleks PAN2-PAN3. Podobnie jak w przypadku
CNOT, jednorazowo usuwane s3 fragmenty zawierajace okoto 27 nukleotydow, jednak do
samej inicjacji deadenylacji konieczne s3 przynajmniej dwie czgsteczki PABP zwigzane
z ogonem. Aktywno$¢ kompleksu PAN2-PAN3 spada wraz z dlugoécig ogona poliA.32
Przyjmuje si¢, ze PAN2-PAN3 odpowiada za wstgpne skracanie ogona podczas zainicjowanej
deadenylacji (Rysunek 11).1%
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Rysunek 11 Schematyczne przedstawienie aktywnosci kompleksu CNOT oraz PAN2-PAN3. Rysunek
zaczerpniety z pracy Yi et al.3

W kolejnym kroku degradacja na $ciezce 5°->3° wymaga usunigcia struktury kapu
z 5’-konca mRNA, a proces ten nazywamy dekapingiem (ang. decapping). Biatka LSM1-7/Patl
wiazg sie z koncem 3’ mRNA i rekrutuja kompleks dekapujacy.®*® Kanoniczna struktura kapu
m’G jest rozpoznawana i hydrolizowana przez enzym z rodziny Nudix — Dcp2. Podczas
degradacji kapu ciecie nastgpuje pomiedzy pozycja o i pozycja B w mostku
5,5 -trifosforanowym, uwalniajgc tym samym m’GDP oraz transkrypt zawierajacy
5’-monofosforan, podatny na degradacj¢ przez 5’-egzorybonukleazy. Skuteczne dziatanie Dcp2
jest uwarunkowane obecnoscia bialek pomocniczych, odpowiadajacych za zmiany
konformacyjne kompleksu, tj. Dcpl i Edcl (ang. enhancer of decapping), oraz biatka
wspomagajgcego proces hydrolizy wigzania fosforanowego w strukturze kapu — PNRC2
(ang. proline-rich nuclear receptor coregulatory protein) (Rysunek 12).23* Dekaping przy
udziale enzymu Dcp2 jest uznawany za najpowszechniej wystepujacy wariant w komorkach
eukariotycznych, jednak obecnie znanych i opisanych w literaturze jest okoto 20 enzymow
zdolnych do degradacji kanonicznego kapu m’G lub jego naturalnych analogéw. Szczegdtowa
charakterystyka najistotniejszych z nich zostanie przedstawiona w kolejnych podrozdziatach.
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Rysunek 12 Struktura krystalograficzna kompleksu biatkowego S.pombe Dcpl-Dcp2-PNRC2, Protein
Data Bank (PDB) ID: 5KQ4. Rysunek zaczerpniety z pracy Mugridge et al.*3*

5’-monofosforylowane RNA, powstale na skutek aktywnosci DEs, sa substratami dla
egzorybonukleaz. Xrn1 jest procesywna 5’-egzorybonukleaza o masie 175 kDa i charakteryzuje
sie wysoce konserwowang ewolucyjnie struktura, od drozdzy az po ssaki.'®>13 Aktywno$¢ tego
enzymu jest uwarunkowana obecnoscia jonow dwuwartosciowych i ukierunkowana na substrat
zawierajacy monofosforan na koncu 5° co najmniej 4-nukleotydowego jednoniciowego
fragmentu RNA (Rysunek 13). Produktem takiej degradacji sg 5’-monofosforany
nukleozydéw.'¥” Dziatanie Xrnl ogranicza sie do cytoplazmy, a dokladniej do ciatek-P, gdzie
kolokalizuje wraz z kompleksem dekapujacym Dcpl/2 oraz aktywatorami dekapingu LSM1-
7/Pat1.'® Wysoka specyficzno$é Xrnl wobec 5’-monofosforylowanych substratéw oraz
zdolnos¢ do procesywnej degradacji zapewniajg, ze enzym celuje jedynie w mRNA, ktore
zostato skierowane na droge degradacji oraz warunkujg kompletng hydrolize, bez uwalniania
tylko czeéciowo zdegradowanych transkryptow.®® W komérkach eukariotycznych wystepuje
paralog enzymu Xrn1, ktéry jest zlokalizowany w jadrze — X2 (u drozdzy znany jako Rat1).1%
Jest on odpowiedzialny za degradacj¢ nieprawidtowych prekursorow mRNA, jak rowniez
dojrzewanie TRNA, terminacje transkrypcji oraz kontrole jakosci kapowania mRNA.!3
W komorkach roslinnych role 5’-egzorybonukleazy przejat ortolog Xrn2, zwany Xrn4, ktory
zlokalizowany jest w cytoplazmie i funkcjonuje analogicznie do Xrn1.140
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Rysunek 13 Struktura krystalograficzna Drosophila melanogaster Xrnl w kompleksie z trinukleotydowym

ligandem, Protein Data Bank (PDB) ID: 2Y35 . Rysunek zaczerpniety z pracy Jinek et al.*3

W degradacj¢ prowadzona na Sciezce w kierunku 3’5’ zaangazowany jest egzosom. Jest
to kompleks enzymatyczny skladajacy si¢ z niekatalitycznego rdzenia utworzonego
z 6 podjednostek wykazujacych podobienstwo do RNazy PH (Mtr3, Rrp4l, Rrp42, Rrp43,
Rrp45 i Rrp46) oraz 3 podjednostek wykazujacych podobienstwo do bialek posiadajgcych
domeny wigzace SI/KH RNA (Rrp4, Rrp40 i Csl4) (Rysunek 14A).14! Za dziatanie katalityczne
odpowiadajg dwie dodatkowe nukleazy — Rrp6 (RNaza D) oraz Rrp44 (znana tez jako Dis3;
RNaza II). Wiazac si¢ z rdzeniem egzosomu umozliwiajg rozpoznanie a nastgpnie wigzanie
substratow. Schematyczny model procesu, w wyniku ktérego nastepuje degradacja RNA przez
egzosom przedstawia Rysunek 14B. Na poczatkowym etapie procesu czynnik specyficzno$ci
egzosomu (ang. exosome specificity factor, ESF) rozpoznaje miejsce wigzania zlokalizowane
na RNA, ktére moze zaleze¢ od struktury I i Il rzedowej RNA a takze od obecnych w sekwencji
modyfikacji. Nastepnie bezposrednio lub przy udziale biatek pomocniczych (ang. accessory
proteins, APs) rekrutowany jest kompleks aktywujacy egzosom, ktory zawiera helikaze RNA.
Rozwinigcie struktury RNA ulatwia egzosomowi dostep do konca 3’ transkryptu i umozliwia
tym samym degradacje w kierunku 3°->5° 142143 W komoérkach eukariotycznych egzosom petni
istotng rolg w kontroli jakosci mRNA. Cytoplazmatyczna degradacja mRNA zalezna od
egzosomu jest §cisle powigzana z procesem translacji i obejmuje usuwanie czasteczek,
w sekwencji ktorych zlokalizowane zostaly btedy w postaci przedwczesnego kodonu STOP
(ang. nonsense-mediated Decay, NMD) lub jego braku (ang. non-stop Decay, NSD).
W przypadku zatrzymania translacji, egzosom odpowiada réwniez za uwolnienie maszynerii
translacyjnej zwigzanej w trwaty kompleks z uszkodzonym mRNA (ang. no-go decay, NGD).
Degradacja z udziatlem egzosomu zachodzi rowniez w jadrze komoérkowym 1i jest Scisle zalezna
od transkrypcji. Badania wskazuja, ze podatno$¢ transkryptow na jadrowy wariant degradacji
jest warunkowany ko-transkrypcyjnie. Nie wiadomo jednak, jak szybko od rozpoznania btedu
w nowo formowanej nici, kompleks egzosomu jest w stanie rozpoczaé¢ degradacje i czy jej
przebieg ogranicza si¢ tylko do waskiego okna czasowego, na ktore przypada transkrypcja. 142143

40



A B @
ngf’

site

Substrate
recognition

AAAA
Substrate
activation

2,

5

deo Buli a)i-Hd  ded HW/LS

Rrpd1

Substrate
decay

Rrp45

deo Buli ayiI-Hd deo H)W/LS

Rysunek 14 Struktura ludzkiego 9-czfonowego rdzenia egzosomu. (4) Widok poszczegélnych podjednostek
kompleksu: od gory (lewy gorny rysunek), od dotu (lewy dolny rysunek) oraz dwie reprezentacje z boku
(prawy gérny i dolny rysunek). PDB ID: 2NN6. Rysunek zaczerpniety z pracy Wasmuth el al.'** Numer
licencji: 5800160464773. (B) Schematyczny model etapow prowadzqcych do degradacji substratu
egzosomu. Rysunek zaczerpniety z pracy Kilchert el al. **3

Produktem degradacji zaleznej od egzosomu sa krotkie, kapowane fragmenty RNA, za
ktorych usuwanie odpowiedzialny jest enzym DcpS (ang. Decapping Scavenger). Jest to dimer
nalezacy do rodziny Triad Histydynowych (ang. Histidine Triad, HIT), zdolny do specyficznej
hydrolizy m’G-kapowanych transkryptéw o dlugosci nie wigkszej niz 10 nukleotydow
(Rysunek 15).24 Produktem hydrolizy wigzania pirofosforanowego w pozycji zlokalizowanej
miedzy B i y fosforanem, jest m’GMP i fragment RNA zakoficzony 5’-difosforanem. > Wysoka
specyficzno$¢ enzymu zapewnia ochrong¢ przed nagromadzeniem si¢ w komorce krotkich
kapowanych fragmentéw mRNA, ktére moga by¢ toksyczne. 46
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Rysunek 15 Struktura krystalograficzna enzymu DcpS w kompleksie z ligandem — m’GpppGpU, PDB ID:
6TRQ. Rysunek zaczerpniety z pracy Fuchs el al.**"

3.1 Przeglad wybranych enzyméw dekapujacych

Hydroliza czapeczki 5 katalizowana jest przez wigzace RNA, hydrolityczne biatka zwane
enzymami dekapujacymi. Najlepiej scharakteryzowana rodzing tych biatek sa hydrolazy Nudix
(ang. NUcleoside Diphosphate linked to another moiety X), ktérych najbardziej znanym
i pierwszym opisanym czlonkiem jest Dcp2.141% Kazdy z tych enzyméw posiada
charakterystyczny motyw Nudix, ktory sklada si¢ z sekwencji 23 aminokwaséw
GXsEXs[UAIXREX:EEXGU, gdzie U reprezentuje alifatyczng, hydrofobowa reszte, a X jest
dowolnym aminokwasem. Sekwencja ta jest zawarta w strukturalnym motywie petla-helisa-
petla, a reszty kwasu glutaminowego obecne w sekwencji REX:EE sg kluczowe dla wigzania
dwuwarto$ciowych kationéw niezbednych do wydajnej hydrolizy.*® W ludzkim genomie
znaleziono 22 geny kodujace biatka z rodziny Nudix, ktore wykazujg aktywno$¢ dekapingu
oligonukleotydow, przynajmniej in vitro, ale ich specyficznos¢ substratowa nie zostata w peni
scharakteryzowana.'®2 Obecnie uwaza sig, ze hydrolazy Nudix sa w stanie przetwarza¢ tak rézne
substraty, jak kapowane MRNAS, trifosforany (deoksy)nukleotydow®®, kanoniczne
i niekanoniczne analogi kapu®®, polifosforany diadenozyny?%, czy prekursory fosfolipidow®®”.
Niektore wirusy eukariotyczne koduja wiasne enzymy dekapujace, takie jak enzymy D9 i D10
wirusa krowianki, ktore rowniez nalezg do rodziny Nudix. Hydrolazy Nudix zostaty rowniez
zidentyfikowane u bakterii: RppH wykazuje aktywnos¢ wobec RNA trifosforanowego
(Rysunek 16C), a NudC preferencyjnie hydrolizuje RNA z czapeczka NAD i dpCoA. %8159

Inna grupa enzymow o aktywnos$ci dekapujacej jest rodzina DXO, ktora wydaje si¢ by¢
zaangazowana w kontrole jakosci mRNA poprzez degradacje¢ niekompletnie zmetylowanych,
tj. nieprawidtowych, struktur czapeczki, w celu uwolnienia dinukleotydow, np. GpppG
z GpppG-RNA (Rysunek 16A).1%° Wykazano, ze enzymy te posiadaja wiele aktywnosci, w tym
dekaping w  ramach S$ciezki degradacji w  kierunku 5°—3’,  aktywno$¢
egzorybonukleolityczna®®! i tak zwana aktywno$é¢ deNADdingu. Niedawno wykazano, ze DXO
ssakéw (MDXO) i jego drozdzowy homolog Rail usuwaja niektore inne niekanoniczne
struktury kapu, takie jak FAD i dpCoA.2 W kazdym z wymienionych przypadkéw powstalym
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produktem jest 5’-monofosforan RNA, ktory jest narazony na dalszg degradacj¢ przez
egzonukleazy.
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Rysunek 16 Rozne miejsca rozszczepienia mRNA przez enzymy dekapujgce w zaleznosci od natury
substratu: (4) mRNA o petnej dlugosci zawierajgcy kanoniczng strukture czapeczki lub niekanoniczng /
nieprawidtowq (B) krotki (<10 nt) fragment mRNA; (C) mRNA bez czapeczki.

3.1.1  Dcp2

Proces dekapingu, w ktory zaangazowany jest Dcp2 to krytyczny element wielu
komérkowych szlakéw rozpadu RNA. Dotyczy to nie tylko degradacji 5’3’ mMRNA®3184 ale
roéwniez usuwania transkryptébw na drodze NMD?5-'%7  degradacji promowanej przez
mMiRNA ysuwania mRNA zawierajacych tzw. nieoptymalne kodony*®®, degradacji mRNA
indukowanej przez sekwencje bogate w AU oraz wyzwalanej przez 3’-poliurydylacjel™ czy
tez degradacji IncRNAY2,

Enzym ten hydrolizuje mostek 5°,5’-trifosforanowy w strukturze czapeczki (Rysunek
16A), uwalniajgc m’GDP i 5'-monofosforylowany RNA, ktory jest nastepnie trawiony przez
5'-egzorybonukleazy, takie jak Xrnl.!® Co ciekawe, enzym Dcp2 nie jest wrazliwy na
konkurencje ze strony wolnych struktur kapu, bedacych produktem degradacji RNA od konica
3’, co sugeruje, ze substratem dla Dcp2 nie jest sama czgsteczka kapu, a do wydajnej hydrolizy
konieczna jest dtuzsza sekwencja RNA.*® W roku 2017 ukazala si¢ praca naukowa autorstwa
Mauer et al.*™#, w ktorej badacze zasugerowali, ze modyfikacja m®An (gdzie A to FTN) promuje
stabilno$¢ transkryptow poprzez zwigkszenie odporno$ci na aktywno$¢ enzymu Dcp2.
W pbdzniejsze badanial’, sugeruja jednak, Ze status metylacji pozycji N® nie wplywa znaczaco
na selektywnos¢ tego enzymu, przynajmniej in vitro. Jest to jeden z licznych przyktadow
rozbieznosci, jakie pojawiaja si¢ podczas przeprowadzanej charakterystyki specyficznosci
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substratowej DE, a ktoére nie wynikaja z bledow eksperymentalnych, a z niedostosowania
narzedzi i technik badawczych do skomplikowanych ukladéw biologicznych, do jakich
niewatpliwie naleza biatka degradujace RNA. Enzym Dcp2 sktada si¢ z rdzenia katalitycznego
oraz N- i C-koncowych domen regulatorowych (Rysunek 17A). Rdzen katalityczny zawiera
domene¢ hydrolazy Nudix oraz Box A, polaczone krotkim ale elastycznym fragmentem
umozliwiajacym przyjmowanie otwartej konformacji, oraz dodatnio natadowany fragment,
zdolny do wigzania RNA (tzw. Box B). Reszty kwasu glutaminowego obecne w domenie Nudix
koordynuja dwuwartosciowe jony (Mg /Mn?*), ktére sg konieczne do katalizy.'™® N- i C-
koncowe domeny regulatorowe charakteryzuja nieuporzadkowane wewnetrzne regiony, ktore
mogg rozni¢ si¢ dlugoécig i sktadem sekwencji pomiedzy r6éznymi gatunkami.'’’ Dcp2
w kompleksach z licznymi partnerami wigzacymi, ktore dziataja jako wzmacniacze dekapingu
(np. Dcpl, PNRC2, Edc3 itp.), jest uwazany za glowny komoérkowy enzym dekapujacy
u eukariontéw, zaangazowany w masowa degradacje mRNA. Gtowny aktywator Dcp2 — Dcpl
charakteryzuje si¢ obecnoscig domeny EVHI oraz mocno zréznicowanymi pod wzgledem
dlugosci regionami wewngtrznie nieuporzadkowanymi. Dcpl u wielokomoérkowych
organizmow posiada zlokalizowang na C-koncu domen¢ zdolng do tworzenia trymerdéw
(Rysunek 17B).

A N-term Regulatory  Catalytic Core C-term Regulatory
Domain Domain
r 1 T
Box A
S. cerevisiae Dcp2 - . —— - — -
S. pombe Dcp2 - - - — - — —
C. elegans DCAP-2 q
D. melanogaster Dcp2 q
H. sapiens Dcp2 - [— Dcp2
M DR Box B

IM Edc3 Binding
HLM M Edc4 Binding

GI'X,E REUXEEXGU

B

S. cerevisiae Dcpi - == : _D-::;:1- TTTTTTTTTTTTT
' '

S. pombe Dcp1 v M DR W Trimerization !
1 EVH1 domain .

C. elegans DCAP-1 - ——— R : M :

D. melanogaster Depl 1 e T TTTTTTTTOT

H. sapiens Dcp1 ' - -

Rysunek 17 Organizacja domen kompleksu dekapujgcego Dcpl/Dep?2 u réznych organizméw (4) Dep2 (B)
Dcpl. Skroty: IDR: region nieuporzgdkowany wewnetrznie, ang. Intrinsically Disordered Region; IM:
motyw inhibicyjny, ang. Inhibitory Motif; HLM, helikalny motyw bogaty w leucyne, ang. Helical Leucine-
rich Motif; EVH1, ang. Enabled/Vasodilator-stimulated Phosphoprotein Homology 1. Rysunek
zaczerpniety z pracy Vidya el al.t"

3.1.2 hNUDT16

Przedstawicielem rodziny Nudix jest rowniez enzym ludzki hNUDT16, w przypadku
ktorego udowodniono dos¢ szeroki zakres preferencji substratowych. Podobnie jak Dcp2, jest
metaloenzymem i wymaga obecnosci kationdéw dwuwarto$§ciowych do wydajnej hydrolizy
(Rysunek 18). Badania wskazuja, ze w zaleznosci od rodzaju skoordynowanych kationow, jego
powinowactwo do substratow znacznie si¢ zmienia.}’8 hNUDT16 powszechnie uznawany jest
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za jadrowg difosfataze nukleozydowa, zlokalizowang gtéwnie w jaderku i nukleoplazmie, ktora
jest zdolna do dekapingu RNA zakonczonego hipermetylowanym analogiem kapu
wystepujacym w snoRNA — m3>?7G.® Dalsze badania nad tym enzymem wykazaly, ze
w obecnosci kationow Mg?* oraz Mn?* hNUDT16 hydrolizuje mRNA skierowane na $ciezke
degradacji 5’3’ i zawierajace kanoniczny kap m’G. W przypadku obu substratéw podczas
hydrolizy uwalniane sa difosforany metylowanych nukleozydéw oraz 5’-monofosforylowane
fragmenty RNA, bedace substratami dla Xrn1 (Rysunek 16A).18° Badania in vitro wykazaty, ze
hNUDT16 jest tez w stanie procesowaé niemetylowane dinukleotydowe analogi kapu.'® Rola
hNUDT16 zlokalizowanego w cytoplazmie pokrywa si¢ czeSciowo z funkcja Dcp2. O ile
usuwanie transkryptow na drodze NMD jest preferencyjnie przeprowadzane przez Dcp2, to
degradacje promowane przez miRNA oraz indukowane przez sekwencje bogate w AU, moga
by¢ zamiennie realizowane przez obie hydrolazy.!®!

Rysunek 18 Struktura enzymu hNUDTIG6 z ligandem IMP w obecnosci jonéw Mg**, PDB 1D:2XSQ.
Rysunek zaczerpniety z pracy Trésaugues el al .8

3.1.3 VACV D9/VACV D10

Wirus krowianki (ang. Vaccinia Virus, VACV), nalezacy do rodziny pokswirusow,
posiada wlasng maszyneri¢ odpowiadajaca za dekaping mRNA gospodarza i promowanie
translacji wlasnych transkryptow. Koduje on dwa enzymy dekapujace z rodziny Nudix: D9
i D10, ktore biora udziat w degradacji mRNA na $ciezce 5°->3°, doprowadzajac do
zablokowania syntezy biatek komorkowych przy jednoczesnym podtrzymaniu syntezy biatek
wirusa.'®? Dodatkowo zaobserwowano, ze oba enzymy wykazuja zdolnoéé do usuwania
czapeczek z dwuniciowych wirusowych RNA. Zjawisko to moze wydawac si¢ niekorzystne
z perspektywy VACV, jednak jest czgscia mechanizmu obronnego wirusow. Na skutek
replikacji wirusa generowana jest duza ilo$¢ kapowanych dsRNA. Usuwanie czgsci z tych
transkryptow zapobiega ich nadmiernej akumulacji w komorce i tym samym sprawia, ze staja
sie niewidoczne dla maszynerii zwigzanej z wrodzong odpowiedzig immunologiczng.183184
Ekspresja genéw kodujacych VACV D9 rozpoczyna si¢ juz na wczesnych etapach infekcji,
podczas gdy synteza VACV D10 jest inicjowana dopiero po zakonczeniu replikacji wirusowego
DNA w komorkach gospodarza. Sugeruje to, ze kazdy z enzymdéw, pomimo duzego
podobienstwa w budowie, moze pehi¢ swoje funkcje na roéznych etapach cyklu VACV.
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Dodatkowym argumentem jest fakt, ze jedynie homologi D10 sa kodowane u wszystkich
przedstawicieli pokswiruséw, podczas gdy homologi D9 sa obecne u wickszos$ci pokswiruséw
infekujacych kregowce.’® Enzym VACV D9 do wydajnej hydrolizy kapowanego RNA
wymaga nieco dtuzszych substratow (powyzej 30 nukleotydow w sekwencji RNA) niz VACV
D10.1% Testy in vitro wykazaly, Ze enzymy te nie sg aktywne wobec RNA kapowanych
niemetylowanymi analogami czapeczki (Gppp), natomiast niekapowane RNA inhibujg ich
aktywno$¢. Nieco stabszymi inhibitorami VACV D9 okazaty sie: dinukleotyd m’GpppG oraz
mononukleotydy — m’GTP i m’GMP (Rysunek 19).17

Nudix
helix

Rysunek 19 Struktura enzymu VACV D9 w kompleksie z m’GDP, PDB ID:7SEZ. Rysunek zaczerpniety
z pracy Peters el al.188

3.1.4  EcRppH

U Escherichia Coli degradacja mRNA zalezna od konca 5’ opiera si¢ gtoéwnie na
aktywnosci pirofosfohydrolazy RNA (RppH) — enzymu nalezgcego do rodziny Nudix (Rysunek
20A). Wyzwala on szlak degradacji poprzez usunigcie pirofosforanu (PPi) z trifosforylowanego
5’-konca RNA, wystawiajac tym samym 5’-monofosforylowany RNA na atak endorybonukleaz
(Rysunek 20B).*® Pomimo faktu, ze miejsce ciecia tych enzymoéw (glownie RNAzy E i G) jest
zlokalizowane wewnatrz transkryptu, 5’-monofosforanowy substrat, poprzez wigzanie si¢
w dyskretnej kieszeni na powierzchni RNazy E/G (tzw. regulacja allosteryczna), przyspiesza
wewnetrzng hydrolize RNA przez katalityczne miejsce aktywne tego samego enzymu.!®
Badania wskazuja, ze aktywno$¢ EcRppH stymulowana jest przez DapF, epimeraze
zaangazowang w biosynteze aminokwasow i $cian komorkowych.?®! Do wydajnej hydrolizy
konieczna jest obecnos¢ jondw dwuwarto§ciowych, podobnie jak ma to miejsce u pozostatych
przedstawicieli rodziny Nudix. Wykazano, ze obecno$¢ kationow Mg?* promuje nukleofilowy
atak wody na fosforan w pozycji B.1%? Preferencje substratowe EcRppH nie sa jednoznaczne,
a autorzy prac naukowych wskazuja na wiele czynnikow, ktore determinuja zdolno$¢ enzymu
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do rozpoznawania substratow. Wedtug badan przeprowadzonych przez Foley et al., ECRppH
wymaga co najmniej dwoch niesparowanych nukleotydow na koncu 5’ RNA, przy czym
wykazuje wyzsze powinowactwo gdy ich liczba wzrasta do 3 i wiecej. Foley zaznacza, ze
umiarkowany wplyw ma rowniez rodzaj nukleotydu w pierwszej (preferencyjnie A) oraz
drugiej (A lub G) pozycji w sekwencji.*®® Badania nad ECRppH w kompleksie z DapF wskazuja,
ze w tej formie enzym znacznie zwicksza swojg reaktywno$¢ w miar¢ wydtuzania tancucha
nukleotydowego substratu.’®® Co ciekawe, udowodniono tez aktywno$é¢ ECRppH wobec
difosforylowanych RNA. Autorzy pracy pod kierownictwem profesora Belasco sugeruja, ze to
wlasnie 5°-pp-RNA s3 gtownymi substratami dla RppH, natomiast za poczatkowa hydrolize
trifosforylowanych transkryptow odpowiada inne, niezidentyfikowane jeszcze biatko.1%
Niezaleznie od zacytowanych tu pozycji, nadal bardzo silnie uwidacznia si¢ problem braku
badan, w ktorej w jednoznaczny sposob autorzy przedstawiliby dane poréwnawcze dla zbioru
RNA o roznych dtugosciach i posiadajacych rozne konce 5°. Wigkszo$¢ badan jest prowadzona
in vitro w warunkach, ktore nie odzwierciedlajg naturalnych, a ich zr6znicowanie znacznie
utrudnia poréwnanie wynikéw prowadzonych w obrgbie réznych grup badawczych. Wreszcie,
brak odpowiednich narzedzi badawczych i stosownych probek kontrolnych, powoduje, ze
generowane sg sprzeczne wyniki.

B

A>G
G=2A>C=2U
A=G=Cz2U

pppNNN...
EcRppH \ PP

pNNN...

RNase E/G
PNPase / RNase |l

ppN / pN

Rysunek 20 E.Coli RppH (A) Struktura kompleksu EcRppH z ppcpAGU (B) Preferencje substratowe
EcRppH podczas degradacji zaleznej od konica 5’ mRNA. Rysunek przygotowany na podstawie pracy
Vasilyev el al.1%?

W badaniach biologicznych powszechnie stosowany jest rekombinowany enzym
5’-polifosfataza RNA (5’-poliPH). Wykazuje on silne powinowactwo do 5’-ppp-RNA
i sekwencyjnie usuwa fosforany vy i B z sekwencji transkryptu. 5°-poliPH nie jest aktywna wobec
5’-monofosforylowanych RNA ani RNA zakonczonych kanonicznym kapem m’G. Wysoka
wydajnoéé enzymu jest uwarunkowana obecnoscig kationow Mg?*.

315 NudC

Powszechne przekonanie, ze organizmy prokariotyczne posiadaja RNA zakofczone
wytacznie 5’-trifosforanem, zostalo podwazone w momencie odkrycia koniungatow NAD-
RNA u E. coli i S. venezuelae.'®>'% Poczatkowo rola tych transkryptéw byta sprowadzana
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jedynie do udzialu w reakcjach redoks, podczas ktérych NAD-RNA mialo odpowiednio
lokalizowaé i pozycjonowaé NAD do reakcji z réznymi substratami.’®® Z czasem, doniesienia
o obecnosci tak kapowanych RNA u bakterii Gram-dodatnich'® oraz w komorkach
eukariotycznych (Arabidopsis thaliana i Saccharomyces cerevisiae)!®®!% zainicjowaly
dyskusje na temat mozliwych funkcji niekanonicznych kapoéw. Badania te pozwolity na
powiazanie aktywnosci NudC — enzymu z rodziny Nudix, z procesem degradacji puli RNA
zawierajacych NADowe czapeczki (Rysunek 21), definiujac go jako bakteryjny enzym
dekapujacy. Udowodniono, ze u prokariontéw NudC selektywnie rozpoznaje i hydrolizuje
wigzanie pirofosforanowe w strukturze kapu NAD, zlokalizowanego na koncu 5° SIRNA,
w wyniku czego uwalniany jest mononukleotyd nikotynamidowy (NMN) oraz 5’-pA-RNA.
Monofosforylowany transkrypt jest poddawany dalszej degradacji przez RNAz¢ E. Badania
wykazaty, ze NudC nie jest w stanie hydrolizowa¢ 5’-ppp-RNA i tym samym nie stanowi
konkurencji dla bakteryjnego enzymu RppH. Biochemiczna analiza mutacji pozwolita na
jednoznaczne okre$lenie motywu Nudix jako centrum katalitycznego NudC, ktore musi
funkcjonowaé w postaci homodimerycznej, poniewaz kieszen katalityczna sktada sie
z aminokwaséw pochodzacych z obu monomeréw (Rysunek 21A).2%° NudC jest specyficzny
wobec jednoniciowych RNA i preferuje obecno$é¢ jednej z puryn (A/G) W pozycji
5’-koncowego nukleotydu. W badaniach in vitro wykazano, ze enzym, jako swoj substrat, silnie
preferuje NAD-RNA nad dinukleotydem NAD(H). Praca tej samej grupy badawczej wskazuje,
ze NudC wiaze si¢ ze zroznicowanym zestawem komodrkowych RNA w niespecyficzny
sposdb.?%? Praca opublikowana kilka lat pézniej przez Zhou et al. uzupehita zestaw substratow
dla EcNudC o RNA kapowane dpCoA, przy czym autorzy zaznaczyli, ze preferencyjne enzym
ten hydrolizuje tez inne dinukleotydowe analogi kapu, zawierajace w strukturze ugrupowanie
AMP 158

Zinc binding motif

Rysunek 21 Struktura krystaliczna E.Coli NudC w kompleksie z ligandem NAD (4) Ogdlna struktura
dimeru NudC — dwa monomery NudC (Mol A i Mol B) sq zabarwione na kolor niebieski i zielony. Zwigzane
czgsteczki NAD sq przedstawione jako sfery (B) Szczegotowa struktura monomeru kompleksu NudC-NAD.
N-terminalna domena, motyw wigzqcy cynk i C-terminalna domena sq zabarwione odpowiednio na kolory:
niebieski, rozowy i turkusowy, PDB ID: 5IW4. Rysunek zaczerpniety z pracy Hofer el al.?®
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3.1.6 mDXO/Rail

Zintensyfikowane badania dotyczace kontroli ekspresji genéw w organizmach
eukariotycznych, doprowadzity do przelomowych wnioskow w kontek$cie mechanizmu
i skutecznosci kapowania mRNA. Dotychczas zakladano, Ze proces ograniczania pierwotnych
transkryptow na koncu 5’ jest niemal bezbledny i zawsze sprowadza si¢ do enzymatycznej
syntezy kanonicznego kapu m’G, ktéry chroni pre-mRNA przed przedwczesng degradacja. Nie
brano pod uwag¢ mozliwych btedéw podczas tworzenia struktur czapeczki, badz tez kapowania
niekanonicznymi analogami kapu. W komérkach drozdzy zidentyfikowano dwa enzymy majace
kluczowe znaczenie dla degradacji niekompletnie zmetylowanych struktur czapeczki: jadrowy
Rail oraz cytoplazmatyczny Dxol/Ydr370C. Udowodniono, ze oba te enzymy maja szeroki
zakres aktywnosci. Rail jest w stanie rozpoznawac¢ niemetylowane struktury kapu, w wyniku
czego uwalniane sa dinukleotydy i1 5’-monofosforylowane RNA, oraz ma aktywno$é
pirofosfohydrolazy wobec 5’-ppp-RNA. Aktywujac 5’3" egzorybonukleaze Ratl,
w kompleksie Rail-Ratl/Xrn2 bierze udzial w degradacji egzorybonukleolitycznej.?
Dxo1/Ydr370C, oprocz aktywnosci katalitycznych wiasciwych dla Rail, za wyjatkiem
powinowactwa do 5’-ppp-RNA, wykazuje tez zdolno$¢ do dekapingu transkryptow
zawierajacych metylowany kap.6%202 W komérkach ssaczych odnotowano obecno$é enzymu
Dom3Z, znanego obecnie jako DXO, ktory stanowi swoista hybryde Rail i Dxol/Ydr370C.
Enzym ten funkcjonuje glownie w jadrze komorkowym i posiada bardzo szerokie spektrum
dziatania. Poczatkowo udowodniono, ze rozpoznaje on i usuwa niemetylowane konce 5’ pre-
mRNA, umozliwiajac dalsza degradacj¢ transkryptow przez Xrnl, badz tez doprowadzajac
degradacje do konca, dzigki wykazanej aktywnosci egzorybonukleolitycznej. DXO zdaje sig¢
by¢ enzymem szczegdlnie wrazliwym na obecno$é¢ szeroko pojetych nieprawidiowych kapow.
Przy odpowiednich warunkach degraduje 5’-trifosforanowe RNA, bierze udzial w usuwaniu
hipermetylowanych struktur kapu obecnych w snoRNA, a takze jest gtownym biatkiem
kontrolnym i wykonawczym dla RNA skierowanych na §ciezke degradacji poprzez oflagowanie
ich NAD-kapem (Rysunek 22).2032% Ta ostatnia aktywno$¢ DXO, ze wzgledu na jej ogromne
znaczenie dla mechanizmu kontroli ekspresji genow, doczekala si¢ swojej wlasnej nazwy i jest
nig ,,deNADding”.?®> Dodatkowo, jedne z najnowszych badan wskazuja na wysoka podatno$é
transkryptow zakonczonych kapem FAD i dpCoA na degradacje przez DXO oraz jego homolog
Rail.162

Proces eksportu prekursorow mRNA z jadra do cytoplazmy stanowi, oprocz jadrowego
DXO, dodatkowy punkt kontrolny dla jako$ci czapeczek na koncach 5’ transkryptow. Taki
podwojny mechanizm weryfikacyjny zapobiega przedostawaniu si¢ do cytoplazmy
nieprawidlowo kapowanych mRNA i tym samym blokuje biosyntez¢ biatka. Zr6znicowana
lokalizacja komérkowa enzymow z rodziny DXO u drozdzy podyktowana jest brakiem dobrze
rozwini¢tych mechanizméw kontrolnych jako$ci kapowania RNA u tych organizméw. Oprécz
aktywnego w jadrze Rail, braki te kompensowane sa przez obecno$¢ cytoplazmatycznego
odpowiednika, ktéry peti nadzér poza jadrem. 6

49



Rysunek 22 Struktura krystaliczna mysiego DXO w kompleksie z 3-NADP* oraz jednym jonem Ca?*, PDB
ID: 5ULL. Rysunek przygotowany na podstawie pracy Jiao el al.?%®

3.2 Znaczenie i perspektywy badan nad enzymami dekapujgcymi

Wiele enzymow dekapujacych jest waznymi regulatorami ekspresji genow, a deregulacja
ich aktywnoéci zostata powigzana z licznymi chorobami ludzkimi, w tym z rdzeniowym
zanikiem migéni (SMA)?%, uposledzeniem umystowym?":2%8 chorobg Lafory?®®, rakiem jelita
grubego??, czerniakiem?!!, czy biataczka limfoblastyczng??. Pomimo waznych funkcji
biologicznych enzymoéw dekapujacych, ktore sprawiaja, ze niektore z nich sa obiecujacymi
celami terapeutycznymi, wcigz istnieje wiele pytan bez odpowiedzi na temat tej zréznicowane;j
grupy biatek. Ostatnie doniesienia na temat potencjalnych biologicznych rdl nickanonicznych
struktur kapu, jak rowniez roznorodnoséci kanonicznych wariantow, stwarzaja potrzebe
bezposredniego porownania aktywnosci roznych enzymow dekapujacych w stosunku do RNA
zawierajacych rézne kapy. Taka analiza back-to-back przyniostaby ogromne korzysci
w dziedzinie biologii RNA, ale obecnie dost¢pne narzedzia nie sa odpowiednie do takich badan
na duza skalg. Wiekszo$¢ opisanych do tej pory w literaturze testow dekapowania opiera si¢ na
bardzo pracochlonnych 1 czasochtonnych metodach, takich jak elektroforeza zelowa
i chromatografia cienkowarstwowa, zwykle w potaczeniu ze znakowaniem radioizotopowym.
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4. Strategie syntezy oligonukleotydow

Opracowywanie nowych technologii opartych na syntetycznym RNA wigze sie
z konieczno$cig zastosowania metod syntezy oligonukleotydow, ktore gwarantuja wysoka
jakos¢ uzyskanego produktu i pozwola na wyprowadzanie modyfikacji w S$cisle ustalone
pozycje. Ze wzgledu na ztozono$¢ struktury RNA, juz ten etap badan moze stwarza¢ duze
trudnosci, szczegdlnie jesli docelowa czasteczka ma niestandardowg sekwencje. Wspodtczesne
strategie syntezy kwasow nukleinowych na niewielka skale (ug — mg) obejmuja glownie synteze
chemiczng oraz enzymatyczng. Pierwsze z wymienionych podej$¢ wykorzystuje najczesciej
reakcj¢ przeprowadzang na podlozu staltym i jest oparte na konsekwentnym dotaczaniu
kolejnych podjednostek nukleotydowych do nukleotydu osadzonego na ztozu. Pozwala to
zachowaé bardzo duza kontrole nad sekwencja oligonukleotydows, zapewniajac tym sam
wysoka jakos¢ produktu koncowego. Podstawa do przeprowadzenie syntezy enzymatycznej jest
z kolei aktywno$¢ polimeraz i ligaz RNA. Wydtuzanie nici RNA w reakcji in vitro transkrypcji
jest procesem najbardziej zblizonym do zachodzacej naturalnie w komoérce produkeji RNA.
Niezaprzeczalng zaleta jest szeroki zakres dhlugosci uzyskiwanych sekwencji RNA,
umozliwiajacy synteze nawet w pelni funkcjonalnego mRNA. Kazda z metod ma swoje
ograniczenia, a wybor odpowiedniej jest zalezny od stopnia ztozono$ci struktury oraz funkcji,
jakie ma peli¢ czasteczka. Oba wymienione podejscia wykorzystano podczas badan
prowadzonych w ramach niniejszej pracy i z tego powodu zostaty przyblizone nieco bardziej
w kolejnych podrozdziatach.

4.1 Otrzymywanie oligonukleotydow metodg syntezy na poditozu stalym

Synteza chemiczna oligonukleotydow DNA zostata opracowana w latach 80-tych na
Uniwersytecie w Kolorado i nadal jest jedna najczeSciej stosowanych metod otrzymywania
tancuchéw nukleotydowych o $cisle ustalonej sekwencji.?’® Opiera si¢ ona na chemii
amidofosforynéw — ulepszonej i zaadoptowanej do oligo(deoksy)rybonukleotydow metodzie
sprzegania, opracowanej przez Letsingera i wspdtpracownikéw?4, polegajacej na zastosowaniu
stabilnych, odpornych na hydrolize i utlenianie powietrzem, cho¢ nadal reaktywnych zwigzkow
posrednich.?*® Duzy sukces w zastosowaniu chemii amidofosforynéw do syntezy fragmentow
DNA, zachgecit badaczy do zastosowania powyzszej metody w celu uzyskania zblizonych pod
wzgledem wiasciwosci i budowy krotkich fragmentéw RNA. W praktyce, pierwsze podejscia
byty zupehie nieskuteczne, jak si¢ pozniej okazato, ze wzgledu na obecnos$¢ reaktywnej grupy
-OH w pozycji 2’ rybozy. Prostym i skutecznym rozwigzaniem problemu okazato si¢
zastosowanie grup ochronnych, umieszczonych zar6wno na reaktywnej grupie 2’-OH jak
i grupach aminowych obecnych w strukturach zasad azotowych.?'®> Obecnie, rutynowo i z duza
wydajnoscig otrzymywane sg zarowno oligonukleotydy DNA, jak i RNA a konieczne do
syntezy monomery s3g powszechnie dostepne handlowo. Najczgsciej stosowana jest synteza na
podlozu statym, opracowana juz w latach 60-tych przez Bruce’a Merrifielda, za ktorg w roku
1984 otrzymat on Nagrode¢ Nobla w dziedzinie chemii. Podejscie to byto szeroko stosowane
w syntezie peptydow, oligosacharydéow i w koncu oligonukleotydow. Podczas syntezy
fragmentow kwasdéw nukleinowych na podtozu statym, wykorzystywane sg rybonukleozydy
zwiazane kowalencyjnie ze stalym, nierozpuszczalnym podlozem w formie polistyrenu lub
matych, porowatych fragmentow szkta. Do takiego monomeru, w powtarzajacym si¢ cyklicznie
kilkuetapowym procesie (Rysunek 23), dodawane sa kolejne podjednostki tancucha, ktore
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finalnie, po odcigciu od ztoza, zapewniajg uzyskanie zaplanowanej z gory sekwencji.?'® Rozwdj
technologii a takze optymalizacja chemii amidofosforyndow, pozwolily na zautomatyzowanie
tego pracochtonnego procesu. Zastosowanie automatycznych syntetyzer6w w syntezie
oligonukleotydéw do minimum sprowadza ryzyko nieprawidtowo wbudowanych monomerow,
a takze ze wzgledu na zamknigty obieg (rozwigzanie zapewniane przez producentéw niektorych
syntetyzeréw, np. AKTA OligoPilot™) i ograniczenie dostepu do powietrza atmosferycznego,
znacznie zwigksza koncowa wydajnos¢, przy minimum zuzytych odczynnikow, co ma
szczegblne znaczenie dla wieloetapowych reakcji.
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Rysunek 23 Schemat cyklu syntezy oligonukleotydow na podtozu stalym metodg amidofosforynowq. Zasady
azotowe zostaly przedstawione schematycznie i oznaczone kolorem niebieskim i rozowym; zloze (faza
stata) zostato reprezentacyjnie przedstawione jako wypetniony kolorem zielonym okrqg;, DMTr to grupa
dimetoksytrytylowa, zabezpieczajgca pozycje 5°-OH; PG reprezentuje grupe zabezpieczajqcq ryboze
w pozycji 2’-OH.

4.1.1  Etapy syntezy oligonukleotydéw na podtozu stalym

Dostepny handlowo substrat (1), osadzony na staltym podlozu, ma wyjsciowo
zabezpieczone pozycje 2’-OH oraz 5°-OH ortogonalnymi wzgledem siebie grupami
zabezpieczajacymi. Pierwsza z wymienionych pozycji pozostaje nienaruszona w catym cyklu
syntezy, az do momentu koncowego odbezpieczania. Najczgsciej] w celu jej zamaskowania
stosuje sic TBDMS (ang. tert-butyldimethylsilyl), TOM (ang. triisopropylsilyloxymethyl) lub
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PivOM (ang. Pivaloyloxymethyl) (Rysunek 24A). Grupa 5°-OH jest powszechnie blokowana
przez pochodne trifenylometylowe (trytylowe): MMTr (ang. Monomethoxytrityl) lub DMTr
(ang. Dimethoxytrityl) (Rysunek 24B), co zapobiega polimeryzacji podczas funkcjonalizacji
podioza. W pierwszym etapie cyklu (Detrytylacji) zabezpieczenie to jest usuwane w warunkach
kwasowych (2), w wyniku czego pozycja 5’-OH jest eksponowana i gotowa do pierwszego
sprzggania z kolejng w sekwencji podjednostka.

A C

/\ JH< O N N
PivOM O O \ ©/\

P Si/

(
OMe

TBDMS MMTr DMTr BTT

Rysunek 24 Grupy zabezpieczajqce (A) pozycje 2’-OH amidofosforynu (B) pozycje 5’-OH amidofosforynu,
powszechnie wykorzystywane w syntezie oligonukleotydow. (C) Struktura chemiczna aktywatora BTT.

Przed przystapieniem do sprze¢gania konieczne jest przeprowadzenie aktywacji grupy
amidofosforynowej (3), do czego czesto stosowany jest BTT (ang. 5-(Benzylthio)-1H-
Tetrazole) (Rysunek 24C) lub inne pochodne tetrazolu. Badania majace na celu poréwnanie
skutecznosci roznych aktywatorow wykazaty, ze to wiasnie BTT przyczynial si¢ do uzyskania
produktéw o najwyzszej czystosci, przy stosunkowo wysokiej wydajnosci.?” W wyniku reakcji
powstaje produkt przejsciowy, ktéry posiada bardzo dobra grupe opuszczajaca, uwalniang
podczas nukleofilowego ataku grupy 5°-OH podjednostki oznaczonej numerem (2). Prawidtowo
przeprowadzona reakcja sprzegania prowadzi do wytworzenia wigzania fosfotriestrowego
i utworzenia heterodimeru (4).

Synteza na podlozu stalym umozliwia wykorzystywanie nadmiaréw substratow
i odezynnikéw, koniecznych do przeprowadzania kolejnych przylaczen, i tatwe usuwanie ich
pozostatosci. Jest to jeden z elementow strategii przyczyniajacej si¢ do uzyskania prawie 100%
wydajnosci w pojedynczym etapie sprzegania. Warto zwrdci¢ uwage, ze nawet strata 1%
wydajnosci na kazdym etapie, w przypadku oligonukleotydow o dlugosci kilkudziesigciu
podjednostek, w rezultacie skutkuje niewielka iloscia koncowego zwiazku (otrzymanie 110-
nukleotydowego RNA z wydajnoscia na poziomie 5,5% jest wyjatkowo dobrym rezultatem?*").
Kontrolowane wydhuzanie tancucha odbywa si¢ migdzy innymi poprzez blokowanie pozycji
5’-OH nieprzereagowanych substratow (5) tak, aby niemozliwa byta dalsza elongacja z ich
udzialem. Zapobiega to otrzymaniu w mieszaninie koncowej produktéw o nieprawidiowych
sekwencjach, ktére bylyby praktycznie niemozliwe do oddzielenia od pozadanego
oligonukleotydu. Handlowo dostgpnym odczynnikiem, ktory jest powszechnie stosowany do
estryfikacji i tym samym blokowania grupy 5’-OH jest mieszanina bezwodnika octowego,
lutydyny i DMAP (4-(dimetyloamino)pirydyny).
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Utlenianie fosfotriestru, ktéory powstaje na etapie sprzggania, do stabilnej formy
fosforanu(V) (6), jest ostatnim elementem pojedynczego cyklu syntezy. Zazwyczaj osiaga si¢
to poprzez zastosowanie roztworu jodu w mieszaninie pirydyny z woda.

W celu dalszego dobudowywania monomeréw do rosngcego tancucha, tuz po etapie
utleniania nalezy ponownie przystapi¢ do detrytylacji (8) i powtorzyé opisany cykl.
Zakonczenie przylaczania kolejnych podjednostek i izolacja produktu (7) wymagaja
odbezpieczenia pozycji 5’-OH i nastepnie odcigcia od ztoza w warunkach zasadowych.
Jednocze$nie na tym etapie usuwane sa zabezpieczenia zasad azotowych oraz grupy
cyjanoetylowe. Grupy sillilowe (TBDMS) z pozycji 2°-OH s usuwane za pomocg komercyjnie
dostepnego odczynnika EtsN-3HF lub TBAF.

4.2 Transkrypcja in vitro

Opisana w poprzednim rozdziale synteza na podtozu stalym ogranicza si¢ do
otrzymywania do$¢ krotkich fragmentow kwaséw nukleinowych. W wydajny sposéb mozna
dzieki niej otrzymacé oligonukleotydy (takze modyfikowane) do dtugosci wynoszacej okoto 60
podjednostek w tancuchu, a probka koncowa charakteryzuje si¢ bardzo wysoka czystoscia.
W przypadku dhuzszych sekwencji, w szczegolnosci pelnowymiarowych mRNA, na ten
moment jedyna skuteczng metodg syntezy jest wykorzystanie enzymatycznej reakcji
transkrypcji in vitro (ang. in vitro transcription, IVT), przy udziale enzymu polimerazy RNA
zaleznej od DNA. Skala reakcji IVT jest nieporownywalnie mniejsza od standardowej reakcji
na podilozu statym, a konicowa probka moze zawiera¢ transkrypty o nieco dhuzszych lub
krotszych tancuchach niz oczekiwane, zaleznie od jakosci matrycy DNA oraz wydajnosci
enzymu. Sporym wyzwaniem okazuje si¢ jednak skuteczne i wydajne oczyszczanie takich
RNA.

4.2.1  Matryce DNA w reakcji transkrypcji in vitro

Obecnie dostgpne narzgdzia pozwalaja na bardzo precyzyjne zaplanowanie sekwencji
matrycy DNA, na podstawie ktorej komplementarnie dobudowywana bedzie ni¢ RNA.
W przypadku, gdy celem jest synteza tancucha o dlugosci nieprzekraczajacej 100 monomerow,
najczesciej stosowang matrycg jest chemicznie syntezowany oligonukleotyd DNA, zawierajacy
dwuniciowy fragment promotora. Takie matryce charakteryzuja si¢ wysoka czystoscia (czesto
dwukrotnie doczyszczane przez producenta za pomoca HPLC), co znaczaco wpltywa na
wydajnosc¢ reakceji IVT i decyduje o homogennos$ci koncowej probki RNA. Dhuzsze transkrypty,
w szczegblnosci pelnowymiarowe mRNA, powszechnie otrzymuje si¢ z wykorzystaniem
matryc uzyskanych w wyniku enzymatycznego cigcia wektorow plazmidowych. Koliste
czasteczki DNA poddaje si¢ linearyzacji odpowiednio dobranym enzymem restrykcyjnym,
a miejsce ciecia warunkuje sekwencje potencjalnego produktu. Reakcje IVT z matryca
plazmidowa moga by¢ przeprowadzane w stosunkowo duzej skali, jednak nie generujg zupetnie
homogennego produktu, na co w duzej mierze wpltywa sposdb przygotowania matryc.
Niejednorodna pod wzgledem dhtugosci tancuchéw probka stanowi mieszaning, ktérg nalezy
poddac¢ dalszemu oczyszczaniu i kontroli jakos$ci. Alternatywa dla takiego podej$cia sa matryce
uzyskane przy pomocy reakcji tancuchowej polimerazy (ang. polymerase chain reaction, PCR).
Otrzymane na ich podstawie mRNA charakteryzuje si¢ wyzsza czysto$cig, jednak na ich
niekorzys¢ przemawia niewielka skala reakcji. Nalezy pamigtac, ze niezaleznie od pochodzenia
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matrycy DNA, rodzaj zastosowanej sekwencji promotora, znajdujacej si¢ tuz przed pozadang
sekwencja, powoduje nieco odmienny przebieg inicjacji transkrypcji. Promotor, jako sekwencja
DNA umiejscowiona bezposrednio przed transkrybowanym regionem kodujacym, peini
kluczowa rolg w rekrutacji polimerazy RNA zaleznej od DNA, determinujagc tym samym
efektywno$¢ i precyzje inicjacji syntezy RNA. Ostatni nukleotyd w sekwencji promotora
odpowiada pierwszemu transkrybowanemu (oznaczany jako +1), co bezposrednio ogranicza
wybor potencjalnych sekwencji nukleotydow inicjujacych reakcje. Zagadnienie to zostato to
bardzo klarownie i obrazowo przedstawione w pracy Depaix et al.?*® Udowodniono, ze
w zaleznos$ci od uzytego nukleotydu inicjujacego, zmiana jednego nukleotydu w sekwencji
promotora skutkowaé bedzie inng dhugoscia i poczatkowa sekwencjg otrzymanego transkryptu
(Rysunek 25).

Uncapped RNA G®6.5 Ad2.5
NTP PPPG  —— pppGGG-RNA3, PPPA  —— pPPAGG-RNAz,
; RNA RNA,
35 Tv—.\GG 35

AGGG

Al [ 14
—» XppGGG-RNA

Capped RNA “A or G” SEpe i _

Dinucleotide or ! RNAss XppA —» Xpp-AGG-RNA

U-trinucleotide - ;1\: GG - - o = : Sy

’ RNAg5 or a7 TAGG =

: 1
XppUG ., XppU-GGG-RNA

6GG- ‘ + XppAGG-RNA
Capped RNA“A & G” AppC » XepAGCO RNA prAG; o
Trinucleotide L RNA;; | RNAz5
AGGG TAGG
A4+ g

DNA template sequence :
G®6.5: 5 CAGTAATACGACTCACTATAGGGGAAGCGGGCATGCGGCCAGCCATAGCCGATCA Y
Ad2.5: 5 CAGTAATACGACTCACTATTAGGGAAGCGGGCATGCGGCCAGCCATAGCCGATCAZ

(purple = promoter sequence; green = -1 nucleotide; orange : cap dependent - first transcribed nucleotide)

Rysunek 25 Przewidywany przebieg inicjacji transkrypcji dla promotoréw ¢ 2.5 oraz ¢ 6.5 i polimerazy
T7 RNA w kontekscie réznych nukleotydéw inicjujgcych. Rysunek zapozyczony z pracy Depaix et al.?®

4.2.2 Polimeraza RNA

Niezbednym elementem kazdej reakcji IVT jest enzym odpowiedzialny za rozpoznawanie
poszczegolnych substratow i konsekwentne wydluzanie tancucha RNA na podstawie sekwencji
nukleotydowej matrycy. Wspomniana we wcze$niejszych podrozdziatach polimeraza T7 RNA,
zalezna od DNA, jest jednym z wielu mozliwych do zastosowania enzyméw pochodzenia
bakteriofagowego. Innymi, nadal powszechnie wykorzystywanymi w IVT przedstawicielami
tych enzymow sa polimerazy T3 i SP6. Kazda z nich osigga rozmiar okoto 100 kDa
i funkcjonuje bez udziatu bialek pomocniczych.?%??° Optymalizacje warunkow reakcji
przeprowadzanych z udzialem polimerazy RNA, umozliwily otrzymywanie (m)RNA
z powtarzalnie wysoka wydajnoscia, niezaleznie od dlugosci tancuchow (moga wahaé si¢
miedzy 30 a 10000 nukleotydow w sekwencji).??® Obecnie z powodzeniem wykorzystuje sie
mutanty polimerazy w celu uzyskania enzymow zdolnych do generowania homogennych
transkryptow, bez dodatkowych produktow ubocznych w postaci dwuniciowych RNA.
Dodatkowym aspektem moze by¢ zwigkszenie podatnosci zmutowanej polimerazy do
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akceptowania niekanonicznych substratow, w postaci syntetycznych analogow NTPow
(ang. nucleoside triphosphate).

4.2.3  Synteza zmodyfikowanych RNA za pomoca reakcji transkrypcji in vitro

Wprowadzanie modyfikacji do tancucha RNA mozna przeprowadza¢ zaréwno
kotranskrypcyjnie, jak i posttranskrypcyjnie, przy czym najczesciej obejmuje to dwie kluczowe
lokalizacje: koniec 5’ i koniec 3’ transkryptu.

Odpowiedni dobor substratow do reakcji transkrypcji pozwala na manipulowanie
strukturg nowo powstajacego RNA, zarowno w kontekscie zmian wprowadzanych na koncach
transkryptu, jak i wewnatrz fafnicucha (Rysunek 26). Kotranskrypcyjne wprowadzanie analogow
struktury kapu do tancucha RNA jest strategig alternatywna dla podej$cia enzymatycznego
i upraszcza proces do jednoetapowej reakcji z uzyciem odpowiednich inicjatorow
transkrypcyjnych. Wraz z rozwojem technologii chemicznej zaczg¢to opracowywaé rdzne
warianty struktury kapu (inicjatorow IVT), ktore umozliwilyby zwigkszenie wydajnos$ci reakcji
i uzyskanie homogennych transkryptéw o okreslonych wilasciwosciach, takich jak wyzsza
stabilno$¢ czy potencjatl transkrypcyjny. Pierwsze proby zastosowania dinukleotydowych
analogow kapu (np. m’GpppG) jako starteréw dla polimerazy RNA byly bardzo obiecujace.
Zastosowanie matryc DNA zawierajacych kompatybilny z polimeraza promotor zapewniato
wysoki poziom wbudowania analogu kapu do tancucha, niemniej jednak, znaczna czeg$é
uzyskanych transkryptéw posiadata dinukleotyd wbudowany w odwrotnej orientacji, co finalnie
prowadzito do obnizonej efektywno$ci syntezy funkcjonalnych RNA. Rozwigzaniem tego
problemu okazato sie zablokowanie kluczowej pozycji 3°-O rybozy w m’G, w wyniku czego
otrzymano my"*°GpppG (ang. anti-reverse cap analog, ARCA).??! Kotranskrypcyjne
kapowanie RNA, chociaz bardziej zlozone ze wzgledu na konieczno$¢ przeprowadzenia
syntezy analogu kapu, pozwolito na uzyskiwanie transkryptow 0 nietypowych strukturach, co
otworzylo nowe mozliwoéci w badaniach molekularnych.??22?4 Jeszcze lepsze rezultaty,
prowadzace do wysokich wydajnosci IVT i rownie wysokiego poziomu kapowania RNA
uzyskano, stosujac trinukleotydowe warianty kapu. To nowatorskie podej$cie polegajace na
wykorzystaniu czapeczki m’GpppAmpG (CleanCap®) do inicjacji IVT zostato z powodzeniem
zastosowane na duzg skale w syntezie szczepionek mRNA przeciw COVID-19, produkowanych
przez firme Pfizer.??> Sam CleanCap® jest obecnie zwigzkiem komercyjnie dostepnym (TriLink
Biotechnologies), i jak podaje producent, pozwala na uzyskanie 99% wydajnosci kapowania
RNA. Wykorzystujac podejscie kotranskrypcyjne, mozliwe jest rOwniez dostosowanie dlugosci
ogona poliA. Mimo ze precyzyjne zaprojektowanie sekwencji matrycy DNA, uwzgledniajacej
docelowa dhugos¢ poliA, jest mozliwe, to niestety nie zapewnia homogennos$ci uzyskanego
produktu RNA, co w niektérych badaniach moze znacznie ogranicza¢ skuteczno$¢ tej metody.
Z powodzeniem jednak mozna wprowadza¢ zmiany obejmujace tancuch polinukleotydowy
RNA. Zastosowanie w IVT odpowiednio zmodyfikowanych analogéw kanonicznych NTPow
(np. 5-trifosforanu N1-metylopseudourydyny zamiast 5'-trifosforanu urydyny) prowadzi do
jednorodnych zmian w catej sekwencji transkryptu, podczas gdy modyfikacje w losowych
pozycjach mozna otrzymaé stosujgc mieszaning obu skladnikow.??5%2” Modyfikacja ta jest
szeroko stosowana w celu zmniejszenia immunogenno$ci tak otrzymanego mRNA, co
jednoczesnie prowadzi do zwiekszenia jego potencjatu translacyjnego.??8

Wiekszo$¢ drobnych zmian, stanowigcych modyfikacje w obrebie zasady azotowej lub
rybozy jest z powodzeniem akceptowana przez polimeraze typu dzikiego. Czgsto wydajnosé
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takich reakcji IVT jest tylko nieznacznie nizsza niz w przypadku naturalnych substratow,
a produkt koncowy wykazuje wyzsza czystos¢. W przypadku analogéw NTPo6w, ktore
W znacznym stopniu odbiegaja swoim charakterem chemicznym od naturalnych substratow,
konieczne jest zastosowanie mutantéw polimerazy RNA, ukierunkowanych na konkretny
substrat.?2

Podejscie posttranskrypcyjnego modyfikowania RNA uzyskanego w wyniku IVT bylo
réwnie intensywnie rozwijane, co wspomniane wyzej strategie kotranskrypcyjne. Prace nad
metodami wprowadzania struktury kapu do tancucha RNA uzyskanego w wyniku reakcji IVT
sicgaja lat 80-tych XX wieku. Pierwsze metody opieraly si¢ na zastosowaniu enzymow
naturalnie wystepujacych w komorkach, takich jak GTazy, ktore katalizowaly dodanie struktury
m’G do RNA oraz MTazy, ktére umozliwialy dodanie grupy metylowej do kolejnych
nukleotydéw w sekwencji.?®® Enzymy te byty izolowane z réznych organizméw, a nastepnie
wykorzystywane do kapowania RNA in vitro. Kolejnym krokiem w rozwoju byta izolacja
kompleksu enzymatycznego z wirusa krowianki (Vaccinia Virus, VACV), ktory posiadat
zaréwno aktywno$¢ GTazy i MTazy.?®1%%2 Podejécie to znacznie poprawito wydajnos$é
kapowania RNA i usprawnilo przebieg reakcji, co przyczynilo si¢ do jego szerokiego
zastosowania, w tym w nowoczesnych technologiach, takich jak wspotczesne szczepionki
mRNA przeciw COVID-19 firmy Moderna.?®® W 2022 r. firma New England Biolabs
opracowala zaawansowany system kapowania oparty na enzymie wyizolowanym
z Faustowirusa, ktory charakteryzuje si¢ szerszym zakresem temperaturowym i wyzsza
aktywnoscia w poréwnaniu z kompleksem enzymatycznym wyizolowanym z VACV.%*
Przyktady te dowodza, ze enzymatyczne metody kapowania RNA wcigz ciesza si¢ duzym
zainteresowaniem, mimo trudnosci zwigzanych z przeprowadzaniem wieloetapowych reakcji
oraz koniecznoscig dodatkowego oczyszczania transkryptéw. Analogiczne podejscie zostato
rowniez rozwinigte w kontek$cie wprowadzania niewielkich ugrupowan atoméw
zlokalizowanych w obrebie analogu kapu. Modyfikowane pozycje najczesciej jednak
odpowiadaja miejscom, w ktorych zidentyfikowano naturalnie wystepujace zmiany. Dobrze
opisanym w literaturze przyktadem jest zastosowanie MTaz do funkcjonalizacji adenozyny
(stanowigcej FTN) w pozycji N®.2% Podejscie posttranskrypcyjne oferuje tez szeroki zakres
potencjalnych modyfikacji konca 3’ RNA, =zaré6wno metodami chemicznymi, jak
i enzymatycznymi. Dobrym przyktadem jest powszechnie stosowana enzymatyczna reakcja
z udzialem ligazy T4 RNA 1, ktora katalizuje proces tworzenia sie wigzania 3’->5’
fosfodiestrowego, z jednoczesng hydroliza ATP do AMP i PPi. Warunkiem koniecznym zaj$cia
reakcji jest obecnos¢ wolnej grupy hydroksylowej w pozycji 3’ transkryptu (akceptora) oraz
wystepowanie wolnej grupy fosforanowej na koncu 5° oligonukleotydu (donora), zawierajacego
pozadang modyfikacje. Substratami dla ligazy T4 RNA 1 sg jednoniciowe RNA oraz DNA, przy
czym zaobserwowano, ze wykazuje ona preferencj¢ wobec ostatnich w sekwencji nukleotydow
akceptora: A > G > C > U, oraz pierwszych w sekwencji nukleotydéw donora: C>U > A >
G.2%® Najwigkszym wyzwaniem okazuje si¢ synteza chemiczna wspomnianego wcze$niej
donora. Ligacja przebiega z duzg wydajno$cia nawet dla stosunkowo dlugich
oligonukleotydéw, co jest niezaprzeczalnie jej duzym atutem. Rownie skuteczne jest
zastosowanie jedynie krétkich dinukleotydow, zawierajacych odpowiednio sfunkcjonalizowany
linker. Stwarza to wiele mozliwosci do posttranskrypcyjnego wprowadzenia duzych,
nienukleotydowych zwiazkéw do tancucha RNA. Wspomniany w poprzednim akapicie
problem braku homogennoéci koncoéw 3° RNA uzyskiwanych podczas IVT pojawia si¢ rowniez
podczas przeprowadzania posttranskrypcyjnej reakcji enzymatycznej z uzyciem polimerazy
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poliA. Jest to powszechnie stosowane i zarazem skuteczne podejscie do wprowadzania
poliadeninowej sekwencji do kofica 3° RNA, jednak nie zapewnia petnej kontroli nad iloscia
przytaczanych monomeréw.?*” Co ciekawe bakteryjna polimeraza poliA, w odréznieniu od
wariantu drozdzowego, akceptuje jako substraty wszystkie cztery NTPy, a nie tylko ATP, co
potencjalnie pozwala na uzyskanie réznych wariantéw homopolimerdow.?3
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Rysunek 26 Laboratoryjne metody wprowadzania struktury kapu na koniec 5’-(m)RNA. (A) Schemat
reakcji transkrypcji in vitro, prowadzqcej do otrzymania niekapowanego RNA. (B) Kotranskrypcyjne
wprowadzanie czapeczki w postaci dinukleotydu. Produktami takiej reakcji, oprocz wiasciwego,
kapowanego RNA, sq RNA posiadajgce kap nieprawidtowo wbudowany i RNA niekapowane. (C)
Kotranskrypcyjne wprowadzanie kapu z zablokowang pozycjg 2°/3’-O 7-metyloguanozyny, tzw. kapu
ARCA (ang. anti-reverse cap analog). Modyfikacja ta zapobiega powstawaniu RNA z odwrotnie
wbudowang czapeczkq. (D) Kotranskrypcyjne wprowadzanie czapeczki w postaci trinukleotydowego kapu.
Zapobiega to powstawaniu RNA z odwrotnie wbudowanym kapem oraz znacznie ogranicza powstawanie
niekapowanego RNA. (E) Posttranskrypcyjna metoda kapowania RNA z wykorzystaniem biatkowego
kompleksu kapujgcego, wyizolowanego z wirusa krowianki, VCE (ang. vaccinia capping enzyme). Rysunek
przygotowany na podstawie pracy Warminski et al.?%®

Koncepcja modyfikacji RNA za pomocg metod enzymatycznych moze by¢ réwniez
efektywnie potaczona z podejsciem chemicznym. Dzigki wysokiej selektywnos$ci enzymow
mozliwe jest wydajne wprowadzenie bioortogonalnej grupy funkcyjnej, co poprzedza etap
znakowania chemicznego. Podejscie to opiera si¢ w gtdwnej mierze na kilku uniwersalnych
reakcjach chemicznych, ktére ze wzgledu na tagodne warunki, do minimum ograniczaja
potencjalng degradacje¢ RNA. Powszechnie stosowane sg reakcje z zakresu chemii click, takie
jak cykloaddycje katalizowane miedziag I (CuAAC) lub promowane napr¢zeniami (SPAAC)
oraz reakcje Dielsa-Aldera (IEDDA), przy czym warto zauwazy¢, ze wybdr metod
kowalencyjnego znakowania RNA jest znacznie szerszy.?*°?*? Nowatorskim podejsciem
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okazala si¢ opracowana w 2022 roku metoda chemicznej modyfikacji naturalnego konca
3> mRNA, polegajaca na zastosowaniu nadjodanu sodu do utleniajacego rozszczepienia
ugrupowania 2’/3’-diolowego rybozy z nastgpczym aminowaniem redukcyjnym przy udziale
NaBH:CN (ang. periodate oxidation and reductive amination, PORA). Strategia ta swoje
poczatki miata juz w latach 50-tych XX wieku, jednak dopiero 70 lat p6zniej zoptymalizowano
ja pod katem wykorzystania do modyfikacji dlugich, kodujagcych mRNA.?# Jej ogromna
przewaga nad pozostalymi strategiami jest krotki czas prowadzenia reakcji i ze wzgledu na
selektywno$¢, potencjalnie mozliwe stosowanie podczas jednoczesnego znakowania obu
koncow transkryptu w reakc;ji typu ,,0ne pot”.

5. Sondy molekularne

Poznanie charakteru wielu proceséw biochemicznych, a takze zrozumienie mechanizméw
nimi rzadzacych wigzalo si¢ z koniecznoscia opracowania narzedzi molekularnych
ukierunkowanych na konkretny badany obiekt. Jedng ze strategii jest wykorzystanie
selektywnych sond molekularnych. Sondg molekularng nazywamy czasteczke lub grupe
czasteczek, ktore wykazujg powinowactwo do zadanego celu molekularnego i pozwalaja na
wizualizacje konkretnego procesu.?** Sonda taka sklada sie z elementu odpowiedzialnego za
rozpoznawanie celu i oddziatywanie z nim, oraz fragmentu generujacego sygnat analityczny,
ktéry mozna zarejestrowacé. Oba fragmenty potaczone sg najczgsciej linkerem, ktorego dtugosé
i charakter chemiczny sa dostosowane do konkretnego uktadu badanego (Rysunek 27).
Fragment oddzialujacy to najczgsciej mata czasteczka lub nieco wigksza biomolekuta
(oligonukleotyd, peptyd, przeciwciato itp.), projektowana na bazie naturalnych substratow lub
ligandow badanego celu molekularnego, odpowiednio zmodyfikowana i sfunkcjonalizowana
linkerem. Element odpowiadajacy za generowanie sygnatu warunkuje strategi¢ syntezy takiej
sondy oraz pdzniejszy sposob detekcji i analizy. Duzg popularnoscia cieszg si¢ sondy opierajace
si¢ na sygnale optycznym, do ktérych analizy wykorzystywane sg techniki spektroskopowe
(oscylacyjna: IR i ramanowska, elektronowa: fluorescencji, fosforescencji i absorpcji czy tez
NMR). Do kolejnej grupy naleza sondy, ktorych uzyteczno$¢ warunkowana jest obecnoscig
w ich strukturze radioizotopow. W zalezno$ci od rodzaju emitowanych czastek elementarnych
i promieniowania, swoje zastosowanie znajdujg one w technikach tomografii emisyjnej: SPECT
— tomografii emisyjnej pojedynczych fotonéw, czy tez PET — pozytonowej tomografii
emisyjnej. Szeroki zakres dostgpnych technik, jakie mozna wykorzysta¢, daje mozliwo$¢
takiego doboru elementéw sktadowych sondy, ktore beda optymalne dla badanego procesu.
W przypadku skomplikowanych uktadow mozliwe jest tez zastosowanie technik taczonych.?4°
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Rysunek 27 Schematyczne przedstawienie elementow budowy sondy molekularnej.

Istotnym jest aby wprowadzana sonda nie ingerowata w naturalnie zachodzace reakcje
badanego uktadu a uzyskiwane dane odpowiadaly w jak najwigkszym stopniu warunkom
natywnym. Dodatkowym aspektem limitujacym podczas projektowania sondy jest trudnosé
syntezy tak ztozonych ukladow. Stworzenie sondy idealnej jest praktycznie niemozliwie,
chocby ze wzgledu na ztozono$¢ procesdw zachodzacych w uktadach biologicznych, w ktorych
sondy maja zastosowanie. Istnieja jednak pewne uniwersalne cechy, ktorych obecnos¢ jest
wymagana, aby moc rozpatrywaé potencjalne zastosowanie diagnostyczne czy terapeutyczne
sond molekularnych. Autorzy cytowanej juz wczeéniej przeze mnie pracy naukowej?*
wymienili 7 najwazniejszych w ich opinii punktow, ktore nalezy wzigé pod uwage podczas
opracowywania sondy do bioobrazowania (kolejno$¢ przypadkowa):

e  Wysoka specyficznos¢ wzgledem celu molekularnego — istota wykorzystania sond jest cheé
zbadania jednego, konkretnego procesu czy mechanizmu. Podstawa do tego jest
wybiorczo$¢ sondy i oddziatywanie tylko z zadanym celem, bez angazowania do tego
czasteczek towarzyszacych. W przypadku diagnostyki chordb, sondy, ktére nie maja
doktadnie zdefiniowanego celu moga by¢ wykorzystane do zobrazowania pewnej ogdlnej
zmiany, np. w przeplywie krwi. Dopiero specyficznie ukierunkowane uktady pozwalaja na
Sledzenie konkretnych elementow, np. biomarkerow chorobotwodrczych. Specyficzno$é
sondy gwarantuje tez miejsce jej dystrybucji i ogranicza ryzyko wychwytu przez komorki
innych tkanek niz docelowe.

e  Wysokie powinowactwo wigzania do celu molekularnego — niezaleznie od tego w jaki
sposob osiggane jest oddzialywanie pomigdzy sonda a celem molekularnym, istotna jest
wysoka wydajnos¢ tego procesu. To, z jakim powinowactwem wiaza si¢ oba elementy,
opisuje m.in. stala asocjacji/dysocjacji kompleksu. Odpowiednio dobrane parametry
takiego oddziatywania pozwalajg na obrazowanie procesu w niedtugim czasie po aplikacji
sondy, co zwigksza szanse na uzyskanie sygnalu o wysokiej jakosci.

e  Wysoka czuto$¢ sondy molekularnej — zastosowanie mozliwie niskiego st¢zenia sondy
w celu zobrazowania jakiego$ procesu jest kluczowe, szczegoélnie w konteksScie
diagnostycznym. Wczesne wykrywanie zmian chorobowych wiaze si¢ ze stosunkowo
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niewielka ilo$cig materiatu uzytecznego w detekcji. Wysoka czuto$¢ sondy zapewnia
wykrycie nawet pojedynczych nieprawidtowych elementow.

e  Niski poziom tta — dane uzyskane w wyniku analizy sygnatéw o wysokim stosunku szumu
do sygnalu wlasciwego moga by¢ trudne Ilub nawet niemozliwe do prawidlowej
interpretacji. Znacznie lepsza jako§¢ obrazowania uzyskamy w wyniku uzycia sondy
dajacej sygnal wlasciwy o nizszej intensywnosci, przy jednoczesnie minimalnym sygnale
pochodzacym od szumu, niz sondy zbierajacej rownie wysokie sygnaty pochodzace od celu
molekularnego i ta.

e Wysoka stabilnos¢ sondy molekularnej — pomiary przeprowadzane w ukladach
biologicznych wiaza si¢ z ryzykiem degradacji sondy jeszcze w trakcie zbierania sygnatow.
Utrzymanie sondy w jej nienaruszonym stanie az do zakonczenia obrazowania gwarantuje
poprawno$¢ zebranych danych.

e Niska toksyczno$¢ i immunogenno$é — aspekt ten ma szczegdlne znaczenie w przypadku
badan prowadzonych na zlozonych uktadach komoérkowych i Zywych organizmach.
Zarbwno sama sonda jak i jej metabolity musza by¢ neutralizowane i usuwane
w bezpieczny sposob. Stosowanie bezpiecznych sond zapewnia nienaruszalno$¢ uktadu
zardwno podczas zbierania sygnatow jak i po zakonczeniu tego procesu.

e Niski koszt produkcji sondy — ten ostatni punkt ma w zasadzie kluczowe znaczenie dla
szerokiej dostepnosci i uzytecznos$ci sondy molekularnej. Nawet przy zapewnieniu
wszystkich szeSciu opisanych powyzej aspektow, to tatwos¢ syntezy i niska cena
substratow beda warunkowaty to, czy moze by¢ rutynowo stosowana w badaniach.

Spetienie wszystkich tych wymagan powoduje, ze zaprojektowanie a nastepnie synteza
i optymalizacja sond molekularnych jest niezwykle trudnym 1 pracochlonnym
przedsiewzieciem. Opisane powyzej Wytyczne sprzyjaja syntezie idealnych sond
molekularnych, niemniej jednak, procedury te sg glownie wykorzystywane do tworzenia
narzedzi efektywnych w diagnostyce. Na etapie badan podstawowych stanowig one jedynie
punkt wyjscia do dalszych optymalizacji. Warto jednak mie¢ na uwadze, ze osiagnigty na tym
polu sukces moze znacznie przyspieszy¢ rozwoj biotechnologii i pozwoli¢ na zrozumienie
mechanizmoéw, ktorych doktadnego przebiegu sie jedynie domyslamy.

5.1 Sondy aptamerowe

W roku 1990 dwie niezalezne grupy badawcze ze Standow Zjednoczonych,
wyselekcjonowatly technika przesiewowa 2z duzej biblioteki losowych sekwencji
oligonukleotydowych, grup¢ RNA zdolnych do specyficznego wigzania si¢ z celem
molekularnym.?4¢24” Dwa lata p6zniej Ellington i Szostak opublikowali prace, w ktérej opisali
izolacje jednoniciowych sekwencji DNA, ktére w analogiczny sposob byty zdolne do wigzania
ligandow. Z czasem ta charakterystyczna grupa kwasoéw nukleinowych otrzymata miano
aptamerow, a okreslenie to pochodzi od tacifiskiego stowa aptus, oznaczajacego pasowac oraz
greckiego méros, co ttumaczy sie jako czesé.?*® Sam proces selekcji, okreslany jako SELEX
(ang. systematic evolution of ligands by exponential enrichment) przyczynit si¢ do
wygenerowania in vitro tysi¢cy aptameréw ukierunkowanych na niezwykle réznorodne cele
molekularne (aminokwasy, peptydy, biatka, wirusy, bakterie, czgsteczki organiczne
i nieorganiczne, jony metali, cate komorki @ nawet zwierzgta).2*2° Aptamery znalazty do$¢
szybko zastosowanie w analityce, bioobrazowaniu, diagnostyce oraz w terapiach, jako sondy
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powinowactwa 1 staly sie wygodng alternatywg dla wykorzystywanych powszechnie
przeciwciat.?® Aptamery mogg oddziatywaé ze swoimi ligandami wedlug wielu réznych
mechanizmow. Moga to by¢ wigzania wodorowe, oddziatywania elektrostatyczne
i hydrofobowe, sity van der Waalsa, oddziatywania pomi¢dzy pierScieniami aromatycznymi
(tzw. m-stacking) czy oddzialywanie na podstawie kompatybilnosci struktur.?! Swoja
popularno$¢ zawdzigczaja wysokiej stabilnosci chemicznej, matym rozmiarom i stosunkowo
niskim kosztom syntezy. Co istotne, charakteryzuja si¢ duza elastycznos$cig i prostots
w projektowaniu ich struktur, co zaowocowalo szybkim rozwojem na ich podstawie
biosensoréw o wysokiej czulosci, selektywnoéci i dostepno$ci.?*® Badania wykazaly, ze
odpowiednio zaprojektowane sondy aptamerowe sg w stanie przekraczaé bariere krew-moézg?>?
i wykazujg brak lub bardzo niski poziom immunogenno$ci?*?4, Cechy te wykorzystano migdzy
innymi do opracowania fluorescencyjnie znakowanych aptameréw B55, ukierunkowanych na
wykrywanie charakterystycznych zmian w mézgu, zachodzacych w wyniku rozwoju choroby
Alzheimera. B55 wigzg sie¢ zardwno do blaszek starczych, jak i samego B-amyloidu w ludzkiej
tkance mozgowej badanej ex vivo, jak i u transgenicznych myszy APP/PS1 in vivo.?%® Takie
rezultaty daja nadziej¢ na opracowanie technik, ktére pozwola przeciwdziala¢ rozwojowi
choroby, a nie jedynie analizowa¢ stopien uszkodzenia tkanek post mortem, jak ma to miejsce
obecnie. Biosensory oparte na aptamerowych strukturach sa réwniez intensywnie badane
w kontekscie wykorzystania do wysoce specyficznej diagnostyki nowotworowej. W roku 2014
w pracy Zeng et al. zostala opisana sonda aptamerowa, specyficzna wobec markera
nowotworowego chtoniaka — CD30. Krétki, 39-nukleotydowy aptamer sprzezono z barwnikiem
IRD800CW z zakresu bliskiej podczerwieni i po ogdlnoustrojowym podaniu myszom,
obserwowano sygnat fluorescencyjny pochodzacy z okolic rozwinietego guza.?>® Na podstawie
bardzo doktadnej analizy biodystrybucji oraz pozytywnej ocenie czasu dziatania, czulosci
i stabilnosci sondy, autorzy pracy wydaja si¢ by¢ przekonani o jej duzym potencjale do
wykorzystania w dalszych badaniach.

5.2  Sondy znakowane fluorescencyjnie

5.2.1  Zjawisko fluorescencji

Pierwsza wzmianka na temat zjawiska fluorescencji datowana jest na druga potowe XVI
wieku, gdy to hiszpanski botanik i lekarz, Nicolas Monardes odnotowal obserwacje emisji
niebieskiego $wiatta z naparu z tzw. drewna nerkowego (Lignum nephricitum).?5” Samo pojecie
fluorescencji zostato jednak wprowadzone dopiero w potowie XIX wieku, a jego autorstwo
przypisuje si¢ profesorowi matematyki na Uniwersytecie w Cambridge — Stokesowi.
Uproszczony mechanizm fluorescencji mozna zobrazowa¢ przy pomocy diagramu
Jabtonskiego (Rysunek 28). Proces wzbudzenia elektronowego rozpoczyna si¢, gdy czasteczka
znajdujaca si¢ singletowym stanie Sy, zaabsorbuje foton o odpowiedniej energii, promujac tym
samym przej$cie do wyzszego stanu singletowego, tu: So. W kolejnym kroku nastgpuje bardzo
szybka relaksacja wibracyjna oraz bezpromienista konwersja wewnetrzna, ktére prowadzg w
rezultacie do pierwszego, singletowego stanu wzbudzonego S;. Przejécie ze stanu S; do Sp moze
odby¢ si¢ przy jednoczesnej emisji fotonu o energii rownej roznicy energii pomigdzy tymi
dwoma stanami, co nazywamy fluorescencjg, lub w sposéb bezpromienisty. Ten ostatni moze
wystapi¢ wskutek takich zjawisk jak wibracje lub rotacje wiazan, fotoindukowany transfer
elektronow czy zderzenia molekularne.?®® Mozliwe jest tez wystapienie zabronionego przej$cia
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miedzysystemowego (ang. intersystem crossing) do trypletowego stanu wzbudzonego Ti,
a dopiero po6zniej relaksacji polaczonej z emisja fotonu, nazywanej fosforescencja. Ze wzgledu
na zmian¢ multipletowosci stanow elektronowych podczas fosforescencji, zjawisko to jest
znacznie wolniejsze (mikrosekundy), niz opisana wyzej fluorescencja, ktorej czas trwania
mierzy si¢ w nanosekundach.
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Rysunek 28 Diagram Jabtoriskiego. Rysunek zaczerpniety z pracy Lakovicz?>®

5.2.2  Barwniki fluorescencyjne

Zwiazki, ktore wykazuja wiasciwosci fluorescencyjne nazywane sa fluoroforami i ze
wzgledu na swoje unikalne cechy, znajduja szerokie zastosowanie w syntezie sond
molekularnych. Fluorofory do$¢ powszechnie wystepuja w naturze, cho¢by pod postacia
aminokwasow aromatycznych (tryptofan, fenyloalanina i tyrozyna) czy innych niewielkich
zwigzkow organicznych posiadajacych uktad wigzan sprzezonych, np. chinina. Inne naturalne
fluorofory obejmuja takie zwigzki jak kofaktory nikotynamidowe (NADH), flawiny (FMN),
porfiryny i pochodne pirydoksalu. Wszystkie wyzej wymienione naleza do grupy fluoroforow
endogennych. Bardzo czgsto wykorzystywanym w  badaniach podzbiorem sa
wielopier§cieniowe zwiagzki aromatyczne, do ktorych mozna zaliczy¢é pochodne naftalenu,
pirenu, antracenu czy perylenu. Oddzielnymi grupami sa réwniez kumaryny, barwniki
chinolinowe i indolowe, BODIPY (ang. boron difluoride dipyrromethene), rodaminy, cyjaniny
i pochodne ksantenu, na czele z fluoresceing (Rysunek 29).2% Intensywny rozwdj technik
opartych na znakowaniu fluorescencyjnym otworzyt §ciezke do chemicznej syntezy barwnikow,
ktore charakteryzowatyby sie S$ci§le okreslonymi wilasciwosciami. Istniejg parametry, za
pomoca ktorych mozna scharakteryzowaé kazdy znacznik fluorescencyjny, oraz oceni¢ jego
potencjalne zastosowanie w sondach molekularnych:

1. Wydajnoé¢ kwantowa (ang. quantum yield, ®) — stanowi stosunek liczby wyemitowanych
fotonow do liczby fotonow zaabsorbowanych;

2. Czas zycia fluorescencji (t) — pozwala okresli¢ czas trwania fluorescencji, inaczej: czas
zycia molekuly w stanie wzbudzonym;

3. Dtugos¢ fali odpowiadajaca maksimum absorpcji i emisji — wartosci charakterystyczne dla
kazdego barwnika, mogace si¢ nieznacznie rdézni¢ w zalezno$ci od rodzaju
rozpuszczalnika;
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4. Przesunigcie Stokesa — rdznica (w nm) pomie¢dzy dlugoscia fali odpowiadajaca maksimum
absorpcji oraz emisji, najczgsciej wartosci te oscyluja w przedziale 50 — 70 nm;

5. Molowy wspolczynnik ekstynkcji (¢) — warto$¢ stata dla danego fluorofora, zwigzana
z pochtanianiem promieniowania przez osrodek i zalezna od dhugosci fali absorpcji, wyraza
sie w jednostce: dm®-mol*-cm™.

Zwiazki wykazujace fluorescencj¢ sa bardzo zrdéznicowana grupa, chocby ze wzgledu na
rozmiar czasteczek czy ich charakter chemiczny. To jednak stanowi istotng zalete przy doborze
fluoroforu do zaplanowanych eksperymentoéw, w kontekscie specyficznych wymagan uktadu,
w ktorym ma on by¢ zastosowany.

~
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Rysunek 29 Struktury wybranych, powszechnie stosowanych barwnikow fluorescencyjnych.

5.2.3  Rezonansowy transfer energii Forstera

Rezonansowy transfer energii Forstera (ang. Forster resonance energy transfer, FRET)
jest zjawiskiem, w ktérym chromofor donorowy w stanie wzbudzonym przenosi energi¢ do
chromoforu akceptorowego na sposob nieradiacyjny poprzez sprzg¢zenie rezonansowe (Rysunek
30A).2° Wydajno$¢ tego procesu jest $ciSle powigzana z odlegloscia pomiedzy tymi
chromoforami i uwarunkowana naktadaniem si¢ widm emisji fluorescencji donora z widmem
wzbudzenia akceptora (Rysunek 30B). Aby doszto do efektywnego sprz¢zenia, widma musza
naktada¢ si¢ w co najmniej 30% swojej powierzchni. Jesli para fluoroforéw spetnia powyzsze
kryteria, wzbudzenie donora prowadzi do emisji fluorescencji akceptora, przy jednoczesnym
wygaszaniu fluorescencji donora. Efektywno$¢ transferu energii (E) bardzo szybko spada wraz
ze zwigkszajaca si¢ odlegloscia pomigdzy dwoma fluoroforami i jest wyrazana za pomoca
wzoru:
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E=—2_
RS + 76

gdzie Ro to promien Forstera, a r okresla rzeczywista odlegtos¢ pomigdzy donorem
i akceptorem. Ry definiuje odlegtos¢, przy ktorej 50% wzbudzonych donoréw efektywnie
przekaze energi¢ do akceptorow.
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@ Energy transfer I
4 — s é Spectral
E 2 overlap
: g
=
= S

Wavelength (nm)

Rysunek 30 Rezonansowy transfer energii Forstera (A) Schematyczne przedstawienie diagramu
Jablonskiego ilustrujgce przebieg FRET (B) Szczegolne warunki wstepne konieczne do zajscia FRET:
widmo emisji (Em.) donora musi naktadac sie widmo wzbudzenia (Ex.) akceptora. Wydajnos¢ FRET jest
najwyzsza, gdy energia przenoszona jest na odleglosci do 10 nm. Rysunek na podstawie pracy Hussain
et al.?®* oraz Chen et al.??

Zjawisko FRET zostalo opisane juz w pierwszej polowie XX wieku, jednak dopiero na
poczatku XXI wieku zaczg¢to je powszechnie wykorzystywaé w praktyce laboratoryjnej.
Potencjat FRET zostal dostrzezony i zastosowany podczas projektowania narzedzi
molekularnych do wizualizacji wielu wewnatrzkomoérkowych $ciezek sygnatowych, 260263264
Sondy oparte na zjawisku FRET przyczynily si¢ do detekcji licznych proceséw zachodzacych
miedzy biatkami®®, umozliwity §ledzenie lokalizacji biatek?®®?%" czy tez utatwily wykrycie
zjawiska plastyczno$ci synaptycznej — mechanizmu wyjasniajacego modulacje sity i liczby
potaczen synaptycznych.?68

5.2.4  Wygaszanie fluorescencji

Opisywane w poprzednim podrozdziale zjawisko przeniesienia energii pochodzacej od
donora na akceptor nie jest jedyng forma prowadzaca do zmian intensywnosci fluorescencji.
Kazdy proces, ktéry prowadzi do jej obnizenia nazywamy wygaszaniem, niezaleznie od tego,
jaki charakter mial czynnik wygaszajacy (wygaszacz). Wygaszanie fluorescencji moze by¢
skutkiem wielu réznych oddzialywan statycznych i dynamicznych, w tym transferu energii,
zmian w elektronowej strukturze czasteczek, czy w ich otoczeniu oraz tworzeniu kompleksow.
Czynniki takie jak wysoka temperatura mogg przyspieszaé proces wygaszania, prowadzac do
zwigkszonej ruchliwosci czastek i wymuszajac wigksza czgstos¢ ich kolizji. Zbyt dluga
ekspozycja czasteczek na dzialanie $wiatta moze prowadzi¢ z kolei do nieodwracalnych
uszkodzen w strukturze fluoroforu i tym samym obnizy¢ jego zdolno$¢ do fluorescencji.
Zjawisko to nazywamy fotoblaknigciem (ang. photobleaching) i zazwyczaj stanowi powazne
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ograniczenie w eksperymentach przeprowadzanych z uzyciem fluorescencji, naktadajac na nie
warunki zapewniajace powtarzalno$¢ pomiaréw. Wygaszanie fluorescencji moze rdéwniez
wystapi¢ z powodu zastosowania zbyt wysokiego stezenia fluorofora. Zbyt duze zattoczenie
i wzajemne interakcje czasteczek prowadza do tzw. wygaszania wewngtrznego. W zaleznoSci
od warunkéw eksperymentalnych i specyficznych wlasciwosci uzywanych fluoroforow
i wygaszaczy, wymienione rodzaje wygaszania fluorescencji moga wystepowac samodzielnie
lub ich dziatanie moze si¢ naktadaé, czesto wzmacniajac omawiany tu efekt.

Wygaszanie dynamiczne, zwane inaczej kolizyjnym, jest wynikiem zderzenia czasteczki
fluoroforu bedacej w stanie wzbudzonym z czasteczka wygaszacza. Rezultatem tego jest
przeniesienie energii wzbudzenia do wygaszacza, przy jednoczesnej dezaktywacji stanu
wzbudzonego fluorofora, z pominigciem emisji fotonu. Warunkiem koniecznym do wystapienia
kolizji jest zblizenie si¢ obu molekut a czgsto$é zderzen warunkuje stezenie wyjsciowe molekut
oraz opisana juz wczesniej temperatura (im wyzsza temperatura tym wieksza czgsto$¢ zderzen)
i lepko$¢ osrodka (im nizsza lepko$¢ medium tym wicksza czgsto$¢ zderzen). Wygaszanie
dynamiczne jest opisywane przez rOwnanie Sterna-Volmera:

Iy
7= 1+ K [Q]
gdzie lo to intensywno$¢ fluorescencji bez wygaszacza, | odpowiada intensywno$ci

fluorescencji w obecno$ci wygaszacza, Ksy jest statg Sterna-Volmera, zwigzang z cze¢stoscia
kolizji a [Q] wyraza stezenie wygaszacza. Klasycznym przyktadem wygaszacza dynamicznego
jest tlen czasteczkowy, ktory skutecznie wygasza fluorescencje wickszosci znanych
fluoroforow.2%

Wygaszanie statyczne opiera si¢ na mechanizmie tworzenia kompleksow pomigdzy
fluoroforem a wygaszaczem w stanie podstawowym. Kompleksy te powstaja na etapie
poprzedzajacym wzbudzenie fluoroforu i w takiej postaci nie prowadza do emisji fluorescencji.
W odréznieniu od wygaszania dynamicznego, tu temperatura nie wpltywa na przebieg procesu,
jednak ogolne warunki sprzyjajace tworzeniu si¢ kompleksow, przektadaja si¢ posrednio na
wydajnos¢ procesu. Efektywno$¢é wygaszania statycznego jest Scisle zwigzana z warto$cig statej
asocjacji kompleksu fluorofor-wygaszacz. Zalezno$¢ ta jest wyrazana réwnaniem Sterna-
Volmera, pod postacia:

Ip
T=1+ Ka[Q]

gdzie K, oznacza stalg asocjacji kompleksu fluorofor-wygaszacz. Wygaszacze statyczne
stanowig bardzo duzg i zréznicowang grupg. Stabilne kompleksy z fluoroforami moga tworzy¢
nukleotydy, jony metali przejsciowych, biatka, polisacharydy i lipoproteiny, pochodne kwasow
karboksylowych czy zwiazki aromatyczne.

Efekt wygaszenia fluorescencji moze by¢ uzyskany poprzez mechanizm FRET, gdy
w uktadzie donor-akceptor ten ostatni bedzie pozbawiony wiasnej fluorescencji. Obowiazuja tu
te same warunki wyjsciowe, ktore byly konieczne do transferu energii pomigdzy dwoma
fluoroforami. Réznice stanowi efekt koncowy w postaci braku emisji fluorescencji akceptora
po zaabsorbowaniu energii pochodzacej od donora. Mierzalnym parametrem jest wigc jedynie
spadek intensywnos$ci fluorescencji wlasnej donora. Wygaszacze takie okre§lane sa mianem
,hiewidocznych” lub ,,ciemnych” (ang. dark quencher, DQ) a ich wtasciwosci zostaty szeroko
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docenione i wykorzystane przy tworzeniu réznorodnych sond molekularnych i biosensorow,
uzytecznych w badaniach biologicznych czy testach proteolitycznych. Wigkszo$¢ obecnie
dostgpnych handlowo DQ to zwigzki, ktére syntezowane s3 w wariantach, pozwalajacych na
pokrycie swoim widmem absorpcji calego zakresu $wiatla widzialnego i bliskiego IR.
Przyktadem takich zwigzkow jest seria BHQ® (ang. black hole quencher), na ktorg sktadajg sie
cztery DQ: BHQ-0%, BHQ-1®, BHQ-2® i BHQ-3®. Ich charakterystycznym elementem budowy
jest obecno$é w strukturze grupy azowej (—N = N —), ktora klasyfikuje BHQ® jako barwniki
azowe. Sg one czgsto wykorzystywane w syntezie sond molekularnych, szczegoélnie ze wzgledu
na szeroki wachlarz dostepnych funkcjonalizacji (Rysunek 31). Powszechnie wykorzystywane
s rowniez inne barwniki, takie jak DABCYL (4-(Dimetylaminoazo)benzyl), lowa Black FQ®,
Eclipse Quencher® czy seria Tide Quenchers®. Tak szeroki wybor wygaszaczy umozliwia
zastosowanie ich w réznych technologiach diagnostycznych i badaniach naukowych,
poczawszy od qPCR (ang. quantitative PCR), technik mikroskopii fluorescencyjnej, testow
immunologicznych, az po badania nad strukturg i funkcja biatek.
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Rysunek 31 Wygaszacze fluorescencji z serii Black Hole Quencher®: Widma absorpcji trzech wariantéw
wygaszaczy BHQ® z zaznaczonymi maksimami emisji wybranych fluoroforéw: 6-FAM, TET, HEX®,
cyjaniny 3, TAMRA, ROX®, LC Red 640 oraz cyjaniny 5; po prawej stronie rysunku przedstawiono
struktury chemiczne barwnikow w postaci kwasow karboksylowych. Rysunek przygotowano na podstawie
widm dostgpnych na stronie producenta Sigma Aldrich.
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Badania wlasne

6. Plan badan

Glownym celem niniejszego projektu doktorskiego bylo zaprojektowanie i stworzenie
narzedzi molekularnych do monitorowania aktywnosci enzymoéw odpowiedzialnych za
degradacje kapu. Intensywny rozwoj biologii molekularnej w ostatnich latach doprowadzit do
identyfikacji szeregu biatek zaangazowanych w kontrol¢ jakosci RNA. Dato to podstawe do
dalszych badan, majacych na celu okreslenie ich doktadnej roli, zaleznosci i specyficznosci
substratowej, jednak mnogo$¢ tych enzymoéw i zlozonos¢ ich funkcji wymagaja
zaawansowanych narzg¢dzi do badan. Dotychczas stosowane i opisywane w literaturze metody
i techniki badawcze, pozwalaja jedynie na ograniczong analiz¢ pojedynczych enzymow
w warunkach mocno odbiegajacych od natywnych. Podjete proby wymagaja zazwyczaj duzych
zasobow finansowych, sg wyjatkowo czasochtonne i pracochlonne a generowane wyniki
charakteryzuja sie niska doktadnoscia.

Pierwszym planowanym etapem projektu bylo opracowanie chemoenzymatycznej,
wysokoprzepustowej metody profilowania substratowego enzymoéw dekapujacych (DEs, ang.
decapping enzymes), opartej na aptamerowej sekwencji nukleotydowej Broccoli. Do realizacji
tego zadania konieczne bylo przeprowadzenie syntezy chemicznej siedmiu naturalnych
analogéw kapu: m’GpppApG (kap-0), m’GpppAmpG (kap-1), GpppApG, m3:*?>'GpppApG
(TMG kap), NRppApG (NAD kap), RflvppApG (FAD kap) i GlcppUpG (UDP-Glc kap). Kazdy
z powyzszych di- oraz trinukleotydéw miat zosta¢ szczegdtowo scharakteryzowany a nastepnie
wbudowany do nici RNA na drodze transkrypcji in vitro. Matryce w tych reakcjach stanowita
zaprojektowana wczesniej sekwencja DNA, zawierajaca fragment kodujacy fluorogeniczny
aptamer Broccoli. Docelowe, kapowane na koncu 5° RNA oprocz wspomnianej wyzej
sekwencji Broccoli, zawieralo tez fragment poliA usztywniajacy tancuch i zapobiegajacy
powstawaniu niepozadanych struktur wyzszego rzedu. Tak otrzymane kapowane RNA, po
wydzieleniu z mieszaniny reakcyjnej 1 oczyszczeniu, moglo by¢ wykorzystane do
przeprowadzenia profilowania substratowego wybranych DEs. Podczas selekcji biatek, ktore
miaty by¢ poddane analizie, kierowano si¢ w gldwnej mierze ich dostgpnoscia oraz
réznorodno$cia organizmoéw, z ktorych pochodza. Finalnie, w zestawie badanych enzymoéw
znalazty si¢: ludzki Dcp2 w kompleksie z Depl (hDep2/Depl), ludzki DepS (hDepS), ludzki
NUDT16 (hNUDT16), mysi DXO (mDXO), bakteryjny (E. coli) RppH (EcRppH) i bakteryjna
(E. coli) 5'-polifosfataza (5 poliPH) oraz wirusowy (Vaccinia) D9 (VACV D9). Wykorzystujac
fluorogeniczny charakter sond aptamerowych, zawierajacych rozne analogi kapu na koncu
5> RNA, mozliwe byto zaprojektowanie wysokoprzepustowego testu fluorescencyjnego
(HT FLINT assay, ang. high throughput fluorescence intensity assay), pozwalajacego na
okreslenie podatnosci réznie kapowanego RNA na degradacj¢ przez poszczegdélne DEs.
Okreslenie specyficznosci substratowej badanych DEs byto punktem wyjsciowym do drugiego
etapu badan w niniejszym projekcie.

Majac szeroki obraz aktywno$ci enzymatycznej biatek w warunkach in vitro wobec RNA
zawierajacego rozne warianty kapu na koncu 5°, mozliwe byto zaprojektowanie selektywnych
sond RNA, ukierunkowanych na konkretny enzym dekapujacy i majacych potencjat do
zastosowania ich in vivo. W tym celu planowatam uzyska¢ serie¢ nukleotydowych sond
fluorescencyjnych, podwdjnie znakowanych para donor-akceptor (FRET), badz tez fluorofor-
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wygaszacz, aby umozliwi¢ zarejestrowanie zmiany sygnatu fluorescencji w wyniku
enzymatycznej hydrolizy kapu. Synteza chemiczna odpowiednio sfunkcjonalizowanych
analogow kapu miata umozliwi¢ wprowadzenie barwnikéw fluorescencyjnych do struktury
RNA zaréwno ko- jak i post-transkrypcyjnie. Drugie z tych podej$¢ pozwolito na wykorzystanie
fluoroforow, ktore ze wzgledu na swdj rozmiar i charakter chemiczny, nie moglyby by¢
efektywnie wbudowane do fancucha przez polimeraze¢ T7 RNA. W projekcie przewidziano
syntezg 1 szczegodtowa charakterystyke sond pod wzgledem ich wiasciwosci emisyjnych,
fotostabilnosci, stabilnosci chemicznej w réznych pH i temperaturach, w ré6znych buforach oraz
w obecnosci roznych jonow. Przeprowadzenie tak szczegétowych analiz byto zaplanowane dla
serii sond selektywnych wobec hDcp2/Dcpl oraz mDXO.

Ostatnim elementem projektu ukierunkowanego na monitorowanie aktywnosci
enzymatycznej biatek degradujacych kap w czasie rzeczywistym, byta ewaluacja sond pod
katem dostarczania ich do komorek i $ledzenia losow za pomoca mikroskopii fluorescencyjne;j.
Pozytywne wyniki z tego etapu badan moga stanowi¢ podstawe do glebszego zrozumienia
szlakow degradacji RNA czy tez odkrycia nowych selektywnych substratow i inhibitorow DEs
0 potencjalnym zastosowaniu medycznym.

Wszystkie zawarte powyzej elementy wchodzace w sktad niniejszej rozprawy doktorskiej
zostaty zebrane i schematycznie przedstawione w formie graficznej (Rysunek 32).
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Fluorescencyjne RNA jako sondy molekularne do monitorowania
aktywnosci enzymow degradacji kapu

I Profilowanie substratow i inhibitorow dla enzymoéw dekapujacych
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Rysunek 32 Poglgdowe podsumowanie badan przeprowadzonych w niniejszej pracy z uwzglednieniem
poszczegolnych etapow badan nad sondami fluorescencyjnymi.
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7. Profilowanie substratow 1 inhibitorow dla enzymow
dekapujacych

Pierwszym i zarazem kluczowym elementem pracy bylo zaprojektowanie uniwersalnych
sond molekularnych do prostej i iloSciowej oceny aktywnosci dekapowania RNA przez roézne
DEs. Majac na uwadze, ze dotychczasowe badania czgsto skupiaty si¢ na pojedynczych
enzymach badanych w warunkach znacznie odbiegajacych od natywnych, zaréwno podczas
projektowania sond, jak i wyboru uktadu pomiarowego, kluczowym elementem byla
optymalizacja, ktora pozwala na zaobserwowanie subtelnych roznic w aktywnosci DEs, ktore
do tej pory byly nieuchwytne. W trakcie projektowania sond istotnym bylo, aby konce 5> RNA
jak najbardziej przypominaly naturalnie wystepujace struktury i nie wplywaly na
powinowactwo do DEs. Z tego tez powodu na tym etapie badan Autorka pracy swoja uwage
skupita na fluorogenicznych aptamerach RNA, ktére mogg by¢ selektywnie degradowane po
usunig¢ciu kapu i umozliwiajg §ledzenie zmian st¢zenia substratu. Pierwszym krokiem byla
synteza chemiczna analogéw kapu w postaci di- lub trinukleotydow (Rysunek 34), ktore
nastepnie kotranskrypcyjnie byly wprowadzane do tancucha RNA. Do reakcji transkrypcji
in vitro wykorzystano matryce DNA kodujaca sekwencj¢ aptameru Broccoli, uzupelniong
migdzy innymi o krotki fragment poliA. Zatozeniem byto, ze obecno$¢ 17 nukleotydow
adeninowych na poczatku sekwencji zwigkszy dystans pomiedzy koncem 5’
a ustrukturyzowang sekwencja aptameru, co pozwoli na odpowiednie wyeksponowanie
struktury kapu i unikniecie ewentualnego wplywu struktury drugorzgdowej RNA na aktywno$é
DE. Obecno$¢ elementu separujacego kap od aptameru minimalizuje roéwniez
prawdopodobienstwo niespecyficznych oddziatywan z badanymi enzymami. Tak otrzymane 5°-
kapowane RNA nastepnie wykorzystano do zaprojektowania testu opartego na pomiarze
intensywnos$ci fluorescencji (FLINT) i zbadano aktywno$¢ i specyficznos¢ substratowa
powszechnie znanych i stosowanych w badaniach enzymow dekapujacych (Rysunek 33). We
wspotpracy z mgr. Mateuszem Fido przeprowadzone zostaly réwniez badania kinetyczne
procesu dekapingu, w ramach ktorych wyznaczono parametry kinetyki hydrolizy kapu-1 przez
enzym hDcp2. W niniejszej pracy wykazany zostal rowniez potencjat testu FLINT do oceny
inhibitoréw VACV D9 oraz hDcp2/Dcpl.
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Rysunek 33 Zaprojektowany test FLINT do badania aktywnosci enzymow dekapujgcych. Schemat
przedstawia dwie Sciezki mozliwej interakcji pomiedzy sondq aptamerowq z réznymi analogami kapu
a enzymem dekapujgcym. Jesli kapowane RNA nie jest substratem dla DE, sonda pozostaje nienaruszona
(prawa Sciezka). Jesli natomiast biatko usunie strukture czapeczki, RNA staje sie podatne na degradacje
egzonukleolityczng od korica 5’ (lewa $ciezka). W obu przypadkach probki poddaje si¢ inkubacji z Xrnl,
a nastgpnie ponownie zwija i inkubuje z DFHBI-1T. Na koniec wykonany zostaje odczyt intensywnosci
Sfluorescencji. Jesli RNA pozostatl nienaruszony, obserwujemy wysoki poziom emisji, w przeciwnym razie
obserwujemy obnizenie intensywnosci fluorescencji proporcjonalne do aktywnosci enzymu dekapujgcego.

7.1 Synteza chemiczna inicjatorow transkrypcji in vitro

Aby przygotowa¢ sondy RNA z réznymi wariantami czapeczki, zaprojektowano
i zsyntetyzowano seri¢ inicjatorow do reakcji transkrypcji in vitro opartych na di- lub
trinukleotydowych strukturach o ogdélnym wzorze XppArpG (Rysunek 34), ktore zapewniaja
wysoka wydajno$¢ kapowania i prawidtowg orientacje czapeczki.l’>¥® W tym celu
zastosowano strategi¢ syntezy konwergentnej, ktora minimalizuje straty wydajnosci
w wieloetapowych syntezach chemicznych oraz eliminuje ryzyko degradacji kapu w warunkach
prowadzenia reakcji. Sciezki syntezy wickszosci analogdéw czapeczki obejmowaly synteze
dinukleotydow pAmpG na podlozu staltym metoda amidofosforynows, ich pézniejsza
aktywacje do P-imidazolidow, a nastepnie reakcje sprzegania w obecnoéci jonoéw Mg (I1) lub
Zn (1) z odpowiednio zmodyfikowana pochodng difosforanu guanozyny (GDP, m’GDP,
TMGpp lub Rflvp). W przypadku inicjatora nikotynamidowego (NRppApG), zamiast

73



dinukleotydu pApG, aktywowano fragment pochodzacy od monofosforanu nikotynamidu.
Inicjator IVT dla RNA zakonczonego UDP-glukozg zostal zaprojektowany jako struktura
GlcppUpG (Rysunek 34) i zsyntezowany analogicznie do pozostatych dinukleotydow, przy
uzyciu dostgpnego handlowo a-D-glukozo-1-fosforanu i aktywowanego dinukleotydu pUpG.
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Rysunek 34 Di- oraz trinukleotydowe analogi kapu stanowigce inicjatory w reakcji transkrypcji in vitro.

7.1.1  Synteza unikalnych wariantow struktury kapu, Xpp(p)

W niniejszym podrozdziale opisana zostanie metodyka otrzymywania 5’-difosforanu
guanozyny (GDP), 5’-difosforanu N’-metyloguanozyny (m’GDP), 5’-difosforanu N2, N2, N’-
trimetyloguanozyny (TMGDP) oraz monofosforanu nikotynamidu (NMN), ktore w kolejnych
etapach wykorzystane zostaty do syntezy di- i trinukleotydowych struktur kapu. Pozostate
monofosforany, tj. monofosforan ryboflawiny (Rflvp) i glukozy (Glcp) to zwiazki dostepne
handlowo i jedynym dziataniem, jakie nalezalo podja¢ przed przystgpieniem do reakcji
sprzegania z ich udzialem, byla wymiana soli sodowych na trietyloamoniowe przy
wykorzystaniu kolumny wypetnionej kationitem DOWEX. Przebieg reakcji kontrolowano za
pomoca RP-HPLC oraz MS o niskiej rozdzielczosci. Produkty izolowano z mieszaniny
reakcyjnej, stosujac chromatografie kolumnowa na ztozu DEAE Sephadex A-25 (forma
HCO3) w liniowym gradiencie TEAB, a nast¢pnie odparowano z dodatkiem EtOH, chyba, ze
zaznaczono odstgpstwo od tej procedury.

7.1.2  Otrzymywanie difosforanow guanozyny

Sol sodowa 5’-difosforanu guanozyny (GDP) jest zwigzkiem handlowo dostepnym.
W przypadkach wielu partii produktu jest on zanieczyszczony 5’-monofosforanem guanozyny
(okoto 20% zanieczyszczen) totez wymiane soli sodowych na trietyloamoniowe korzystnie jest
przeprowadza¢ poprzez oczyszczanie na kolumnie jonowymiennej w liniowym gradiencie
buforu TEAB. W rezultacie otrzymywany jest difosforan wolny od zanieczyszczen
i jednoczes$nie przeksztatcony w odpowiednig s6l. Sama wymiana kationéw jest konieczna ze
wzgledu na niska rozpuszczalno$¢ soli sodowych GDP w rozpuszczalnikach organicznych
(DMSO, DMF), w ktérych prowadzone sg reakcje. Tak przygotowany substrat jest zwigzkiem
wyjsciowym w dalszych reakcjach modyfikacji difosforanu lub moze by¢ wykorzystany
bezposrednio do sprzegania do kapu GpppApG.
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7.1.21  Synteza difosforanu monometylowanej guanozyny

Selektywne metylowanie w pozycji N’ podjednostki guanozyny przeprowadzono wedhg
dwodch réznych protokotow, a ich wybdr byl podyktowany rozpuszczalno$cig substratu
(Rysunek 35). W przypadku trudno$ci uzyskania klarownego roztworu odpowiedniego
difosforanu w DMSO, bezpieczng opcja byl wybor reakcji prowadzonej z siarczanem dimetylu
((CH3)2S02) w $rodowisku wodnym, przy pH roztworu utrzymywanym przez caly przebieg
reakcji na poziomie 4. Metylowanie prowadzone w rozpuszczalniku organicznym wymagato
uzycia nadmiaru jodku metylu (CHal, 4 — 12 eq.), ktorego pozostatosci, po petnej konwersji
substratu w produkt zneutralizowano poprzez dodanie do mieszaniny pirosiarczynu sodu.
Niezaleznie od wybranej strategii, produkt izolowano z mieszaniny reakcyjnej stosujac
chromatografi¢ jonowymienng. Wydajnosci koncowe tak prowadzonych reakcji miescily sig
w przedziale 57 — 68%. Produkt w postaci soli trietyloamoniowej otrzymywano przez
odparowanie roztworu uzyskanego po chromatografii do sucha z etanolem i w takiej formie
mogl by¢ uzyty w reakcji sprzegania do trinukleotydowego kapu.
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Rysunek 35 (4) Schemat reakcji przedstawiajgcy dwa rézne podejscia do selektywnego metylowania
w pozycji N7 guanozyny. (B) Widmo MS oraz chromatogram RP-HPLC dla m’GDP po przeprowadzonym
0czyszczaniu.

7.1.2.2  Synteza difosforanu hipermetylowanej guanozyny

Synteza trimetylowanego 5°-difosforanu guanozyny (m3s?%>’GDP) przeprowadzona zostata
wedtug siedmioetapowej $ciezki syntezy, w ktorej zwigzkiem wyjsciowym byla handlowo
dostepna guanozyna (Rysunek 36A). Wieloetapowo$¢ calego procesu podyktowana byla
koniecznos$cig zabezpieczania grup funkcyjnych guanozyny podczas przeprowadzonego
metylowania egzoocyklicznej aminy w pozycji 2 zasady na drodze aminowania redukcyjnego.
Fosforylacja w pozycji 5°-O guanozyny przebiegala wedlug procedury opisanej przez
Yoshikawe.?”t  N2,N2-Dimetyloguanozyna zostata zawieszona w fosforanie trimetylu
PO(OCH3)3, a nastgpnie do mieszaniny dodano dwukrotnie przedestylowany chlorek fosforylu
(POCI3). Duzy rozmiar adduktu rozpuszczalnika z POCls, a co za tym idzie zawada steryczna,
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warunkuje regioselektywnos$¢ tej metody, ograniczajac si¢ do najbardziej wyeksponowanej
grupy 5’-OH nukleozydu. Wydhuzenie tancucha fosforanowego o kolejna podjednostke odbyto
si¢ z zastosowaniem chemii P-imidazolidow. W pierwszym kroku przeprowadzono aktywacje
nukleotydu, wykorzystujac wspomniang juz w podrozdziale 7.1.4 reakcj¢ Mukaiyamy
i Hashimoto.?2 Zaopatrzenie nukleotydu w dobra grupe opuszczajacg umozliwia zajécie reakcji
z innym ugrupowaniem fosforanowym, stanowigcym nukleofil. Reakcja ta nie mogtaby jednak
zaj$¢ bez neutralizacji tadunkoéw ujemnych znajdujacych si¢ zaré6wno na elektofilu, jak
i nukleofilu. W tym celu stosuje si¢ chlorki metali dwuwarto$ciowych (np. ZnCly), ktore
umozliwiaja zblizenie si¢ obu reagujacych podjednostek, poprawiajac jednoczesnie
rozpuszczalno$¢ zwigzkéw w DMF. Dodatkowo Zn?* jest w stanie skompleksowaé atom azotu
obecny w grupie opuszczajacej, ostabiajac tym samym wigzanie N-P.?”® Dodatni tadunek na
atomie azotu w pozycji N’ zasady azotowej obniza stabilno$¢ zwigzku, totez etap metylowania
zaplanowano jako ostatni w calej $ciezce. Ze wzgledu na niska rozpuszczalnos$¢ zwigzku
m,?2GDP w polarnych rozpuszczalnikach aprotycznych, takich jak DMSO lub DMF, reakcje
przeprowadzono w wodzie, tak jak opisano w podrozdziale 7.1.2.1. Na kazdym z opisanych
etapow przebieg reakcji kontrolowano za pomoca RP-HPLC i/lub rejestrujac widma MS
o niskiej rozdzielczosci (Rysunek 36B). Izolacja produktow wymagata zastosowania
chromatografii jonowymiennej DEAE Sephadex A-25. Produkt koncowy ms?>2’GDP w postaci
soli trietyloamoniowej zostal doktadnie wysuszony pod zmniejszonym ci$nieniem i w takiej
formie zostat uzyty w reakcji sprzegania do trinukleotydowego kapu.
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Rysunek 36 (4) Schemat Sciezki syntezy ms>*>'GDP. (B) Przyktadowe widmo MS oraz chromatogram RP-
HPLC dla oczyszczonego produktu koricowego — ms?>2’GDP .

7.1.3  Synteza chemiczna dinukleotydow na podtozu statym

Syntezy na podtozu statym metoda amidofosforynowa (Rysunek 37A), w wyniku ktérych
otrzymywatam dinukleotydy pApG, pAmpG oraz pUpG, byly przeprowadzane z uzyciem
automatycznego syntetyzera AKTA OligoPilot™ Plus 10 oraz dostepnego handlowo stalego
ztoza polistyrenowego, o wysokim stopniu obsadzenia guanozyng (0k. 300 pmol/g podtoza).
Zastosowanie automatycznej syntezy na podtozu statym do otrzymania dinukleotydéw znacznie
przyspiesza proces syntezy, jednocze$nie wprowadzajac znaczne oszcz¢dnosci w kontekscie
zuzytych rozpuszczalnikoéw, jednak posiada tez ograniczenia w postaci niewielkiej skali reakcji
zwigzanej z pojemnoécia kolumny na podtoze (maksymalnie 50 pmol substratu limitujacego).
Zastosowanie bezwodnych rozpuszczalnikéw i przeprowadzanie reakcji w pomieszczeniu
o kontrolowanym poziomie wilgotnosci powietrza, gwarantowato wysoka wydajnosé
poszczegolnych etapow, co w przypadku syntezy manualnej jest duzym wyzwaniem.

Kolejne etapy, a wige odcinanie od ztoza i odbezpieczanie grup aminowych w zasadach
azotowych sa prowadzone poza syntetyzerem. Podczas przeprowadzania syntezy zastosowano
opisang w literaturze procedure, ktéra zoptymalizowano i dostosowano do swoich potrzeb.?”
Modyfikacje te wprowadzono na etapie odcigcia dinukleotydu od zltoza, wydluzajac czas
inkubacji probki z AMA (ang. ammonium hydroxide/methyl amine, 1/1, v/v) (90 minut zamiast
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60 minut) oraz podwyzszajac temperatur¢ inkubacji (55°C zamiast 37°C). Pozwolito to
zmaksymalizowa¢ wydajno$¢ tego etapu, jednoczesnie nadal zapewniajac warunki, w ktorych
kap jest stabilny. Przebieg reakcji byt kontrolowany za pomoca RP-HPLC oraz poprzez
rejestrowanie widm MS (Rysunek 37B). Kazdy z dinukleotydow byl oczyszczany
z wykorzystaniem jonowymiennej chromatografii kolumnowej na ztozu DEAE Sephadex A-25
(forma HCO3") w liniowym gradiencie TEAB. Wydajnosci koncowe tak prowadzonych reakcji
miescity si¢ w przedziale 64 — 71%. Zwiazki wyizolowane w postaci soli trietyloamoniowych
byly poddane reakcji aktywacji do P-imidazolidéw poszczegdlnych nukleotydow.
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Rysunek 37 Synteza na podfozu stalym (A) Schemat syntezy dinukleotydow na fazie stalej z zastosowaniem
chemii amidofosforynéw. (B) Przykiadowe widmo HRMS oraz chromatogram RP-HPLC dla dinukleotydu
pApPG.

7.1.4  Aktywacja dinukleotydow

Aktywacja dinukleotydow pNpG (gdzie N to dowolny nukleozyd) byta przeprowadzona
na podstawie procedury opisanej w pracy Mukaiyamy i Hashimoto.?? Grupa fosforanowa
znajdujaca si¢ na koncu 5’ pNpG stanowi bardzo stabe centrum elektrofilowe, totez konieczne
jest podstawienie jednego z atomdw tlenu dobrg grupa opuszczajgcg, aby w dalszych etapach
mogla zaj$c¢ reakcja sprzggania z inng podjednostka fosforanowa. P-imidazolidy nukleotydow
mozna otrzyma¢ w wyniku reakcji prowadzonej w rozpuszczalniku organicznym,
z wykorzystaniem nastepujacych reagentow: imidazol (10 — 16 eq.), 2,2’-ditiodipirydyna
(DTDP, 3 — 6 eq.), trifenylofosfina (PPhs, 3 — 6 eq.) oraz trietyloamina (TEA, 3 — 6 eq.)
(Rysunek 38). Sita napedowa tej reakcji jest tworzenie w jej wyniku stabilnego
termodynamicznie produktu ubocznego w postaci tlenku trifenylofosfiny, co gwarantuje silne
przesunigcie rownowagi reakcji w kierunku tworzenia produktow. Dzigki temu wydajnosci
reakcji mieszcza si¢ w zakresie 90 — 95%. Na potrzeby niniejszej pracy reakcje aktywacji byty
prowadzone w temperaturze pokojowej przez 2 — 2,5 godziny, a ich przebieg monitorowano za
pomocg RP-HPLC. Kazdorazowo reakcje zatrzymywano poprzez dodanie zimnego roztworu
NaClOs w acetonitrylu. Wytracony osad kilkukrotnie wirowano i przemywano $wiezg porcja
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zimnego acetonitrylu, az do uzyskania klarownego i bezbarwnego supernatantu. Osad
wysuszono pod zmniejszonym ci$nieniem i w takiej formie uzywano do dalszych reakcji.
Czysto$¢ P-imidazolidow po wytracaniu jest wysoka i nie ma potrzeby dodatkowego
oczyszczania zwigzku.
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Rysunek 38 (A) Schemat reakcji aktywacji dinukleotydow na przykladzie Im-pApG. (B) Przykladowe
widmo MS oraz chromatogram RP-HPLC dla Im-pApG.

7.1.5  Otrzymywanie aktywowanego monofosforanu nikotynamidu

Pierwszym krokiem do uzyskania aktywnej formy NMN byta hydroliza handlowo
dostepnej soli sodowej dinukleotydu nikotynamidoadeninowego (NAD™*) w obecnosci chlorku
cyrkonu (1V), ktéra prowadzita do otrzymania monofosforanu nikotynamidu oraz 5’-
monofosforanu adenozyny (Rysunek 39A).274 Reakcja prowadzona byla w podwyzszonej
temperaturze a jej przebieg kontrolowano za pomocg RP-HPLC oraz poprzez rejestrowanie
widm MS o niskiej rozdzielczosci (Rysunek 39B). Reakcje zakonczono wytracajgc fosforan
cyrkonu za pomocg roztworu NasPO, a nastepnie usuwajac osad za pomoca filtracji. Izolacje
produktu przeprowadzono wykorzystujac kolumng jonowymienng ze ztozem Sephadex A-25
w liniowym gradiencie buforu TEAB. Wysuszony w eksykatorze zwigzek w kolejnym kroku
zostat aktywowany imidazolem i wytracony w postaci soli litowej w zimnym acetonie (Rysunek
39C). Procedura aktywaciji jest analogiczna do opisanej w podrozdziale 7.1.4.
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Rysunek 39 (4) Schemat sciezki syntezy NMN-Im. (B) Przykiadowe widmo MS oraz chromatogram RP-
HPLC dla pétproduktu — NMN (C) Przykiadowe widmo MS oraz chromatogram RP-HPLC dla
0CzyszCzonego produktu koncowego — NMN-Im.

7.1.6  Reakcje sprzggania

Finalnym etapem syntezy konwergentnej, prowadzacym do otrzymania w pekni
funkcjonalnych analogdéw kapu jest reakcja sprzegania pomiedzy dwoma podjednostkami
nukleotydowymi (Rysunek 40A). Reakcje sprzegania aktywnych P-imidazolidéw
dinukleotydow z odpowiednio zmodyfikowanymi difosforanami guanozyny (GDP, m’GDP,
mM3?>27GDP) oraz monofosforanami ryboflawiny (Rflvp) i glukozy (Glcp) odbywaly sie w
warunkach bezwodnych (DMSO lub DMF), w obecno$ci nadmiaru bezwodnego chlorku cynku
badz chlorku magnezu. Przebieg syntez byt monitorowany za pomoca analiz wykonywanych
na RP-HPLC oraz MS. Czas potrzebny do uzyskania petnej konwersji substratow w produkt byt
mocno zrdéznicowany i duzej mierze zalezat od czystosci substratéw i jakosci rozpuszczalnikow.
Nawet $ladowe ilosci wody w mieszaninie reakcyjnej powodowaly, ze réwnoczes$nie ze
sprzgganiem zachodzita reakcja hydrolizy P-imidazolidéw oraz sprzeganie dinukleotydow
z P-imidazolidami do dimeréw w postaci GpNmp-PNm)pG, gdzie N = A lub U. Zwiazki finalne
izolowano z mieszaniny reakcyjnej przy uzyciu kolumny jonowymiennej ze ztozem Sephadex
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A-25, a nastgpnie doczyszczano na semi-preparatywnym RP-HPLC, uzyskujac produkt
w postaci soli amonowych o wysokim stopniu czystosci. Zwiazki koncowe poddawano
trzykrotnej liofilizacji, po czym przechowywano w temperaturze -20°C. Powodzenie etapu
oczyszczania zwigzkow koncowych stanowito w kolejnych krokach o wydajnosci kapowania
RNA w reakc;ji transkrypcji oraz wydajnosci samej transkrypcji.

W przypadku inicjatora NRppApG, zamiast dinukleotydu aktywowany zostat fragment
pochodzacy od monofosforanu nikotynamidu (NMN). W toku optymalizacji reakcji okazato sie,
ze stosujac strategi¢ opisang dla pozostatych analogow kapu, proces konwersji do produktu trwa
kilka dni a koncowa wydajno$¢ reakcji oscyluje w granicach 10 — 15%. Zmiana podjednostki,
ktora zostata aktywowana, znacznie przyspieszyta synteze i pozwolita na izolacj¢ produktu
z 54% wydajnoscia. Dalszy przebieg syntezy oraz metodyka izolacji czystego produktu zostata
niezmieniona.

Dla koncowych produktéw otrzymanych w wyniku reakcji sprzegania zarejestrowano
wysokorozdzielcze widma HRMS oraz przeprowadzono analiz¢ na RP-HPLC (Rysunek 40B).
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Rysunek 40 (4) Schemat reakcji sprzegania pomiedzy podjednostkami nukleotydowymi na przykladzie
kapu ms>27GpppApG. (B) Widmo HRMS oraz chromatogram RP-HPLC dla produktu koricowego —
ms?2’GpppApG .

7.2 Transkrypcja in vitro

7.2.1  Projektowanie sond aptamerowych

Matryce DNA stosowane w reakcjach IVT do syntezy RNA zostaty zaprojektowane tak,
aby zapobiec tworzeniu si¢ niepozadanych struktur drugorzedowych na koncu 5’ sondy.
Struktura czapeczki 5’ zostata oddzielona od aptameru Broccoli 17-merowym fragmentem
oligo(A) oraz 16-nukleotydowa sekwencja, aby zapewni¢ niezakldcone rozpoznawanie
czapeczki przez enzymy dekapujace. Aby zminimalizowaé ryzyko niekontrolowanego
parowania si¢ zasad wykorzystano RNAfold WebServer, jako metode in silico przewidywania
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struktury drugorzedowej (Rysunek 41), a nastgpnie narzedzie online RNAComposer do
przewidywania struktury trzeciorzedowej. Matryce zawierajg dodatkowo sekwencje promotora
®6.5 (CAGTAATACGACTCACTATA). Modyfikacje na koncu 5’ wprowadzono do
sekwencji RNA kotranskrypcyjnie. Sekwencja sondy RNA, sktadajaca si¢ z 70 podjednostek
nukleotydowych prezentuje si¢ nastgpujaco (sekwencja aptameru zostata pogrubiona
i podkreslona):

5’ Xpp(p)NGGGAAAAAAAAAAAAAAAAAGAGACGGUCGGGUCCAGAUAUUCGUA
UCUGUCGAGUAGAGUGUGGGCUCC 3°.
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Rysunek 41 Przewidywane struktury - i lll-rzedowe sondy aptamerowej, wygenerowane przy pomocy

RNAFold WebServer oraz RNAComposer.

Reakcje IVT przeprowadzono z udziatem inicjatoréw 0 strukturze Xpp(p)ArpG oraz
GlcppUpG, wprowadzanych jako jeden z substratow reakcji, a ich postaé zapewniata
prawidtowg orientacj¢ czapeczki. Kazdy analog kapu zostat dodany do mieszaniny reakcyjnej
IVT w 3-krotnym nadmiarze w stosunku do GTP w celu osiagni¢cia wysokiej wydajnosci
kapowania (>90%) i zadowalajacej wydajnosci koncowej reakcji (1,4 — 1,8 pg/pl mieszaniny
reakcyjnej). IVT prowadzono z zastosowaniem polimerazy RNA T7 oraz zaprojektowanej
matrycy DNA. Mieszanina reakcyjna byla buforowana za pomoca dostepnego handlowo
5x buforu transkrypcyjnego (ThermoFisher Scientific). Aktywno$¢ polimerazy byla silnie
uwarunkowana stezeniem jonéw magnezu, totez do reakcji, oprocz Mg?* obecnych w buforze,
dodano wodny roztwor MgClz (20 mM). Elementy budulcowe nici RNA (ATP, CTP, UTP) byly
dodawane w rownomolowych stezeniach 5 mM, za wyjatkiem GTP, ktorego niedomiar
w stosunku do pozostatych NTPow (2 mM) zapewnial preferencyjny wybdr analogu kapu
(6 mM) podczas inicjacji IVT przez polimeraze. Inhibitor RNazy RiboLock pehnit
w mieszaninie funkcj¢ ochronng nowopowstatej nici, zapobiegajac przed jej enzymatyczng
degradacja. Reakcj¢ prowadzono przez 4 godziny w temperaturze 37°C, nastgpnie kontynuujac
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przez kolejne po6t godziny z dodatkiem DNazy I. Ten ostatni etap zapewnial usunigcie
z mieszaniny pozostatosci matrycy DNA. Reakcje zakonczono kompleksujac jony Mg?*
wodnym roztworem EDTA, a naste¢pnie ekstrahowano mieszaning fenol-chloroform 1:1. RNA
oczyszczano nastgpnie metoda HPLC (Rysunek 42) na kolumnie Phenomenex Clarity Oligo-
RP w uktadzie faz odwroconych octan trietyloaminy (TEAA) i acetonitryl, a jakos$¢ kazdego
transkryptu zweryfikowano za pomocg elektroforezy zelowej PAGE z powinowactwem do APB
(Rysunek 43B).
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Rysunek 42 Oczyszczanie aptamerowego RNA za pomocq RP-HPLC na przykladzie (A) kap-0-poliA-
Broccoli oraz (B) NADpG-poliA-Broccoli. W oby przypadkach kolorem niebieskim zaznaczono fragment
sygnatu, ktory odpowiadat zebranej frakcji RNA.

Warto zaznaczyé, ze wykorzystywany w analizie PAGE handlowo dostepny kwas
3-akryloamidofenyloboronowy musial by¢ poddany trzykrotnej rekrystalizacji, przed
przystapieniem do analiz. Deklarowany przez producenta 98% poziom czystosci zwiazku nie
byt wystarczajacy, aby moc go z powodzeniem wykorzysta¢. Analiza elektroforetyczna z 1%
dodatkiem APB do poliakrylamidu, jest oparta na oddziatywaniu cis-diolowych ugrupowan,
obecnych w pozycji 2°/3” rybozy w strukturze kapu, a ugrupowaniem boronowym. Tworzace
si¢ kompleksy warunkuja zmiang tempa migracji w zelu, separujac RNA na posiadajace
i nieposiadajace kap (Rysunek 43A). Procedura ta znana jest od lat 70-tych ubieglego wicku,
jednak przywrdocona do praktyki zostata dopiero w ostatnim 10-leciu przez profesora Andresa
Jaschke i do tej pory jest z powodzeniem stosowana.?’
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Rysunek 43 Elektroforeza zelowa z powinowactwem do APB (A) Schemat reakcji tworzenia sig
kompleksow pomiedzy ugrupowaniem cis-diolowym reszty cukrowej a APB. (B) Wizualizacja probek
kapowanego (1.-5.) i niekapowanego (6.) RNA na zelu PA/TBE/APB. Rysunek przygotowany na podstawie
pracy Igloi & Kégssel.?’8

Zebrane frakcje zawierajace RNA byly nastepnie wytracane octanem sodu w 99% EtOH
i wykorzystywane w dalszych eksperymentach. Stgzenie masowe finalnych probek RNA
wyznaczano wykonujac pomiar absorbancji (A = 260 nm). W wyniku opisanej powyzej
procedury otrzymano 8 sond aptamerowych, ktorych struktury konca 5’ oraz wydajnosci reakcji
IVT zestawiono w Tabela 1.

Tabela 1 Zestawienie otrzymanych sond aptamerowych oraz odpowiadajgce im wydajnosci reakcji IVT.
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7.3 Walidacja metody do analizy sond aptamerowych RNA

Zsyntezowane

profesora S.

Jaffrey’a.?”’

sondy aptamerowe postuzyly w kolejnym
przeprowadzenia testu, majacego ustali¢ preferencyjnos¢ substratowa enzymow degradujacych
kap. Zaprojektowana metoda analityczna opierala si¢ na wykorzystaniu fluorogenicznego
liganda DFHBI-1T, opracowanego i zastosowanego po raz pierwszy w badaniach przez grupe
pierwszy fluorogeniczny,

W 2011 roku uzyskali oni
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niskoczasteczkowy zwigzek DFHBI, ktory wykazywat fluorescencje¢ dopiero po zwigzaniu
z odpowiednio zaprojektowang sekwencjag RNA.?"® Struktura tej czgsteczki jest analogiem
fluorofora biatka GFP, ktory powstaje z trzech reszt aminokwasowych, Ser65-Tyr66-Gly67,
ktore ulegaja autokatalitycznej wewnatrzczasteczkowej cyklizacji. Powstaly fluorofor,
4-hydroksybenzlidenoimidazolinon (HBI), jest unieruchomiony wewnatrz biatka, umozliwiajac
emisj¢ jego fluorescencji. Chemicznie syntezowany HBI, jako samodzielna czasteczka nie
wykazuje fluorescencji, podobnie jak zdenaturowane biatko GFP. Wystarczy jednak ponowne
zwiniecie struktur, aby fluorescencja byla przywrocona.?’”?’ DFHBI-1T powstat jako wariant
czasteczki DFHBI i po utworzeniu kompleksu z aptamerem wykazywal, oprocz przesunigcia
dtugosci fal odpowiadajacych maksimum wzbudzenia i emisji fluorescencji, ogblny wzrost
poziomu jasnosci, co przektada si¢ na niewielki wzrost wspotczynnika ekstynkcji oraz wzrost
wydajnosci kwantowej w stosunku do pierwowzoru (Rysunek 44).27 Ligand ten jest
przyktadem rotora molekularnego, a wigc dwuelementowej czasteczki zdolnej do tworzenia
stanow skreconych (ang. twisted state), wiazacych si¢ z przeniesieniem tadunku w wyniku
obrotu jednego z segmentow wzgledem drugiego. Wewnatrzczasteczkowa rotacja powoduje
zmiane energii stanow podstawowego i wzbudzonego oraz przebieg procesu relaksacji.
Unieruchomienie rotora poprzez jego zwigzanie si¢ (np. z biatkiem lub aptamerem) powoduje
jednoczesne zablokowanie procesu przeniesienia ladunku i ,,wtgczenie” fluorescencji.?”
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Rysunek 44 Widma wzbudzenia (linia przerywana) i emisji (linia ciggla) kompleksow aptamer-fluorofor,
przedstawione jako procent maksymalnej fluorescencji wzbudzenia i emisji dla kazdego z kompleksow
(A,B,C). Numeracja w (A) wskazuje schemat numeracji atoméw pierscienia imidazolinonu. Rysunek
zaczerpnieto z pracy Song et al.*"

Na etapie wyboru ukladu pomiarowego przetestowane zostaly dwie sekwencje
aptamerowe, Broccoli oraz Baby Spinach. Ze wzgledu na korzystniejszy stosunek
intensywnosci fluorescencji pochodzacej od kompleksu do intensywnos$ci pochodzacej od tla,
do dalszych testow wykorzystano sekwencj¢ Broccoli i to na jej podstawie zaprojektowano
sondy RNA. Walidacje¢ metody rozpoczgto od ustalenia zaleznosci zachodzacych migdzy
poszczegdlnymi elementami uktadu w kontekscie intensywnosci fluorescencji. Zgodnie
z zatozeniami i doniesieniami literaturowymi, ligand DFHBI-1T nie wykazuje fluorescencji
przebywajac w formie niezwigzanej z aptamerem, a dopiero po zwinieciu z RNA (Rysunek
45A). Dodatkowo potwierdzono, ze stgzenie DFHBI-1T nie wptywa silnie na intensywno$¢
fluorescencji, o ile wystepuje w nadmiarze w stosunku do RNA (Rysunek 45B). Ustalono, ze
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intensywno$¢ fluorescencji (wzbudzenie: 472 nm, emisja: 507 nm) ponownie sfaldowanego
aptameru w obecnosci fluorogenicznego rotora molekularnego DFHBI-1T, jest proporcjonalna
do stgzenia RNA w szerokim (60 — 600 nM) zakresie stezen (Rysunek 45C, D).
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Rysunek 45 (4) 10 uM roztwor buforowy fluoroforu DFHBI-IT nie wykazuje znaczqcej emisji
Sfluorescencji. Po dodaniu 200 nM niekapowanej sondy aptamerowej RNA i ponownym zwinieciu
obserwuje si¢ duzy wzrost intensywnosci fluorescencji (pasmo z maks. 507 nm). (B) Nie wystepuje
korelacja pomigdzy intensywnosciq fluorescencji a stezeniem liganda DHFBI-1T. (C) Struktura chemiczna
fluorogenicznego liganda DFHBI-IT. (D) Intensywnos¢ mierzonej fluorescencji koreluje ze stezeniem
sondy RNA. (E) Intensywnos¢ fluorescencji koreluje ujemnie ze wzrostem stezenia enzymu dekapujgcego,
potwierdzajgc, Ze usunigcie czapeczki umozliwia dalszq degradacje 5'-egzonukleolityczng przez Xrnl.
50 nM enzymu dekapujgcego zostato uzyte jako standardowe stezenie w eksperymentach profilowania
aktywnosci.

Aby oceni¢ zaprojektowang sekwencje RNA, inkubowano sonde kap-0-RNA
z drozdzowym wariantem enzymu dekapujacego — SpDcp2 w roznych stg¢zeniach enzymu przez
30 minut, a nastgpnie z 5’-egzorybonukleaza Xrnl przez kolejne 30 minut, aby catkowicie
zdegradowac wolne od kapu transkrypty. Nastepnie probka byta poddana obrébce termicznej
w obecnosci DFHBI-1T w celu ponownego zlozenia pozostatych, nienaruszonych
(tj. nieodcigtych, a zatem niezdegradowanych przez Xrnl) RNA w kompleks fluorescencyjny.
Poniewaz RNA pozbawione struktury kapu sg degradowane przez Xrnl, a zatem nie mogg
tworzy¢ aptamerow, obserwowany sygnal fluorescencji (Rysunek 45E) jest ujemnie
proporcjonalny do aktywnosci testowanego enzymu. Zgodnie z oczekiwaniami,
zaobserwowano wzrost aktywnosci SpDcp2 wraz ze wzrostem stezenia tego enzymu, chociaz
korelacja nie byta liniowa, poniewaz stosunek substratu do enzymu zmienial si¢ znaczaco
podczas reakcji. Dalsze testy z wykorzystaniem sond RNA z innymi czapeczkami wykazaty, ze
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w celu zréznicowania aktywnosci enzyméw wzgledem okreslonych struktur czapeczki, reakcje
nalezy przeprowadzi¢ z nadmiarem RNA w stosunku do enzymu. Ustalono, ze optymalne
stezenia substratu i enzymu, ktore zapewniaja maksymalny stosunek sygnalu do szumu przy
najnizszych mozliwych kosztach syntetycznych, wynosza 600 nM RNA i 50 nM enzymu
(12-krotny nadmiar). Wszystkie etapy wchodzace w sktad testu FLINT oraz dwie mozliwe
$ciezki interakcji pomigdzy sonda a enzymem schematycznie przedstawia Rysunek 33.

7.4 Profilowanie substratowe enzymow dekapujacych

Zoptymalizowany test zostal nastepnie wykorzystany do zbadania aktywnosci
fosfohydrolitycznej siedmiu réznych biatek (hDcp2/Dcpl, hDcpS, hNUDT16, mDXO,
EcRppH, VACV D9 i 5’-poliPH) wobec siedmiu réznych struktur kapu i 5’-trifosforanu
(Rysunek 46A). Zgodnie z wczesniejszymi doniesieniami literaturowymi, kompleks
hDcp2/Dcpl wykazywat silng aktywnos¢ glownie wobec kanonicznych struktur kap-0 i kap-1
oraz umiarkowang aktywno$¢ wobec niemetylowanej struktury GpppA 1 kapu
trimetyloguanozynowego (TMG), podczas gdy RNA pozbawione kapu (ppp-poliA-Broccoli)
i RNA z niekanonicznymi kapami (NAD, FAD, UDP-Glc) pozostaty nienaruszone. Inny
cztonek rodziny Nudix, hNUDT16, wykazal znaczng aktywnos$¢ zar6wno wobec czapeczek
NAD, jak i FAD bez znaczacej aktywnosci w stosunku do RNA z innymi analogami struktur
kapu. Jest to sprzeczne z wczesniejszymi doniesieniami, ktore wskazywaty, ze hNUDT16 jest
w stanie akceptowaé zaréwno snoRNA U8 (z czapeczka TMG), jak i mRNA (z czapeczka m’G)
in vitro.28928! Roznica ta moze wynikaé z faktu, ze hNUDT16 wymaga dwuwarto$ciowych
jonéw Mn?* lub Co?* do hydrolizy struktur m’G, ktére nie byty wykorzystywane w niniejszym
tescie.® Zastosowane w niniejszej pracy warunki (z dodatkiem jedynie jonow Mg?*), ktore
wydaja si¢ by¢ bardziej istotne biologicznie, sugerujg preferencj¢ dla struktur podobnych do
metabolitow, co jest zgodne z ostatnimi badaniami nad tym enzymem. Co ciekawe, biatko D9
wirusa krowianki wykazywato umiarkowana aktywnos$¢ tylko na substratach z kapem-0,
z bardzo niskg w przypadku pozostatych testowanych struktur kapu. Zgodnie z naszg wiedza,
enzym ten nie byt wezesniej badany na RNA o strukturze kapow innej niz m’G.* Bakteryjna
fosfohydrolaza Nudix, RppH, wykazywala wiele aktywnosci, z ktorych zadna nie przekraczata
30% poziomu dekapingu w warunkach stosowanych w te$cie. mDXO, uwazany za znaczacy
element kontroli jakoéci pre-mRNA, degradowat gléwnie niekanoniczne konce 5° RNA (NAD,
FAD, UDP-Glc), ale, co zaskakujace, wykazywata jedynie bardzo staba aktywnos$¢ wobec
nieprawidlowej czapeczki GpppA, poréwnywalng do obserwowanej dla czapeczki TMG. 282283
Zgodnie z oczekiwaniami dla enzymu hDcpS, ktory dziala tylko na bardzo krétkich substratach
RNA (do 10 nukleotydow w sekwencji), zaobserwowalismy niewielki stopien degradacji
kazdego z testowanych transkryptow. Wreszcie, przetestowalismy handlowo dostepna
rekombinowang 5’ polifosfatazg, ktora jest powszechnie stosowana do hydrolizy
5’-trifosforanéw do 5’-monofosforandw. Wykazywala ona rzeczywiscie bardzo wysoka
aktywno$¢ w przypadku 5°-trifosforylowanego RNA, ale wykazywata rowniez umiarkowana
w stosunku do 5’-glukozo-1-fosforylowanego RNA. Wyniki uzyskane dla wszystkich 7 biatek
zostaly zestawione w postaci mapy ciepta (Rysunek 46B). Przedstawione warto$ci odpowiadajg
degradacji RNA znormalizowanej do kontroli negatywnej, 100% oznacza pelng degradacje
RNA (tj. brak fluorescencji); 0% oznacza wynik poréwnywalny z kontrola negatywna
(maksymalny poziom fluorescenciji).
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Rysunek 46 (4) Znormalizowane profile intensywnosci fluorescencji siedmiu badanych enzymoéw
degradujgcych kap. Stupki przedstawiajq procentowy stosunek intensywnosci fluorescencji przy 507 nm
probki zawierajgcej 10 uM DFHBI-I1T, 0,6 uM RNA, 2U Xrnl i 50 nM enzymu dekapujgcego. Kontrola
negatywna zawierata: 10 uM DFHBI-1T, 0,6 uM RNA i 2U Xrnl (bez enzymu dekapujgcego). Kazdy
stupek reprezentuje Sredniq = SD z co najmniej trzech niezaleznych eksperymentow. Istotnosc¢ statystyczna:
brak symbolu — nieistotne, * — P < 0,05, ** — P < 0,01, *** — P < 0,001, **** — P < 0,0001 (test t). (B)
Mapa ciepta siedmiu enzymow dekapujgcych w porownaniu z oSmioma sondami RNA zakonczonymi
analogami czapeczki 5'. Wartosci odpowiadajq degradacji RNA znormalizowanej do kontroli negatywnej.
100% oznacza petng degradacje RNA (tj. brak fluorescencji); 0% oznacza wynik porownywalny z kontrolg
negatywng.

Wszystkie eksperymenty dekapingu, ktorych rezultaty byly uzyskane w wyniku odczytu
poziomu intensywnos$ci fluorescencji na czytniku mikroptytek, zostaly niezaleznie
zweryfikowane przy uzyciu elektroforezy z powinowactwem do APB. 15% zel
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poliakrylamidowy byt kopolimeryzowany z 1% (v/v) APB, zapewniajac tym samym lepsza
separacje pasm RNA posiadajacych nienaruszong strukture, od pasm odpowiadajacych
niekapowanemu RNA. Wyniki analiz PAGE byly w dobrej zgodnosci z danymi uzyskanymi
z testu dekapingu FLINT opartego na aptamerach, potwierdzajac tym samym jego
wiarygodno$¢ (Rysunek 47A, B).
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Rysunek 47 (4) Wykresy wzglednej intensywnosci fluorescencji uzyskanych w wyniku testu FLINT
przeprowadzonego dla komercyjnego enzymu 5°-polifosfatazy (5'PollPH). Prébka kontrolna zawierala
2 ug sondy RNA inkubowanej z 2U Xrnl przez 30 minut w 37°C. Probka badawcza zawierata 2 ug sondy
RNA inkubowanej z 50 nM 5'PollPH przez 30 minut w 37°C, a nastepnie z 2U Xrnl przez 30 minut
w 37°C. Kazdy stupek to srednia = SD z co najmniej 3 niezaleznych eksperymentow. (B) Walidacja testu
dekapowania FLINT za pomocq elektroforezy z powinowactwem do APB.

W nastepnym kroku zoptymalizowany test dekapingu zostat poddany ocenie, w celu
ustalenia jego przydatnosci do badan przesiewowych. Sonde kap-0-RNA inkubowano
z kompleksem hDcp2/Dcpl (kontrola pozytywna) lub jego katalitycznie nieaktywnym
mutantem E148Q (kontrola negatywna) w wielu powtorzeniach (po 120), a nastepnie poddano
dziataniu Xrnl i ponownie zwini¢to RNA w obecnosci DFHBI-1T. Intensywnos¢ fluorescencji
okreslono ilosciowo za pomoca czytnika mikroplytek i przeprowadzono analiz¢ statystyczna
(Rysunek 48).284 Warto zauwazy¢, ze dyspersja punktu danych byta stosunkowo niska zaréwno
dla probek pozytywnych, jak i negatywnych (wspotczynnik zmiennosci CV dla kazdej plytki
mie$cit sie w zakresie 11 — 12% dla kontroli pozytywnych i 6 — 7% dla kontroli negatywnych)
i nie zaobserwowano zadnych oznak systematycznych zrédet zmiennosci, zarowno w obrebie
plytek, jak i migdzy nimi. Okno sygnatowe (SW = 5,92) i wspolczynnik Z' (0,56) wskazuja, ze
test FLINT oparty na aptamerowym RNA jest niezawodng metodg badania aktywnosci
enzymow dekapujacych (Rysunek 48).
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Rysunek 48 Ocena przydatnosci testu FLINT w wysokoprzepustowych testach przesiewowych.
Eksperyment wykonano z uzyciem sondy kap-0-poliA-Broccoli. Probki stanowigce kontrole negatywne
byly inkubowane w obecnosci nieaktywnego katalitycznie mutanta enzymu hDcp2/Dcpl — E148Q,
natomiast probki bedgce kontrolami pozytywnymi inkubowano z enzymem hDcp2/Dcpl. Pomiar wykonano
na trzech 96-dotkowych plytkach (jedng potowe plytki zajmowaly kontrole pozytywne a drugg — kontrole
negatywne), tak aby mozliwe byto porownanie zmiennosci wynikow pomiedzy poszczegolnymi plytkami.

7.5 Charakterystyka inhibitorow dekapingu

Po przeprowadzonym profilowaniu aktywnosci réznych biatek zdecydowano si¢ na
weryfikacje¢, czy zaprojektowany test FLINT jest odpowiedni do scharakteryzowania sity
dziatania inhibitoréw dekapingu. W tym celu wybrano enzym dekapujacy VACV D9, ktory
wykazat wysoka specyficznos¢ dla struktury kap-0 i jako biatko wirusowe moze by¢ uwazany
za modelowy cel terapeutyczny. Przetestowano dwa zwiazki, ktore zostaty zidentyfikowane
jako inhibitory D9 w poprzednio opisanym badaniu (Rysunek 49A)¥7, a mianowicie
5°-trifosforan 7-metyloguanozyny (m’GTP) i inhibitor kinazy zaleznej od cyklin — roskowityng
(Seliciclib) (Rysunek 49B). Zgodnie z wczesniejszymi wynikami, zaobserwowano znaczace
poziomy inhibicji VACV D9 dla obu zwigzkow (okoto 80% dla roskowityny i 40% dla m’GTP),
potwierdzajagc uzyteczno$¢ opracowanej analizy do badan przesiewowych inhibitorow
enzymow dekapujacych. Dodatkowo przeprowadzono testy inhibicji hDcp2/Dcpl wobec
kap-0-poliA-Broccoli (Rysunek 49C). Przetestowano dwa trinukleotydowe analogi struktury
kapu: kap-0 i kap-1 oraz dinukleotyd RflvppApG, kazdy w stezeniu 10 pM i 100 pM. Wynik
eksperymentu wskazuje, ze niezaleznie od zastosowanego stezenia trinukleotydowych
analogow kapu, nie wptywajg one na aktywno$¢ enzymu hDcp2/Dcpl. Dla dinukleotydowego
analogu struktury kapu (100 uM RflvppApG) zarejestrowano znacznie wyzsza intensywnosci
fluorescencji (na poziomie 60%), co §wiadczy o zahamowaniu aktywnosci enzymu. Wszystkie
uzyskane warto$ci normalizowano do Kkontroli, ktora stanowit kap-0-poliA-Broccoli
z dodatkiem Xrnl, lecz bez dodatku enzymu dekapujacego. Dane literaturowe wyraznie
wskazuja, ze efektywno$¢ hydrolizy przeprowadzanej przez Dcp2 wzrasta dla substratow
o dtuzszych sekwencjach.® Niewykluczone jednak, ze krotkie, jedynie 3-nukleotydowe
fragmenty RNA roéwniez moga by¢ akceptowane i pelni¢ w tej sytuacji rolg¢ kompetytora, co
tlumaczyloby nieznacznie wyzszy poziom FLINT dla probek zawierajacych kap-0 i kap-1.
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W opinii Autorki jest to jednak do§¢ $miata interpretacja i wymagataby przeprowadzenia
dodatkowych eksperymentéw weryfikujacych.

7.6  Badania kinetyki dekapingu

Nastepnie, we wspolpracy z mgr. Mateuszem Fido, przeprowadzona zostala proba
wykorzystania testu FLINT do monitorowania kinetyki procesu dekapowania in vitro. W tym
celu przeprowadzono czasowo-rozdzielcza kwantyfikacj¢ hydrolizy sondy kap-1-poliA-
Broccoli przez ludzki kompleks Dcp2/Dcpl. Sond¢ w stezeniach od 0,6 uM do 5 uM
inkubowano z enzymem dekapujacym przez 60 minut, a nastgpnie traktowano Xrnl, ponownie
zwijano w obecnosci DFHBI-1T i odczytywano intensywno$¢ fluorescencji. Wyniki byty
podobne do tych wczesniej opisanych dla kompleksu dekapujacego SpDcp2/Depl przy uzyciu
analizy kinetyki pojedynczego obrotu (Rysunek 49D).134286
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Rysunek 49 (4) Znormalizowana intensywnos¢ fluorescencji 200 nM VACV D9 inkubowanego z Xrnl i 1
mM odpowiedniego inhibitora. Poziom fluorescencji kap-0-poliA-Broccoli, inkubowanego z 200 nM D9
i Xrnl bez dodatku inhibitora jest pokazany na biato. Kazdy stupek reprezentuje srednig +SD z co najmniej
trzech niezaleznych eksperymentow. Istotnos¢ statystyczna: brak symbolu — nieistotne, * — P < 0,05, ** —
P <0,01, *** - P < 0,001, **** - P < 0,0001 (test t). (B) Struktury chemiczne inhibitorow VACV D9. (C)
Znormalizowana intensywnosé fluorescencji 50 nM hDcp2/Dcepl inkubowanego z Xrnl i odpowiednimi
analogami struktury kapu w stezeniach 10 uM oraz 100 uM. Poziom fluorescencji kap-0-poliA-Broccoli,
inkubowanego z 50 nM hDcp2/Dcpl i Xrnl bez zadnego inhibitora jest pokazany na biato. Kazdy stupek
reprezentuje sredniqg £ SD z co najmniej trzech niezaleznych eksperymentow. (D) SzybkoS¢ reakcji
hDcp2/Dcepl-RNA jako funkcja stezenia kap-1-poliA-Broccoli, dopasowana za pomocq rownania modelu
Michaelisa-Menten (GraphPad Prism). W tabeli przedstawiono uzyskane parametry kinetyczne.

7.7 Badanie procesu dekapingu w ekstraktach komorkowych

Opisane w poprzednich rozdziatach eksperymenty z udziatem sond aptamerowych byly
przeprowadzone w do$¢ prostych i kontrolowanych warunkach, totez postanowiono sprawdzic,
czy spelnia one swoja role w bardziej ztozonych uktadach biologicznych. W tym celu
zaprojektowano eksperyment enzymatyczny z udzialem modelowych sond kap-0-poliA-
Broccoli oraz RflvppApG-poliA-Broccoli, ktore byty poddawane degradacji przez hDcp2/Depl
lub mDXO oraz Xrnl w lizatach pochodzacych z komérek HEK293F (ludzkie keratynocyty
naskérka). Test przeprowadzono zgodnie z procedurg stosowang podczas profilowania
substratowego enzymow dekapujacych. Niski poziom intensywnosci fluorescencji, uzyskany
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dla sond inkubowanych jedynie z lizatem komoérkowym, wskazuje na obecno$¢ w probce
enzyméw zdolnych zaréwno do dekapingu badanego RNA, jak i jego procesywnej degradacji
(Rysunek 50A,B). Ponizszy eksperyment nie pozwala niestety wskaza¢ konkretnego
mechanizmu degradacji sondy (moze to by¢ zarowno degradacja prowadzona przez endo- jak
i egzonukleazy). Przeprowadzenie analizy na 15% zelu poliakrylamidowym (Rysunek 50C)
pozwolito wnioskowaé jednak, ze niski poziom intensywnosci fluorescencji wynika
z degradacji struktury aptameru, a nie inhibicji jego wigzania z ligandem.
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Rysunek 50 Degradacja enzymatyczna sond (A) kap-0-poliA-Broccoli oraz (B) RflvppApG-poliA-Broccoli
w obecnosci bialek pochodzgcych z lizatow komorkowych HEK293F. W reakcjach enzymatycznych
zastosowano 0,6 uM RNA, 2U Xrnl, 50 nM hDcp1/2 lub mDXO oraz 1,27 uM lizaty komorkowe. Doktadny
sktad poszczegolnych probek przedstawiono pod wykresami. Stupki przedstawiajq intensywnos¢
Sfluorescencji rejestrowang przy 507 nm dla badanych probek inkubowanych z 10 uM DFHBI-1T. Kontrola
negatywna zawierata: 10 uM DFHBI-1T, 0,6 uM RNA i 2U Xrnl (bez enzymu dekapujgcego oraz lizatu
komorkowego). Kazdy stupek reprezentuje srednig + SD z co najmniej trzech niezaleznych eksperymentow.
(C) 15% zel poliakrylamidowy, zawierajqcy probki sond kap-0-RNA i FAD-RNA, poddanych inkubacji
z lizatami komorkowymi HEK293F oraz kontroli stanowigcych odpowiednie RNA bez dodatku lizatu
komorkowego.

Zastosowanie tak zaprojektowanego testu FLINT stwarza mozliwos¢ selektywnego
monitorowania aktywnosci enzymow w podstawowych uktadach biologicznych, czy tez
dostosowania go do badan prowadzonych na zywych komodrkach lub nawet prostych
organizmach. Opracowane tu sondy mogg stanowi¢ nieoceniong pomoc w zrozumieniu procesu
degradacji RNA na poziomie molekularnym oraz komoérkowym. Zasadno$¢ prowadzonych
w tym zakresie badan jest tym wicksza, ze nadal brakuje danych pozwalajacych na
przewidywanie $ciezek rozpadu egzogennie dostarczanych mRNA, coraz cze¢$ciej stosowanych
w celach terapeutycznych. Wreszcie, wykorzystanie wysoce specyficznych sond molekularnych
moze przyblizy¢ nas do poznania zaleznosci wystgpujacych pomiedzy elementami
odpowiadajacymi za metabolizm komorki w ujeciu czasowym, jak i przestrzennym. Z cala
pewnoscia pozwoli to na uzyskanie nowego spojrzenia na mechanizmy rzadzace stabilnoscia
komorek.
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8. Synteza podwojnie znakowanych sond fluorescencyjnych

Zaprojektowanie testu FLINT, opartego na interakcji fluorogenicznego liganda DFHBI-
IT z odpowiednia sonda aptamerowa, stanowilo inspiracj¢ do opracowania narzgdzi
molekularnych do szczegdtowego badania mechanizmoéw dekapingu katalizowanego przez
enzymy obecne w komorkach. Poznanie podstawowych wymagan badanych biatek
w kontek$cie rozpoznawania ich celu molekularnego bylo niezbedne do skutecznego
zréznicowania tych enzymow i okreslenia poziomu ich aktywnosci. Chociaz dane literaturowe
sugeruja potencjalne preferencje substratowe niektorych z enzyméw bedacych przedmiotem tej
pracy, ograniczenia przepustowosci metod badawczych uniemozliwity przeprowadzenie badan
na szerszg skalg. Efektem tego s3 czesto raporty dotyczace wynikdéw uzyskanych dla
pojedynczych analogow struktury kapu, zestawionych z jednym enzymem dekapujacym, co
utrudnia poréwnanie z innymi danymi. Majac na uwadze wysoki stopien zlozonosci
opisywanych procesow, niezbednym wydaje si¢ opracowanie nowego, bardziej innowacyjnego
podejscia, ktore umozliwi weryfikacje uzyskanych dotychczas informacji oraz usprawni badz
nawet zastapi obecnie stosowane techniki badawcze.

W odpowiedzi na to zapotrzebowanie Autorka pracy postanowita rozwina¢ koncepcje
sond fluorescencyjnych, opartych na strukturze RNA, ktére stanowilyby narzedzie do
selektywnego monitorowania aktywnosci DE w czasie. Korzystajac z rezultatow uzyskanych
w ramach testu FLINT, mozliwe bylo zaprojektowanie sond, zawierajacych analogi kapu, do
ktérych badane enzymy wykazywaly najwyzsze powinowactwo. Struktury wszystkich
fluorescencyjnych sond RNA, uzyskanych w tej czesci pracy, byly zbudowane z kroétkich,
35-nukleotydowych transkryptow (Rysunek 51), a ich koniec 5’ byt zaopatrzony w strukture
odpowiednio: kapu-0, GpppApG, NRppApG lub pochodnej glukozy. W toku badan duzym
wyzwaniem okazal si¢ wybor barwnikéw fluorescencyjnych, ktére mialy stanowié¢ element
odpowiadajacy za wizualizacj¢ badanego procesu. Podstawg do zastosowania sond
fluorescencyjnych w monitorowaniu hydrolizy kapu na koncu 5> RNA byta zdolno$¢ kwasow
rybonukleinowych do przyjmowania natywnej formy, w ktorej konce 5’ i 3’ sa do siebie
zblizone.?” Wyznaczone przez grupe profesora Ruiz-Garcia odlegloéci pomiedzy koncami
mRNA o réznej dlugosci tancucha (500 — 5500 nt; pomiedzy 5 a 9 nm) wskazywaly na
mozliwo$§¢ zaobserwowania efektu FRET, ktérego warunkiem jest minimum 10 nm dystans
pomigdzy donorem i akceptorem. Dodatkowo wykazano, ze wzrost dtugo$ci RNA ma znikomy
wplyw na odleglosci pomiedzy jego koncami, co pozwalalo sadzié, ze nawet krotkie
oligonukleotydy beda charakteryzowaé sie podobnymi wiasciwosciami.?*3?8" Stanowito to
punkt wyj$ciowy do praktycznego zastosowania sond w badaniach procesu dekapingu. Projekt
zaktadat uzycie zwigzkow fluorescencyjnych, ktore stanowityby pare fluorofor-wygaszacz lub
donor-akceptor, umozliwiajac tym samym $ledzenie przebiegu hydrolizy kapu, poprzez
obserwacj¢ zmian intensywnosci fluorescencji, wynikajacych ze zjawiska FRET. Istotnym byto,
aby uwzgledniajac takie parametry jak wydajnos$¢ kwantowa czy stabilnos¢, mie¢ na uwadze
takze dostepnos$¢ zwigzkéw (i ich cene), ktéra w znaczacym stopniu moglaby ograniczy¢
uzytecznos¢ sond. W wyniku optymalizacji $ciezki syntezy szeregu sond fluorescencyjnych,
uzyskano zestaw narzedzi molekularnych, ktore w kolejnych etapach badan wykorzystano do
wizualizacji procesu degradacji RNA.
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Rysunek 51 Budowa dwuznakowanej sondy fluorescencyjnej.

Podejscie  syntetyczne bylo uwarunkowane metoda wprowadzania barwnikéw
fluorescencyjnych do struktury RNA (Rysunek 52A-C). Nalezy tu zwrdci¢ uwagg, ze
w warunkach laboratoryjnych glownym zroédlem RNA o dlugosci >20 nukleotydow sa
enzymatyczne reakcje transkrypcji in vitro. Powszechnie stosowane polimerazy RNA, ktore
odpowiadajg za procesywne dobudowywanie podjednostek nukleotydowych do nowotworzacej
si¢ nici, majg ograniczong tolerancj¢ na modyfikacje w strukturze inicjatora IVT, co czgsto
skutkuje niskg wydajnoscig reakcji lub synteza jedynie nickapowanego transkryptu. Zwazywszy
na to ograniczenie, podejscie oparte na kotranskrypcyjnym wprowadzeniu do RNA
znakowanego analogu kapu, nie zawsze mogto by¢ z powodzeniem zastosowane. Alternatywa
bylo przeprowadzenie transkrypcji z uzyciem substratu sfunkcjonalizowanego odpowiednig
grupa funkcyjng, ktory w toku dalszych reakcji pozwolitby na przytaczenie barwnika do
uzyskanego transkryptu. Znakowanie konca 3’ RNA okazalo si¢ byé znacznie mnigj
problematyczne i prowadzito do uzyskania produktow z wysoka wydajnoscia, zardbwno przy
zastosowaniu metod chemicznych, jak i enzymatycznych.
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Rysunek 52 Strategie wprowadzania barwnikéw do sekwencji RNA. (A) Posttranskrypcyjne znakowanie
konca 5° RNA przeprowadzono z wykorzystaniem reakcji SPAAC. Znakowanie konca 3° odbywalto sie na
drodze enzymatycznej ligacji lub na drodze reakcji chemicznych (utleniania i aminowania redukcyjnego).
(B) Znakowanie 5’-korica RNA przeprowadzono kotranskrypcyjnie, wykorzystujqc znakowany analog
kapu jako starter IVT. Znakowanie konica 3’ odbywato sie na drodze enzymatycznej ligacji.
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8.1  Otrzymywanie inicjatoréw transkrypcji in vitro

Kotranskrypcyjne wprowadzenie barwnika do fancucha RNA obejmowalo syntezg
chemiczng analogu struktury kapu, zawierajacego linker zakonczony odpowiednig grupa
funkcyjna, umozliwiajaca przytaczenie barwnika. Lokalizacja umiejscowienia linkerow do
znakowania fluorescencyjnego byla S$ciSle podyktowana miejscem aktywnosci DE oraz
koniecznoscig zminimalizowania potencjalnego wptywu na ich specyficznos$¢ substratowa. Na
podstawie wczesniejszych badan krystalograficznych ustalono, ze modyfikacja guanozyny
w pozycji N? zaburza interakcje kapu z licznymi biatkami, w tym eIF4E oraz DcpS, totez
kolejnym elementem struktury kapu poddanym analizie stala si¢ ryboza.?®28 Wyniki
wczesniejszych badan jednoznacznie wykazaly, ze linker umiejscowiony w pozycji 2°-0/3’-O
w unikalnej strukturze kapu m’G nie zaburza oddziatywah z kompleksem dekapujacym
Dcp2/Depl, niezaleznie od dtugoéci badanego linkera.?®® Dodatkowym atutem jest fakt, Ze
modyfikacja ta nie wptywata znaczaco na wiagzanie si¢ kapu z kompleksem biatkowym eIF4E,
i nie zaburzata tym samym procesu inicjacji translacji, co w konteks$cie tej pracy pozwala na
zalozenie, ze jej obecno$¢ bedzie obojetna dla srodowiska reakc;ji.

Sciezka syntetyczna, prowadzaca do uzyskania sfunkcjonalizowanego trinukleotydu,
opierala si¢ na przygotowaniu 5’-difosforanu guanozyny, zawierajacego linkery aminowe
o roznej dhugosci (Rysunek 53).2°! Substratem wyjéciowym do tych reakcji byla sél
trietyloamoniowa GDP, ktéora w pierwszym etapie przereagowata z 1,1°-
karbonylodiimidazolem (CDI), tworzac ilosciowo cykliczny produkt przejsciowy w postaci
2°,3’-0,0-weglanu P-imidazolidu. Reakcj¢ prowadzono w reaktorze mikrofalowym, co
pozwolito na skrdcenie czasu jej prowadzenia do jedynie 20 minut. Cykliczny weglan mogt
przereagowac nastepnie z odpowiednim linkerem zawierajacym pierwszorzedowa aming,
prowadzac do uzyskania pozgdanego karbaminianu. Finalnym etapem procedury byta kwasowa
hydroliza (pH 1) P-imidazolidu karbamoiloguanozyny. Produkt koficowy wyizolowano
z mieszaniny reakcyjnej za pomoca chromatografii jonowymiennej DEAE-Sephadex,
uzyskujgc sol trietyloamoniowa LXn-GDP w postaci mieszaniny dwoch regioizomerow 2’-O
oraz 3’-0, z 0g6lng wydajnoscia mieszczacy sie w przedziale 43 — 52%, i w takiej formie kazdy
ze zwiazkow byl uzyty do dalszych reakcji. Rodzaj uzytego linkera nie wplynat znaczaco na
przebieg syntezy oraz oczyszczania. Schemat reakcji wraz ze strukturami uzytych linkeréw
przedstawia Rysunek 53A. Przyktadowe widmo MS dla produktu koncowego L2n-GDP oraz
chromatogram uzyskany w wyniku analizy na RP-HPLC prezentuje Rysunek 53B.
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Rysunek 53 (4) Schemat Sciezki syntezy sfunkcjonalizowanego linkerem aminowym mononukleotydu
w postaci LXn-GDP. (B) Przykiadowe widmo MS oraz chromatogram RP-HPLC dla produktu korcowego
L2~ - GDP. Dwa sygnaty na chromatogramie odpowiadajq regioizomerom 2’-O oraz 3°-O.

Synteza sfunkcjonalizowanego kapu-0 wigzata si¢ z konieczno$cig przeprowadzenia
metylowania opisanych wyzej mononukleotydéw w pozycji N’ guaniny. Ze wzgledu na bardzo
dobrg rozpuszczalnos¢ substratow w wodzie zastosowano do tego celu reakcje z siarczanem
dimetylu, tak jak opisano to w rozdziale 7.1.2.1. Zar6wno przebieg reakcji, jak i metodyka
oczyszczania oraz izolacji produktéw byly analogiczne do zastosowanych wczesniej na
niemodyfikowanym GDP. Warunki, w jakich prowadzono reakcje gwarantowaly, ze
rownowaga kwasowo-zasadowa jest silnie przesuni¢ta w stron¢ formy uprotonowanej aminy,
ktéra nie wykazuje wlasciwosci nukleofilowych. Dzigki temu reakcja prowadzita do
selektywnego wprowadzenia grupy -CHs w pozycje N’ zasady azotowej i uzyskania koncowego
produktu w postaci regioizomerow 2’-O i 3’-O z wydajnoscia w przedziale 40-55%.
Zaobserwowano, ze nieco wyzszy poziom konwersji substratu w produkt uzyskano dla
zwiazkow zawierajacych linker ztozony z podjednostek PEG, a jego budowa przektadata si¢ na
lepsza rozpuszczalno$¢ substratu w wodzie. Wyizolowane za pomocg chromatografii
jonowymiennej produkty poddano reakcji sprzegania ze zaktywowanym dinukleotydem
Im-pApG (Rysunek 54A,B). Reakcje prowadzono w DMSO z nadmiarem chlorku cynku,
zgodnie z procedura opisang W rozdziale 7.1.6. Do wyizolowania zwiazkow koficowych z
mieszaniny reakcyjnej uzyto kolumny ze ztozem DEAE-Sephadex, a nastepnie zatgzone frakcje
doczyszczono na semi-preparatywnym HPLC (Rysunek 54C). Produkty koncowe w postaci
regioizomerow 2°-0/3-0 LXn-m’GpppApG oraz L2y-GpppApG uzyskano jako sole amonowe
z wydajnosciami 35 — 46%. Za syntezg oraz oczyszczenie niemetylowanego analogu kapu L2-
GpppApG odpowiedzialny byt lic. Jakub Binda, ktory pracowal pod bezposrednia opieka
Autorki pracy.
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Ze wzgledu na niskg stabilno$¢ dodatnio natadowanej pochodnej NAD-kapu,
w warunkach reakcji funkcjonalizacji niemozliwym okazatlo si¢ wprowadzenie linkera
w pozycje 2°-0/3’-O rybozy mononukleotydu nikotynamidowego. Wszystkie podjete proby
zakonczyly si¢ niepowodzeniem, najcze¢$ciej wynikajacym z degradacji mononukleotydu
w wyniku hydrolizy wigzania N-glikozydowego. Alternatywnym i zarazem skutecznym
podejsciem okazato si¢ otrzymanie analogu z modyfikacjag w mostku 5°,5’-trifosforanowym
(Rysunek 55D). Enzym mDXO, na ktorego aktywno$¢ ukierunkowana byta sonda NAD-RNA,
hydrolizuje w strukturze analogu kapu wigzanie fosfodiestrowe, powodujac oddysocjowanie
czapeczki razem z pierwszym transkrybowanym nukleotydem (w tym przypadku NRppA).
Umiejscowienie linkera wraz z barwnikiem fluorescencyjnym w mostku 5°,5’-trifosforanowym
zapewnia oddzielenie si¢ tego fragmentu po zajsciu hydrolizy. Przylaczenie ugrupowania
alkinowego umozliwito w dalszym kroku przeprowadzenie reakcji typu click katalizowanej
jonami miedzi. Syntez¢ powyzszego analogu kapu wykonat dr Marcin Warminski.
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Rysunek 54 (4) Schemat $ciezki syntezy prowadzqcej do otrzymania m'GpppApG oraz GpppApG,
sfunkcjonalizowanych linkerami aminowymi. (B) Widmo MS oraz chromatogram RP-HPLC dla
péiproduktu L2n - m’GDP. Poszerzony sygnal na chromatogramie odpowiada regioizomerom 2’-O oraz
37-0. (C) Widmo MS oraz chromatogram RP-HPLC dla produktu korcowego L2n - m’GpppApG.
Podwajny sygnat na chromatogramie odpowiada regioizomerom 2’-O oraz 3’-O.

Pomys$lna synteza trinukleotydowych analogéw kapu, wyposazonych w znaczniki
umozliwiajace kotranskrypcyjne znakowanie RNA, nie gwarantowata 100% powodzenia na
etapie wprowadzania fluorescencyjnych podjednostek do tancuchéw RNA. Istniato ryzyko, ze
duze zwiazki, ktdre znaczaco ro6znig si¢ budowa od naturalnych substratow polimerazy RNA,
moga nie zosta¢ rozpoznane przez ten enzym. Polimeraza T7 RNA, ktora byla wykorzystana
w niniejszych badaniach, okazatla si¢ wrazliwa na wiele czynnikow, ktore szczegdtowo zostang
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omoéwione w podrozdziale 8.3, dotyczacym transkrypcji in vitro z udziatem fluorescencyjnych
analogéw kapu. Biorac pod uwage te ograniczenia, zdecydowano si¢ przygotowaé réwniez
trinukleotydowe analogi czapeczki, ktore pozwalajg na posttranskrypcyjne znakowanie RNA.
Takie rozwigzanie usprawnia najbardziej problematyczny etap calego procesu syntezy
fluorescencyjnych sond, zmniejszajac trudnosci zwigzane z niskg tolerancjg polimerazy na
modyfikacje. Posttranskrypcyjne wprowadzanie barwnika do tancucha RNA wymagato
przygotowania analogu kapu z linkerem, ktory umozliwiatby przeprowadzenie reakcji typu
click na gotowym transkrypcie. Aby zrealizowa¢ to zadanie wykorzystano analogi kapu,
zawierajace linkery z ugrupowaniem azydkowym, ktore przygotowali odpowiednio: N3-NAc-
GlcppUpG — dr Anais Depaix (Rysunek 55A), N3-m’GpppApG — dr Malgorzata Wasifiska-
Katwa (Rysunek 55B), NRpp-gIN3-pApG — dr Marcin Warminski (Rysunek 55C). Strategia
syntezy takich nukleotydéw oparta jest na podejsciu analogicznym do opisanego wyzej dla
kapow wyposazonych w linkery aminowe.
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Rysunek 55 Sfunkcjonalizowane analogi struktury kapu (A) N3-NAc-GlcppUpG (B) N3-m’GpppApG (C)
NRpp-gIN3-pApG, izomery D1/D2 (D) NRpp-glButyn-pApG, izomery D1/D2.

8.2 Znakowanie analogow struktury kapu

Strategia znakowania fluorescencyjnego analogéw kapu, zawierajacych linkery aminowe
zostata uwspdlniona dla wszystkich uzyskanych zwiazkow. Szczegoétowy sktad mieszaniny
reakcyjnej byt uwarunkowany dostgpnoscia barwnika fluorescencyjnego, w postaci kwasu
karboksylowego lub aktywnego estru NHS (N-hydroksysukcynoimidowego) (Rysunek 56).
Reakcja pomigdzy sfunkcjonalizowanym analogiem kapu (LXn-kap) a barwnikiem
posiadajagcym ugrupowanie -COOH przebiegata z dodatkiem trietyloaminy, zapewniajacej
odpowiednie srodowisko reakcji. Konwersja kwasu karboksylowego do estru NHS zachodzita
in situ podczas inkubacji z TSTU w temperaturze pokojowej. Reakcje byly prowadzone
w DMSO, a niewielki dodatek wodnego roztworu NaHCOsz znacznie poprawial
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rozpuszczalno$¢ kapu. Dodatkowo zaobserwowano, ze zastosowanie linkera LPEG2 N wptyngto
na zwigkszong rozpuszczalno$¢ substratow w mieszaninie reakcyjnej i miato przez to korzystny
wplyw na wydajnos¢ koncowa syntezy. Prowadzone badania wykazaly tez, ze wybor
barwnikow w wariantach charakteryzujacych si¢ wyzsza rozpuszczalnoscia W wodzie
korzystnie wplywa na proces znakowania, co potwierdza 24% wydajnos$¢ reakcji otrzymywania
Cy3-L2ny-m’GpppApG oraz 52% wydajno$é reakcji otrzymywania sCy5-L2n-GpppApG.
Ponadto zwigksza to potencjal zastosowania sond, co jest istotne zaréwno na etapie
wprowadzania modyfikowanych kapow do nici RNA i ich rozpoznawania przez polimeraze, jak
i podczas monitorowania aktywno$ci enzyméw dekapujacych. W wyniku prowadzonych reakcji
otrzymano nastgpujace analogi kapu, z wydajnosciami mieszczacymi si¢ w przedziale 20 —
52%: Cy3-L2n-m’GpppApG, Cy3-L6n-m’GpppApG, Cy3-LPEG2y-m’GpppApG, sCy5-L2n-
GpppApG, BHQ-2-L2n-m’GpppApG oraz BHQ-3-L2y-m’GpppApG.
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Rysunek 56 Schemat sciezki syntezy znakowanego analogu kapu, w zaleznosci od grupy funkcyjnej uzytego
barwnika: (4) kwas karboksylowy (B) ester NHS. Schemat jest prawidtowy dla substratow posiadajgcych
linker z 1-rzedowg aming, niezaleznie od jego diugosci (na rézowo zaznaczono fragment linkera, ktory
mozna modyfikowac pod wzgledem diugosci).

Do znakowania pochodnych kapu z powodzeniem wykorzystywane sa rowniez reakcje
typu click. Chociaz obecnie wigksza popularnoécig cieszg si¢ syntezy niewymagajace
katalizatorow w postaci jonéw metali, reakcja CUAAC (cykloaddycja azydkowo-alkilowa
katalizowana jonami miedzi(l)) nadal pozostaje powszechnie stosowana. Podejscie to
wykorzystano w powyzszej pracy do fluorescencyjnego wyznakowania analogu kapu w postaci
NRpp-gIButyn-pApG (Rysunek 57). W reakcji zastosowano barwnik sulfocyjaning 5 (sCy5)
w postaci azydku oraz kompleks miedzi (CuSOs THPTA) z dodatkiem askorbinianu sodu.
Zadaniem ostatniego z wymienionych sktadnikow byta redukcja jonéw miedzi (II) (Cu?*) do
jonéw miedzi (I) (Cu"), ktore stanowig aktywny katalizator tej reakcji. Ze wzgledu na to, ze
reakcje znakowania fluorescencyjnego prowadzone byty zazwyczaj w niewielkiej skali (okoto
1 umol substratu limitujacego), duzym wyzwaniem okazata si¢ izolacja uzyskanego produktu
i jego oczyszczenie. Z powodu zdolnosci jonow miedzi(I) do katalizy hydrolizy RNA, nawet
niewielkie jej ilosci, ktore moglyby sie znajdowaé w prdobcee, bylyby nie do zaakceptowania
przez uklady biologiczne, w ktorych miaty znalez¢ zastosowanie sondy. Skuteczne usunigcie
zwigzkoéw miedzi zrealizowano za pomoca semi-preparatywnego HPLC, przy odpowiednio
dobranym programie. W wyniku opisanej powyzej reakcji otrzymano NRpp-glButyn-sCy5-
PAPG z 58% wydajnoscia reakcji.
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Rysunek 57 Schemat reakcji CUAAC znakowania analogu kapu — NRpp-glButyn-sCy5-pApG.
8.3 IVT i kontranskrypcyjne wprowadzanie analogdéw struktur kapu

Enzymatyczna reakcja transkrypcji in vitro ukierunkowana na syntezg RNA
zawierajacego fluorescencyjny analog kapu na koncu 5°, wymagata licznych optymalizacji
warunkow jej przeprowadzania. Aktywnos¢ polimerazy T7 RNA okazata si¢ na tyle ztozona,
ze nawet niewielkie zmiany w strukturze inicjatora czy skladzie buforow byly w stanie
drastycznie zmieni¢ wydajnos¢ reakcji lub catkowicie jg zatrzymac. Odpowiedni dobér stezen
5’-trifosforanow nukleozydow (NTP), a w szczegolnosci stezenia inicjatora IVT (kapu), miaty
kluczowe znaczenie dla powodzenia przeprowadzanych reakcji. Zastosowanie nadmiaru kapu
nad 5’-trifosforanem guanozyny zapewniato wysoki poziom kapingu, jednak nalezato do tego
podchodzi¢ bardzo ostroznie. W przypadku, gdy stezenie kapu podniesiono z 6 mM do 8 mM
(4% nadmiar nad GTP) wydajno$¢ reakcji spadata o potowe, podczas gdy 10 mM stezenie kapu
(5% nadmiar nad GTP) powodowato jej zupelne zahamowanie. W duzej mierze bylo to
spowodowane ograniczong rozpuszczalno$cig inicjatora w $rodowisku reakcji. Duza,
hydrofobowa czgsteczka barwnika istotnie wptywata na wlasciwosci fizyczne catego analogu
kapu i jak si¢ pdzniej okazato, warunkowata réwniez wlasciwosci uzyskanego RNA. Zjawisko
wzrostu hydrofobowosci kapowanych RNA wykorzystano do skutecznej izolacji i oczyszczenia
transkryptow za pomocg RP HPLC. Wyznakowane i kapowane RNA posiadaly czasy retencji
wydtuzone nawet 0 4 — 5 minut w poréwnaniu do niekapowanych wariantow (Rysunek 58).
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Rysunek 58 Chromatogram uzyskany w wyniku oczyszczania znakowanej na koncu 5’ sondy Cy3-L6n-
m’GpppApG-RNAss za pomocg RP-HPLC. Oczyszczanie prowadzono na kolumnie Phenomenex, Clarity
Oligo RP (150 mm x 4,6 mm, 3 um), T = 60°C, w liniowym gradiencie stezen buforu (50% Buforu B w 30
minut), Bufor A: 100 mM octan trietyloaminy, pH 7, Bufor B: 200 mM octan trietyloaminy, pH 7/ACN,
1/1, v/v), przeptyw 1 ml/min.

W ponizszej pracy zbadano rowniez wplyw diugosci linkerow taczacych podjednostke
kapu z barwnikiem na przebieg IVT. Zastosowanie analogdéw zawierajacych dtugi hydrofobowy
linker (L6n), prowadzito do uzyskania nizszych wydajnosci (0,19 pg/ul) niz w przypadku
linkera zawierajacego dwie podjednostki -CH>- (0,35 i 0,56 pg/ul) lub ugrupowania PEG (0,34
ug/ul). W kazdym z tych przypadkéw (Cy3-L2n-m’GpppApG-RNAgs, Cy3-L6n-m’GpppApG-
RNA;zs, Cy3-LPEG2y-m’GpppApG-RNAss, sCy5-L2y-GpppApG-RNAss)  (Rysunek  56)
wydajno$¢ kapowania byla porownywalna i na podstawie uzyskanych chromatograméw
oceniono, ze wynosita 79 — 83%.

Na drodze IVT do transkryptow udato si¢ rowniez wprowadzi¢ niekanoniczne analogi
struktur kapu — fluorescencyjnie wyznakowany analog NAD-kapu (NRpp-glButyn-sCy5-
PApG) oraz dinukleotydy imitujace strukture kapu FAD. Modyfikacje warunkow reakcji
w pierwszym w wymienionych przypadkow polegaly na zmianie stezenia NTPOw oraz
zastosowaniu nizszego niz zazwyczaj pH buforu (6,5 zamiast 7,9), co skutkowato w uzyskaniu
80% wydajnosci kapowania RNA, przy ogdlnej wydajnosci reakcji wynoszacej 0,24 pg/ul.
Znacznie wigcej optymalizacji wymagata proba wprowadzenia do nici RNA przygotowanych
przez dr. Marcina Warminskiego dinukleotydow wyznakowanych analogami fluoresceiny ((5)-
FAM-C3-ppApG oraz (6)-FAM-C3-ppApG) (Rysunek 68A). Wykorzystywane do tej pory
warunki prowadzily do catkowitego zahamowania aktywnos$ci polimerazy i wytragcania si¢
osadu juz na poczatkowym etapie inkubacji. Przeprowadzono zatem szereg probnych reakcji,
ktore mialy wskaza¢ element odpowiedzialny za te niepowodzenia. Oceniono, ze gldwna
przyczyng bylo wytracanie si¢ trudno rozpuszczalnego fosforanu amonowo-magnezowego
(potocznie: struwit). Aby temu zapobiec przeprowadzono wymiang jonow amonowych
znakowanego dinukleotydu na jony sodowe, poprzez liofilizacje probki z wodorowgglanem
sodu. Uzycie do IVT tak przygotowanych dinukleotydow zagwarantowalo uzyskanie
znakowanego RNA z wysoka wydajnoscia i o wysokim stopniu kapingu (wydajnosé: 1,37 —
1,40 pg/ul, 69 — 72% kapingu).
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Proby zastosowania analogdéw kapu-0 wyznakowanego BHQ-2 i BHQ-3 zakoniczyly si¢
jednak niepowodzeniem. Zmiany warunkéw reakcji (nizsze stezenie kapu, nizsze st¢zenie
MgCl,, zmiana pH buforu, dodatek DMSO, zmiana stezen polimerazy T7 RNA i NTPow) nie
przyniosty zadnych pozytywnych rezultatow, a kazda proba konczyta si¢ wytraceniem osadu na
dnie probowki i catkowitym zahamowaniu reakcji. Te wielokrotne proby zmotywowaty
Autorke pracy do przeprowadzenia posttranskrypcyjnego wprowadzania barwika do
transkryptu za pomocg reakcji SPAAC, przy czym istniaty pewne obawy, co do negatywnego
wpltywu duzego ugrupowania pochodnej cyklooktynu, ktoére bierze udzial w reakcji, na
interakcje sonda-enzym dekapujacy. Podjecie tej proby wiazato si¢ z wykorzystaniem
sfunkcjonalizowanego azydkiem analogu kapu-0, jako startera reakcji IVT. Ugrupowanie
azydkowe miato minimalny wpltyw na wihasciwosci fizyczne i chemiczne kapu. Podobny
inicjator w postaci dinukleotydu (N3-ARCA) zostat opracowany i opisany w roku 2017 przez
cztonkéw naszego zespotu badawczego.?® Juz wtedy zauwazono jego liczne zalety, wynikajace
z malego rozmiaru ugrupowania, jego obojetnego tadunku i polarnosci tak zbudowanego
linkera. Reakcja IVT z udzialem N3-m’GpppApG przebiegata z wysoka wydajnoscia (1,43
pg/ul) i prowadzita do uzyskania niemal wytacznie kapowanego RNA. Ta samg strategic
zastosowano dla analogéw kapu w postaci N3-NAc-GlcppUpG (Rysunek 55A) oraz NRpp-
gIN3-pApG (D1/D2) (Rysunek 55C). Podczas optymalizacji reakcji IVT wprowadzono jedynie
drobne modyfikacje, co pozwolito na uzyskanie kapowanych transkryptéw z zadowalajaca
wydajnoscig zar6wno w kontekscie samej reakcji (1,82 pg/ul dla N3-NAc-GleppUpG-RNAss,
1,02 i 0,98 ng/ul dla NRpp-gINz-pApG (D1/D2)), jak i procesu kapingu (odpowiednio: 95%,
86% i 84%).

Kazdy z otrzymanych transkryptow bezposrednio po reakcji transkrypcji zostat
oczyszczony na zestawie Monarch® RNA Cleanup Kit a nastepnie za pomoca RP-HPLC.
Zastosowanie warunkow denaturujgcych, a wiec podwyzszonej temperatury (50 — 60°C) do
inkubacji kolumny podczas analizy chromatograficznej oraz acetonitryl obecny w fazie
ruchomej, zapewnity dobra separacje sygnatow pochodzacych od poszczegdlnych zwigzkow.
Detekcje przeprowadzano za pomocg detektora DAD umozliwiajacego monitorowanie sygnatu
przy dtugosciach fali odpowiadajacych zaréwno absorpcji zasad azotowych (ok. 254 nm), jak
i odpowiednich barwnikéw. R6znice w mobilnosci zwigzkdéw znakowanych i nieznakowanych
pozwalaty na skuteczne uzyskanie czystych frakcji RNA (Rysunek 59). Kazdorazowo tez wynik
oczyszczania RNA weryfikowano za pomocg elektroforezy zelowej.
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Rysunek 59 Chromatogramy uzyskane w wyniku oczyszczania N3-NAc-GlcppUpG-RNAss (A) oraz sCy5-
DBCO-NAc-GlcppUpG-RNAss (B) za pomocg RP-HPLC. Kazdorazowo oczyszczanie prowadzono na
kolumnie Phenomenex, Clarity Oligo RP (150 mm x 4,6 mm, 3 um), T = 60°C, w liniowym gradiencie
stezen buforu (50% Buforu B w 30 minut), Bufor A: 100 mM octan trietyloaminy, pH 7, Bufor B: 200 mM
octan trietyloaminy, pH 7/ACN, 1/1, v/v), przeptyw 1 ml/min.

8.4  Znakowanie posttranskrypcyjne konca 5> RNA

Znakowanie posttranskrypcyjne RNA za pomoca reakcji SPAAC wykonano w dwoch
wariantach: jako samodzielng reakcj¢ prowadzaca do przylaczenia barwnika do konca 5> RNA
(Rysunek 60) oraz w potaczeniu z jednoczesnym znakowaniem konca 3°, stosujac do tego tzw.
strategic PORA, co doktadnie omoéwiono w kolejnym podrozdziale (8.5). Pierwsza
z wymienionych opcji doprowadzita do otrzymania z wysokg wydajnos$cia nastepujacych RNA:
sCy5-DBCO-m’GpppApG-RNA;s (60%), sCy3-DBCO-m’GpppApG-RNAzs (58%), NRpp-gl-
DBCO-sCy5-pApG-RNA3s D1/D2 (43%/40%) oraz sCy5-DBCO-NAc-GlcppUpG-RNAgss
(47%). Reakcje byly prowadzone w srodowisku wodnym z dodatkiem DMSO, a jego objgtosé
byta uwarunkowana rozpuszczalnoscig barwnika w postaci pochodnej cyklooktynu. Dodatek
DMSO nie mogt jednak stanowi¢ wiecej niz 50% objetosci mieszaniny reakcyjnej, co byto
ograniczeniem wynikajagcym z rozpuszczalnosci oligonukleotydu. Niezaprzeczalng zaletg tak
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prowadzonej reakcji SPAAC byta jej prostota i szybkos¢ (okoto 2 — 3 h do calkowitej konwersji
substratu w produkt), a co za tym idzie tatwos$¢ jej kontroli i optymalizacji. W toku badan
ustalono, ze najkorzystniejszym stosunkiem st¢zenia barwnika do znakowanego RNA jest 100-
krotny nadmiar tego pierwszego, a sama reakcja prowadzi do najlepszych rezultatow, gdy
stezenie RNA w mieszaninie reakcyjnej przekracza 10 pM.
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Rysunek 60 Schematyczne przedstawienie reakcji SPAAC pomiedzy kapem-0 sfunkcjonalizowanym
linkerem azydkowym i barwnikiem w postaci pochodnej cyklooktynu.

8.5 Znakowanie konca 3’ RNA metoda chemiczna

Transkrypty znakowane wygaszaczami z serii BHQ otrzymano w wyniku reakcji
jednoczesnego znakowania zarowno konca 5’ jak i 3” (Rysunek 61). Jednoczesne
przeprowadzenie reakcji SPAAC i PORA miato w zatozeniu upro$ci¢ proces znakowania,
zwigkszy¢ jego wydajno$é i przede wszystkim znacznie go przyspieszy¢. Procedurg rozpoczyna
inkubacja N3-m’GpppApG-RNA;s z wodnym roztworem nadjodanu sodu (NalO,), co prowadzi
do rozszczepienia i utlenienia do dialdehydu ugrupowania cis-diolowego, zlokalizowanego na
ostatniej rybozie w sekwencji RNA. W kolejnym kroku do mieszaniny reakcyjnej dodawane sg
pozostate komponenty, niezbedne do przeprowadzenia reakcji SPAAC (BHQ-2/3-DBCO
w DMSO) oraz PORA (Janelia Fluor 549/646-DETA, gdzie DETA oznacza dietylenotriaming
oraz roztwor cyjanoborowodorku sodu). Barwniki Janelia Fluor sfunkcjonalizowano
korzystajac z opisanego wczesniej protokohu,?*® bazujac na handlowo dostepnych wariantach
w postaci estrow NHS. W reakcji podwdjnego znakowania petlna konwersja do produktu
nastepowata po maksymalnie 6 h. Produkty oczyszczono na zestawie Monarch® RNA Cleanup
Kit a nastepnie za pomoca RP-HPLC. Analiza chromatogramow wykazata, ze reakcja z BHQ-
3 prowadzita do wielu ubocznych produktéw, bedacych prawdopodobnie rezultatem degradacji
substratow. Wynikiem tego byla wydajnos¢ koncowa reakcji otrzymywania BHQ-3-DBCO-
M’GpppApG-RNA3s-DETA-JF646 wynoszaca jedynie 11%, podczas gdy BHQ-2-DBCO-
m’GpppApG-RNAzs-DETA-JF549 uzyskano z 51% wydajnoécig (Tabela 2). Nalezy
zaznaczy¢, ze warunki, w ktorych przeprowadzane sa reakcje PORA (stosunkowo wysokie
stezenia NalOs4 i NaBH3CN oraz sze$ciogodzinna inkubacja w RT) mogg powodowaé
zwigkszone ryzyko degradacji transkryptow. Kazda przeprowadzona w ten sposéb synteza
powinna by¢ wigc poprzedzona rzetelng analiza i optymalizacja tych warunkow.
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Rysunek 61 Schematyczne przedstawienie reakcji PORA pomigdzy RNA a barwnikiem
sfunkcjonalizowanym za pomocg linkera aminowego.

Tabela 2 Wykaz dwuznakowanych sond zawierajgcych w swojej strukturze pare wygaszacz-fluorofor.

L.p. Sonda Skrot
1.  BHQ-3-DBCO-m’GpppApG-RNAss-DETA-JF646 Bl
2. | BHQ-2-DBCO-m’GpppApG-RNAz-DETA-JF549 B2

8.6 Znakowanie konca 3’ RNA na drodze ligacji

Poza reakcja PORA opisang w rozdziale 8.5 do wyznakowania konca 3’ z powodzeniem
zastosowano enzymatyczng reakcje ligacji, katalizowana przez ligaze T4 RNA 1. Podejscie to
okazalo si¢ uniwersalne i niezwykle wydajne, niezaleznie od rodzaju uzytego barwnika,
przytaczonego do 5’-monofosforanu dinukleotydu. Samo przygotowanie znakowanych
dinukleotyd6w opierato si¢ na 2 etapach: funkcjonalizacji pApA linkerem etylenodiaminowym
(EDA), stosujac do tego reakcje PORA oraz przylaczeniu odpowiedniego barwnika w postaci
estru NHS do I-rzedowej aminy w linkerze, analogicznie do zaprezentowanego w rozdziale 8.2
dotyczacym znakowania starterow transkrypcyjnych. Stosunkowo wysoka stabilnos$¢ krotkich
transkryptdéw RNA pozwalata na prowadzenie calonocnej reakcji, bez strat spowodowanych
degradacjg RNA. Reakcje testowano pod katem réznych temperatur (16°C, 20°C i 25°C), stezen
RNA bedacego akceptorem (1 uM — 1 mM) oraz nadmiaru uzytego 5’-monofosforanu
dinukleotydu z dotgczonym barwnikiem, stanowigcego donor (2-, 10-, 100-, 1000-krotny
nadmiar). W konteksécie doboru temperatur nalezato z jednej strony wzig¢ pod uwage podang
przez producenta, optymalna temperatur¢ aktywnosci enzymu (25°C), z drugiej natomiast
zapewni¢ warunki gwarantujace stabilno§¢ RNA. Optymalizacja doprowadzita do ustalenia
najkorzystniejszych parametrow reakcji, odpowiednich dla krotkich transkryptow o stosunkowo
niewielkiej masie czasteczkowej (20°C, 10 — 100 uM RNA oraz 100-krotny nadmiar donora).
Wszystkie reakcje prowadzono w dostgpnym handlowo (New England BioLabs) buforze Tris
(50 mM Tris-HCI, 1 mM DTT, 10 mM MgCl,, pH 7,5), z dodatkiem 10% objetosciowych
DMSO, 120 U inhibitora RNazy RiboLock, 3,3 mM DTT, 1 mM ATP oraz 100 U Ligazy T4
RNA 1. Po 16 godzinach inkubacji reakcje konczono poprzez 2-krotne rozcienczenie woda MQ
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a nastepnie oczyszczano je na zestawie Monarch® RNA Cleanup Kit. RNA izolowano
i doczyszczano za pomoca RP-HPLC, stosujac detekcja przy dtugosciach fali odpowiadajace;j
maksimum absorpcji dla odpowiedniego barwnika a nastgpnie czysto$¢ potwierdzano za
pomoca elektroforezy zelowej (Rysunek 62). Stosujac opisang powyzej strategie znakowania
konca 3° RNA wuzyskano seri¢ 11 podwojnie znakowanych sond fluorescencyjnych,
zestawionych ponizej (Tabela 3).

Tabela 3 Wykaz dwuznakowanych sond fluorescencyjnych zawierajqcych w swojej strukturze pary FRET.

L.p. Sonda Skroét
1. Cy3-L2n-m’GpppApG-RNAss-pApA-sCy5 Al
2. sCy3-DBCO-m’GpppApG-RNAss-pApA-Cy5 A2
3. sCy3-DBCO-m’GpppApG-RNAss-pApA-sCy5 A3
4. sCy5-DBCO-m’GpppApG-RNAss-pApA-sCy3 Ad
5. SCy5-L2n-GpppApG-RNAss-pApA-sCy3 C1
6. | sCy5-DBCO-NAc-GlcppUpG-RNAss-pApA-sCy3 = D1
7. sCy5-NRpppApG-RNAss-pApA-sCy3 D1 izomer El
8. sCy5-NRpppApG-RNAss-pApA-sCy3 D2 izomer E2
9. sCy5-DBCO-NRpppApG-RNAss-pApA-sCy3 E3

10. (5)-FAM-C3-ppApG-RNAss-pApA-sCy5 F1

11. (6)-FAM-C3-ppApG-RNAss-pApA-sCy5 F2

109



(5)-FAM-C3-ppApG-RNA;5 (5)-FAM-C3-ppApG-RNA;5-sCy5
3000 16' 3000+ 7
20,5
§_ e ; / (5)-FAM-C3-ppApG-RNA5 § 2500 / (5)-FAM-C3-ppApG-
o E 2000 5 ¢ 20004 RNA;5-pApA-sCy5
3 1
& 1500 c & 4
Es H ) 1500
%o 1000 gn 1000
£ 500 £ 500 1
0 T T ] T T 1
0 5 10 15 20 25 30 0 5 10 15 20 25 30
Czas [min] Czas [min]
500+ 205
C S 4004 / (5)-FAM-C3-ppApG-
< / RNA;5-pApA-sCy5
g E
2 £ 300
SybrGold FAM Cy5 i 2
1. 2. 3. 4. 1. 2. 3. 4. 1. 2. 3. 4. gg 200+
o
100 E 100+
80
70 0 T T Il T T 1
60 0 5 10 15 20 25 30
50 Czas [min]
45 > > - > - 205
- —_ . :
- 2000 , (5)-FAM-C3-ppApG-
=) RNA;5-pApA-sCy5
30 2 1500 v SR
5 g é 1000
8 4
20 3]
=)
8 500
c
1. Marker -
2.15-15,5' uncapped RNA;5 0 T T T T T 1
3. 16' (5)-FAM-C3-ppApG-RNA . 0 5 10 15 20 25 30
4.20,5 (5)-FAM-C3-ppApG-RNA5-pApA-sCy5 Czas [min]

Rysunek 62 Oczyszczanie sond fluorescencyjnych za pomocg RP-HPLC. (A) Chromatogram uzyskany
w wyniku oczyszczania znakowanej na koncu 5’ sondy (5)-FAM-C3-ppApG-RNAss. (B) Chromatogram
uzyskany w wyniku oczyszczania podwadjnie znakowanej sondy (5)-FAM-C3-ppApG-RNAszs-pApA-sCy5.
Oczyszczanie prowadzono na kolumnie Phenomenex, Clarity Oligo RP (150 mm x 4,6 mm, 3 um),
T = 60°C, w liniowym gradiencie stezen buforu (50% Buforu B w 30 minut), Bufor A: 100 mM octan
trietyloaminy, pH 7, Bufor B: 200 mM octan trietyloaminy, pH 7/ACN, 1/1, v/v), przeplyw 1 ml/min.
Zanieczyszczenia widoczne przy czasie retencji <15 min odpowiadajq krotszym (niz docelowe)
sekwencjom nukleotydowym. (C) Analiza czystosci zebranych fiakcji na 15% zelu poliakrylamidowym. Zel
zwizualizowano na urzgdzeniu Typhoon 2000, wykorzystujgc filtry dedykowane barwnikom FAM oraz Cy5
a nastepnie wybarwiajgc Wszystkie RNA za pomocq barwnika SybrGold i wizualizujgc. Niebieskimi
strzatkami zaznaczono prqzki odpowiadajgce dwuznakowanej sondzie RNA.

9. Zastosowanie sond do monitorowania procesu dekapingu
in vitro

Przed przystapieniem do pomiaréw z udzialem enzymoéw dekapujacych nalezato zbadaé
wpltyw czynnikow takich jak temperatura, pH oraz dodatki jonowe, na wlasciwosci emisyjne
sond. Wybor buforu, w ktorym miaty by¢ prowadzone pomiary sprowadzat si¢ do testowania
r6znych wariantow buforu Tris-HCI oraz HEPES, réznigcych si¢ pH, molarnoscia, sitg jonowa
czy rodzajem soli bedacych zrodlem jonow. Ustalono, ze uzycie bardziej skomplikowanych
uktadéw o wysokiej molarnosci wptywa negatywnie na efektywno$¢ zwijania si¢ RNA. Aby
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zapewni¢ optymalne warunki dla aktywnosci enzymoéw dekapujacych, zdecydowano si¢ na
zastosowanie roztworu buforowego o pH 7,5. Zmiana tej warto$ci (w zakresie pH 6 — 8) nie
miata bowiem istotnego wptywu na wlasciwosci emisyjne sond (Rysunek 63A,D). Dodatkowo
analizy wykazaty, ze dodatek jonéw magnezowych na etapie poprzedzajacym zwijanie RNA
inicjowane temperaturg, zaburza ten proces, w efekcie czego obserwowano jedynie znikoma
fluorescencj¢ pochodzg od kazdego z barwnikoéw osobno oraz marginalnie niski efekt FRET.
Prawdopodobnie bylo to rezultatem wspotstracania si¢ sond z jonami magnezu, co zmniejszato
efektywne stezenie znakowanego RNA w badanym roztworze. Dodatek jondw Mg?* tuz przed
pomiarem spektrofluorymetrycznym znacznie niwelowat ten problem, przy czym
konsekwentne zwigkszanie st¢zenia jonow wplywalo na obnizenie intensywnosci fluorescencji
barwnikow (Rysunek 63B, E). Istotnym parametrem w optymalizacji pomiaroéw FRET sond
RNA byla warto$¢ temperatury podczas inkubacji z enzymem. Pod wptywem podwyzszonej
temperatury rozrywane sg wigzania wodorowe pomigdzy komplementarnymi zasadami
azotowymi oraz zaburzane sg oddziatywania niekowalencyjne, ktore stabilizujg I1- i I1l-rzedowa
struktur¢ RNA. Dodatkowo wzrost temperatury uktadu implikuje wyzsza energi¢ kinetyczna
czasteczek, a co za tym idzie, wyzsza entropi¢ uktadu. Lancuch RNA ulega linearyzacji,
w wyniku czego zwicksza si¢ dystans pomi¢dzy koncem 5’ oraz 3°, ostabiajac tym samym efekt
FRET (Rysunek 63C, F). Rezultatem koficowym optymalizacji warunkow inkubacji sondy oraz
pomiaru FRET byt wybor buforu Tris-HCI (4 mM Tris-HCI pH 7,9, 15 mM NaCl, 0,1 mM
EDTA, T = 20°C). Stezenie MgCl, bylo indywidualnie optymalizowane dla kazdej pary sonda
— enzym dekapujacy i finalnie miescito si¢ w przedziale 1 — 5 mM. Istotng kwestig byt rowniez
dobor odpowiedniej dtugosci fali, przy ktorej wzbudzano barwniki. W przypadku sond, ktorych
barwniki sg niezalezne od siebie, naturalnym wyborem bylyby ditugosci fal odpowiadajace
maksimom wzbudzenia kazdego ze znacznikow. Gdy w gre wchodza sondy z interaktywnymi
wzgledem siebie barwnikami (np. pary donor—akceptor, fluorofor-wygaszacz), nalezy
uwzgledni¢ ryzyko, ze obserwowany wzrost FLINT akceptora moze by¢ wynikiem nie tylko
efektywnego transferu energii ale i bezposredniego wzbudzenia znacznika akceptorowego. Aby
unikng¢ nieprawidlowe] interpretacji wynikéw nalezato przeanalizowaé¢ widma absorpcji
i wybra¢ dhugos¢ fali wzbudzenia donora, przy ktorej jego absorbancja jest wciaz wysoka,
a absorbancja akceptora mozliwie niska.
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Rysunek 63 Charakterystyka podwdjnie znakowanych sond fluorescencyjnych pod wzgledem ich
wlasciwosci emisyjnych, fotostabilnosci i stabilnosci chemicznej na przyktadzie sondy FRET A3
(sCy3/sCyb5) oraz sondy fluorofor-wygaszacz B1 (BHQ-3/JF646): sonda A3 (A) pH buforu (B) stgzenie
MgCl2 (C) temperatura; sonda Bl (D) pH buforu (E) stezenie MgClz (F) temperatura. Pomiary, ktérych
wyniki przedstawiono w sekcji (A) i (D) wykonano w buforze 4 mM Tris-HCI pH 6-8 , 15 mM NacCl,
0,1 mM EDTA, T = 25°C, Crna = 25 nM, Cwmgciz = 0 mM, przestona — 10 mm; w sekcji (B) i (E): w buforze
4 mM Tris-HCI pH 7,5, 15 mM NaCl, 0,1 mM EDTA, T = 25°C, Crna = 25 NM, Cwmgciz = 0-10 mM,
przestona — 10 mm; w sekcji (C) i (F): w buforze 4 mM Tris-HCI pH 7,5, 15 mM NaCl, 0,1 mM EDTA,
T =20-70°C, Crna = 25 NM, Cmgeiz = 0 mM, przestona — 10 mm.

Na kazdym etapie analizy kluczowe bylo ograniczenie czasu ekspozycji probek na
$wiatlo, aby zminimalizowa¢ fotoblaknigcie sond fluorescencyjnych. Inicjowane temperaturg
zwijanie sond byto prowadzone z pomocg termocyklera zgodnie z opracowanym protokotem:
podgrzewanie do temperatury 70°C (5 min), nastepnie powolne ochtadzanie do 25°C w tempie
5°C/4 min oraz dalsze chtodzenie na lodzie (5 min). Analizy intensywnosci fluorescencji
wykonano za pomocg spektrofluorymetru wyposazonego w termostat, stosujac kwarcowe
kuwety pomiarowe (Rysunek 64). Stezenia zaréwno enzymow jak i sond byly indywidualnie
dobierane, kazdorazowo zachowujac warunki multiple turnover.
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Rysunek 64 Strategia przebiegu analizy enzymatycznego dekapingu RNA z zastosowaniem
dwuznakowanych sond fluorescencyjnych. Sonda rozpuszczona w buforze reakcyjnym byla poddawana
termicznej obrobce, celem uzyskania poprawnie zwinigtej formy RNA. Probke nastepnie rozcienczono
buforem, dodano jony Mg?* oraz odpowiedni DE. Pomiar zmian intensywnosci fluorescencji dokonywano
za pomocq spektrofluorymetru, a wszystkie etapy przygotowania probki oraz pomiar prowadzono
w warunkach o ograniczonym dostepie do Swiatta.

9.1 Monitorowanie aktywnosci Dcp2

Wizualizacja procesu dekapingu prowadzonego przez enzym hDcp2/Dcpl byla
zrealizowana przy wykorzystaniu sond, ktorych budowa opierata si¢ na strukturze kapu-0.
Badania w pierwszej fazie niniejszego projektu ujawnity, ze jest to kap, wobec ktorego ludzki
kompleks dekapujacy wykazuje najwyzsza specyficznos$¢. Przygotowano cztery roézne sondy
(Al — A4) zawierajace kap-0 oraz komplementarne wzgledem siebie barwniki cyjaninowe
(Rysunek 65C). Ze wzgledu na ograniczenia syntetyczne wynikajace z metodyki inkorporacji
barwnikow do nici RNA, zdecydowano si¢ na wykorzystanie jedynie jednej sondy znakowanej
kotranskrypcyjnie na koncu 5 (Al), podczas gdy pozostale warianty znakowano
posttranskrypcyjnie korzystajac z reakcji click (SPAAC). Sondy Al — A4 roznily si¢ tez
umiejscowieniem donora i akceptora (koniec 5° lub 3’) w tancuchu RNA. Optymalizacja
pomiardéw na spektrofluorymetrze wskazata, ze najkorzystniejsze stezenia sktadnikow wynosza:
60 nM dla RNA, 10 nM dla enzymu oraz 1 mM dla MgCl,. Widma fluorescencyjne w zakresie
A =520 — 800 nm rejestrowano po wzbudzeniu donora wiazka o dtugosci fali 500 nm, uzyskujac
maksimum emisji przy dtugosci fali rownej 564 nm (donor: Cy3 lub sCy3) oraz 664 nm
(akceptor: Cy5 lub sCy5). Enzym dodawano do roztworu po ustabilizowaniu widma, co trwato
zazwyczaj 5 minut. Kontrolg stabilno$ci sondy byly analogiczne pomiary wykonane
z katalitycznie nieaktywnym mutantem enzymu hDcp2/Dcpl (E148Q).
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Rysunek 65 Mechanizmy zastosowane do wizualizacji procesu dekapingu RNA. Sondy fluorescencyjne
zawieraly pare wygaszacz (Q) — fluorofor (F) bgdz donor (F2) — akceptor (F1), zlokalizowane na obu
koncach transkryptu, celem umozliwienia monitorowania procesu dekapingu poprzez rejestrowanie zmian
intensywnosci fluorescencji wynikajgcych z efektu FRET. (A) Wzbudzenie donora dlugoscig fali
odpowiadajgcq maksimum jego absorpcji, generuje emisje fluorescencji akceptora, kosztem wlasnej
fluorescencji, gdy oba barwniki znajdujq sie w odleglosci mniejszej niz 10 nm. Podczas enzymatycznej
hydrolizy zachodzqcej w mostku 5°, 5 -trifosforanowym, fragment analogu kapu wraz z odpowiednim
barwnikiem oddysocjowuje, przez co zwigksza si¢ dystans miedzy parqg FRET. (B) Wygaszacz znajdujgcy
sig na jednym z koncow sondy odpowiada za tlumienie fluorescencji wlasnej F. W wyniku zachodzgcej
hydrolizy kapu, nastepuje separacja obu barwnikow, przywracajgc tym samym zdolnos¢ F do emisji
Sfluorescencji. (C) Zestawienie 13 podwdjnie znakowanych fluorescencyjnie sond RNA, przygotowanych
w ramach niniejszej pracy, wraz z ich oznaczeniami i najwazniejszymi informacjami dotyczqcymi ich

budowy.

W wyniku hydrolizy enzymatycznej mostka 5°,5’-trifosforanowego, struktura kapu-0
z dolaczonym barwnikiem zostaje oddzielona od reszty tancucha RNA, co prowadzi do
zwiekszenia dystansu miedzy donorem a akceptorem (Rysunek 65A). Oczekiwanym efektem
takiego procesu jest zmniejszenie efektywnosci FRET, co manifestuje si¢ na widmie wzrostem
intensywnosci fluorescencji przy Amax = 564 nm (emisja donora), przy jednoczesnym obnizeniu
intensywnos$ci fluorescencji przy Amax = 664 nm (emisja akceptora). Wyniki zgodne
z zalozeniem otrzymano dla sond A2 — A4, co zaprezentowano na wykresach zamieszczonych
w materiatach uzupehiajacych (Rysunek U. 2, Rysunek U. 3, Rysunek U. 4), z kolei w
przypadku sondy Al (Rysunek U. 1) obserwowano spadek FLINT przy obu dlugo$ciach fali
(Rysunek 66A). Na takie rezultaty w duzej mierze mogta mie¢ wptyw agregacja barwnika pod
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wplywem jonéw Mg?*, tuz po uwolnieniu struktury kapu. Tworzenie dimerow lub wigkszych
agregatow barwnikow cyjaninowych w zalezno$ci od warunkow srodowiskowych, jest dobrze
udokumentowanym zjawiskiem, ktére prowadzi do wygaszania fluorescencji.?®®> W tym
przypadku, nizsza rozpuszczalno$¢ Cy3-RNA w poréwnaniu do wariantow zawierajacych
grupy sulfonianowe dodatkowo sprzyja temu procesowi, a potwierdzenia mozna réwniez
szuka¢ W nieznacznym przesunieciu maksimum emisji fluorescencji w kierunku krotszych fal.
Wynik ten jest wigc kombinacja rzeczywistego zdarzenia biologicznego w postaci hydrolizy
kapu oraz fizykochemicznych wlasciwosci barwnika w odpowiedzi na zmiany
mikro$rodowiska. Z tego tez powodu, majac na uwadze minimalizacje ryzyka zaklocen precyzji
pomiaréw zdecydowano, ze dalsze analizy beda prowadzone wylacznie z barwnikami
w wariantach sulfonianowych. Porownanie sond A3 i A4, r6znigcych si¢ jedynie lokalizacja
barwnikow na koncach 3’ 1 5° RNA, nie wykazato znaczacych réznic w efektywnosci transferu
energii ani w intensywnosci fluorescencji poszczegdlnych barwnikéw. Wyniki sugeruja, ze nie
ma istotnego wptywu na efektywno$¢ procesu i jego kinetyke, czy po degradacji struktury kapu
przez DE oddyfunduje donor, czy akceptor. Obie sondy wykazaly poréwnywalnie wysoka
skuteczno$¢ w $ledzeniu procesu dekapingu RNA przez enzym hDcp2/Depl (ang. wild type,
WT), co rejestrowano przez 270 minut, az do ustabilizowania si¢ poziomu intensywnosci
fluorescencji donora oraz akceptora. (Rysunek 66B) Degradacje enzymatyczna potwierdzono
réwniez wykonujac analiz¢ elektroforetyczng (15% PAGE) i wizualizujac uzyskany zel
(przyktadowy zel uzyskany dla sondy A4 zaprezentowano w materiatach uzupetniajacych —
Rysunek U. 5). Pomimo stosunkowo niskiej wydajnosci kwantowej (przy wysokich
wspolczynnikach ekstynkcji) wolnych barwnikow cyjaninowych, okazuja si¢ one uzyteczne
jako znaczniki bioczasteczek takich jak RNA do monitorowania in vitro zachodzacych z ich
udziatem procesow.
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Rysunek 66 (A) Porownanie wlasciwosci emisyjnych dla sond zawierajgcych pary FRET, w zaleznosci od
wariantu uzytego znacznika. (B) Porownanie przebiegu reakcji dekapingu w czasie z udziatem sondy
SCy3-RNA-sCy5 oraz sCy5-RNA-sCy3.

Sondy fluorescencyjne, ktérych dziatanie opiera si¢ o mechanizm wygaszania
fluorescencji (Rysunek 65B) zaprojektowano tak, aby umozliwi¢ detekcje wzrostu FLINT
w odpowiedzi na dziatanie enzymu hDcp2/Dcpl. Obie uzyskane sondy (Bl i B2) zawieraty
strukturg kapu-0 na koncu 5' RNA, do ktdrej posttranskrypcyjnie dotaczono wygaszacz z serii
Black Hole Quencher (BHQ). W nienaruszonym stanie sondy te powinny wykazywac¢ jedynie
nieznaczny poziom fluorescencji (FLINT), wynikajacy z wlasciwosci uktadu, warto jednak
pamigtaé, ze mikrosrodowisko (dodatki jonowe, pH i temperatura) oraz inherentne wlasciwosci
barwnikéw wptywaja na wydajnos$¢ procesu wygaszania fluorescencji. Podczas optymalizacji
pomiardéw na spektrofluorymetrze ustalono, ze najkorzystniejsze stezenia sktadnikow wynosza
60 nM RNA, 10 nM enzymu i 1 mM MgCL. Widma fluorescencyjne sondy B1, wzbudzane;j
wigzka o dlugosci fali 620 nm, rejestrowano w zakresie 640 — 800 nm, osiggajac maksimum
emisji dla JF646 przy 672 nm (Rysunek U. 6), podczas gdy sonde B2, wzbudzang wigzka
o dlugosci fali 540 nm, monitorowano w zakresie 550 — 700 nm, z maksimum intensywnosci
emisji dla JF549 przy 579 nm (Rysunek U. 7). Po uptywie czasu, niezbednego do stabilizacji
widma (okoto 5 — 10 minut), wprowadzano enzym do roztworu. Kontrole stabilnosci sondy
przeprowadzono, wykonujac analogiczne pomiary z wykorzystaniem katalitycznie
nieaktywnego mutanta hDcp2/Dcpl (E148Q). Zgodnie z oczekiwaniami w obu przypadkach,
podczas 4-godzinnej rejestracji widm, zaobserwowano okoto 200% wzrost FLINT, $§wiadczacy
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o0 oddyfundowaniu kapu z wygaszaczem, co jest jednoznaczne z enzymatycznym dekapingiem
RNA (Rysunek 67). Degradacje enzymatyczng potwierdzono réwniez wykonujac analize
elektroforetyczng (15% PAGE) i wizualizujac uzyskany zel (przyktadowy zel uzyskany dla
sondy B2 zaprezentowano w materiatach uzupehiajacych — Rysunek U. 8, natomiast dla sondy
A4 — Rysunek U. 5).
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Rysunek 67 Zmiany intensywnosci fluorescencji sondy B2 w Czasie, W wyniku aktywnosci enzymu
hDcp2/Depl. Stezenie sondy RNA wynosito 60 nM i bylo 6-krotnie wyzsze od stezenia DE (10 nM). Pomiar
byl prowadzony w buforze 4 mM Tris-HCI pH 7,5, 15 mM NaCl, 0,1 mM EDTA, 1 mM MgCl2
w temperaturze 20°C.

9.2 Monitorowanie aktywnosci DXO

W ramach niniejszej pracy doktorskiej podjeto rowniez probe monitorowania procesu
dekapingu katalizowanego przez enzym mDXO. W tym celu opracowano trzy sondy
fluorescencyjne, zawierajace w swojej strukturze analog niekanonicznego kapu NAD, ktory byt
preferowanym substratem dla tego enzymu. Kazda z sond zostata zaprojektowana z barwnikiem
sCy5 na koncu 5’ oraz barwnikiem sCy3 na koncu 3°, co w gléwnej mierze podyktowane byto
dostepnoscig reagentow. Ze wzgledu na brak dostgpnosci katalitycznie nieaktywnego wariantu
enzymu mDXO, kontrole stabilno$ci sond w tych eksperymentach stanowity probki zawierajace
wylacznie badang sonde, bez dodatku enzymu. Juz na etapie analiz zmierzajacych do ustalenia
optymalnego stezenia poszczegdlnych sktadnikow mieszaniny pomiarowej zaobserwowano
nietypowy przebieg wykresow zaleznos$ci FLINT od czasu. W kazdym przypadku (sonda E1,
E2, E3) probka badana wykazywata mniejsze lub porownywalne zmiany FLINT w zestawieniu
z probka kontrolna. W przypadku sondy E3 przeprowadzono analizg elektroforetyczna, majaca
na celu ustalenie, czy enzym mDXO jest zdolny do katalizowania dekapingu tego RNA.
Przypuszczano, ze znaczne modyfikacje w strukturze kapu, takie jak przytaczenie stosunkowo
duzej czasteczki barwnika z linkerem zawierajacym pochodna cyklooktynu, moga wptywaé
negatywnie na rozpoznanie kapu przez enzym, uniemozliwiajac zwigzanie substratu w kieszeni
wiazacej enzymu. Analiza zelu niespodziewanie ujawnila, ze RNA ulega dekapowaniu,
a bezposrednio po tym nastepuje procesywna degradacja catej struktury, dzigki aktywnosci
egzorybonukleolitycznej mDXO (Rysunek U. 17). Analizujac przyczyny, ktore doprowadzaja
do pozornie wyzszej stabilnosci sond po dodatku DE nalezatoby wzig¢ pod uwage wplyw
dodatkéw jonowych oraz opisywana juz wczesniej agregacje barwnikow. Istnieje mozliwosc,
ze dodatnio natadowana struktura kapu NAD promuje wyzsza stabilno$¢ RNA i uniemozliwia
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oddyfundowanie barwnika po dekapingu. Chociaz sondy te prawdopodobnie nie s3
odpowiednie do zaprojektowanego testu FLINT, ich unikalna posta¢ i konstrukcja moze mieé¢
istotny potencjat w badaniach degradacji RNA za pomoca alternatywnych metod. Biorac pod
uwage, ze mDXO wykazuje wysokie powinowactwo zardwno do kapu NAD, jak i FAD
(Rysunek 46B), zmieniono strategie projektowania sond, przyjmujac alternatywne podejscie.
Zwazywszy na to, ze szkielet gtdéwny kapu FAD wykazuje pewne podobienstwo do struktury
fluoresceiny, enzym mDXO moze potencjalnie rozpoznawac ten barwnik jako swoj substrat.
Aby to zweryfikowaé, podjeto probe bezposredniego przytaczenia analogu fluoresceiny do
dinukleotydu ppApG (Rysunek 68A) i zaprojektowano sondy, ktore zawieraly dwa izomery
karboksyfluoresceiny (F1 — (5)-FAM oraz F2 — (6)-FAM), pelniace rol¢ akceptora FRET oraz
sCyS5, umieszczona na koncu 3’ RNA, petniagca funkcje donora FRET. Optymalizacja wykazata,
ze do efektywnej degradacji RNA, zainicjowanej usunig¢ciem struktury analogu kapu z konca 5’
RNA, wystarczy 10 nM stezenie mDXO oraz 1 mM MgCly, przy zachowaniu 60 nM st¢zenia
sondy (Rysunek 68B). Widmo fluorescencji rejestrowano w zakresie 500 nm — 750 nm, po
wzbudzeniu donora wiazka o dlugosci fali 485 nm i juz po 3 godzinach od rozpoczecia
pomiaréw zaobserwowano calkowity zanik emisji fluorescencji akceptora (Rysunek U. 18,
Rysunek U. 19).
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Rysunek 68 (A) Struktury chemiczne kapu FAD oraz dinukleotydu (5)-FAM-C3-ppApG, jako potencjalnych
substratow enzymu mDXO. (B) Zmiany intensywnosci fluorescencji sondy F2 ((6)-FAM/sCy5) w czasie,
w wyniku aktywnosci enzymu mDXO. Stezenie sondy RNA wynosito 60 nM i bylo 6-krotnie wyzsze od
stezenia DE (10 nM). Pomiar byl prowadzony w buforze 4 mM Tris-HCI pH 7,5, 15 mM NaCl, 0,1 mM
EDTA, 1 mM MgCl. w temperaturze 20°C.

Zachowanie enzymu mDXO monitorowano takze w obecnos$ci niemetylowanego kapu
Gppp-, ktory wykazuje jedynie znikome powinowactwo do tego enzymu. Sonda C1 (60 nM),
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zawierajagca cyjaninowe barwniki w wariantach sulfonowych, stanowigce par¢ FRET byta
inkubowana z 50 nM mDXO oraz 5 mM MgCl,. Zarejestrowane widma fluorescencji
wskazywaly na stopniowy zanik efektu FRET w czasie, jednakze wykres zmian intensywnosci
fluorescencji dla probki badanej oraz kontroli pozbawionej DE byt niemal identyczny, co
uniemozliwia odpowiedz na pytanie czy nastgpita degradacja RNA (Rysunek U. 9). Ostabienie
efektu FRET wynika wigc najprawdopodobniej z przyjmowania przez RNA alternatywnej
konformacji przestrzennej, ktora prowadzi do zwigkszenia odlegtosci migdzy koncem 5° a 3°.

Podczas wysokoprzepustowego profilowania substratowego DEs wykazano, ze mDXO
wykazuje umiarkowane powinowactwo do RNA zakonczonego niekanoniczng struktura kapu,
bedaca pochodng glukozy. W efekcie do monitorowania aktywnosci mDXO zastosowano sonde
fluorescencyjng D1, zaprojektowang na bazie struktury kapu GleppUpG (Rysunek 55A)
i zawierajaca pare barwnikow FRET (sCy5/sCy3). Podobnie jak w przypadku sondy C1
(sCy5/sCy3), przygotowana do pomiaru probka zawierata 60 nM sondy, 50 nM mDXO oraz 5
mM MgCl,. Pomiar FLINT prowadzono przez 6 godzin, rejestrujac widmo w zakresie 500 —
750 nm, po wzbudzeniu wigzkg o dhugosci fali 500 nm (Rysunek U. 10). Uzyskane wyniki
wskazywaly jednoznacznie na zajScie enzymatycznego dekapingu RNA, w wyniku czego
znaczaco ostabiony zostat efekt FRET (Rysunek 69). Zaskakujacy okazal si¢ natomiast
gwattowny wzrost FLINT donora, ktory nastapit bezposrednio po dodaniu enzymu do probki
zawierajacej sondg¢, mimo wczesniejszej stabilizacji widma fluorescencji. Taki efekt mogt by¢
spowodowany zmianami konformacyjnymi RNA, ktére zaszly po dodaniu DE wraz
z dodatkami jonowymi w postaci buforu, lub natychmiastowym zajsciem reakcji
enzymatycznej. Ta sama sonda, w analogicznych warunkach eksperymentalnych zostata
poddana dziataniu drozdzowego homologa Rail. Analiza wykazata, ze enzym ten nie prowadzi
do degradacji sondy D1, co sugeruje, ze ma odmienne preferencje substratowe i nie rozpoznaje
kapu GlcppUpG w sposdb podobny do enzymu mDXO (Rysunek U. 11). Najnowsze
doniesienia literaturowe wskazywaly, ze inny enzym z rodziny Nudix — ludzki NUDT5
(hNUDTS5) jest zaangazowany w degradacje RNA zakonczonego kapem UDP-Glc.?** Analiza
elektroforetyczna potwierdzita, ze enzym ten jest zdolny do degradacji UDP-Glc-RNA
(Rysunek U. 13), niemniej jednak, zadne z testowanych warunkéw pomiarowych ani sktadow
probki nie umozliwity skutecznej wizualizacji tego procesu przy uzyciu sondy D1
i opracowanego testu FLINT (Rysunek U. 12).
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Rysunek 69 Zmiany intensywnosci fluorescencji sondy D1 w czasie, w wyniku aktywnosci enzymu mDXO.
Stezenie sondy RNA wynosito 60 nM i bylo 1,2-krotnie wyzsze od stezenia DE (50 nM). Pomiar byt
prowadzony w buforze 4 mM Tris-HCI pH 7,5, 15 mM NacCl, 0,1 mM EDTA, 5 mM MgClz w temperaturze
20°C.

9.3 Bioobrazowanie

Skuteczno$¢ dwuznakowanych sond fluorescencyjnych w monitorowaniu dekapingu
in vitro stata si¢ impulsem do dalszych prac nad bardziej ztozonymi uktadami biologicznymi.
W ramach tych badan podj¢to probe zastosowania sond w komoérkach, co stanowi kolejny krok
W rozwijaniu zaawansowanych metod analizy proces6w biologicznych zwigzanych
z degradacja RNA. Eksperymenty bioobrazowania komoérkowego z udziatem dwuznakowanej
sondy fluorescencyjnej zostaty wykonane przez dr Karing Kwapiszewska z Instytutu Chemii
Fizycznej Polskiej Akademii Nauk. Zgodnie z zatozeniem do eksperymentu wykorzystano
sonde fluorescencyjng, zawierajaca W swojej strukturze trinukleotydowy analog kapu-0 oraz
barwniki stanowigce pare FRET (sCy5-sCy3). Przeprowadzana analiza opierala si¢ na
bezposredniej mikroiniekcji sondy A4 do komorek HelLa (komorki raka szyjki macicy)
i obserwowaniu zmian efektywnosci FRET w czasie. Obrazy zostaly uzyskane przy uzyciu
mikroskopii konfokalnej i przy zastosowaniu detektorow SPAD z odpowiednimi filtrami,
obstugiwanych za pomoca oprogramowania SymphoTime. Poziom fluorescencji zostat
zarejestrowany zaréwno dla kanatu donorowego (Cy3), jak i akceptorowego (Cy5) a analizg
FRET przeprowadzono przy uzyciu modutu "FRET Image" oprogramowania Symphotime.
Najpierw wybrano obszar zainteresowania (ROI) do analizy danych z pojedynczej komorki
a nastepnie obliczono wydajnos¢ FRET dla danego zestawu pikseli. Procentowa wydajno$é
FRET (E FRET) zostala zaprezentowana na obrazach jako skala kolorow, natomiast skala
szaro$ci wskazuje ogolng intensywnos¢ fluorescencji w komorce (Rysunek 70). Zastosowanie
techniki bezposredniego wstrzykniecia sondy do komoérek ograniczyto straty zwigzane
z Dbiodystrybucja RNA i pozwala na zastosowanie nizszych stezen probki badanej niz
w przypadku alternatywnego podejscia (np. nanoczastek lipidowych). Wyniki uzyskane w tym
eksperymencie byty spdjne z danymi z testu FLINT. Obraz rejestrowany na kanale donora
ukazuje wzrost intensywnosci fluorescencji w czasie, przy jednoczesnym jej spadku na kanale
akceptora. Co wigcej, wyrazne obnizenie wydajnosci FRET po 75 — 90 minutach jednoznacznie
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potwierdza skuteczng hydrolize kapu w badanej sondzie. Analiza ta umozliwia ocene stabilnosci
sondy w ztozonym $rodowisku, ktorego sktad nie ogranicza si¢ tylko do jednego enzymu
dekapujacego. Takie podej$cie moze stanowi¢ podstawe do uzyskania precyzyjnych informacji
0 dynamice oddziatywan RNA-enzym dekapujacy i mozliwych interakcjach sondy
z komponentami wewnatrzkomorkowymi, w warunkach bardziej zblizonych do rzeczywistych
proceséw biologicznych. Przeprowadzone bioobrazowanie w komorkach HeLa wskazuje na
potencjal zastosowania dwuznakowych sond fluorescencyjnych do obrazowania proceséw
zwigzanych z metabolizmem RNA.
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Rysunek 70 Mikroiniekcja sondy A4 do komérek HeLa. Obraz przedstawiajgcy zmiany intensywnosci
FRET sledzone na kanatach odpowiadajgcych fluorescencji donora oraz akceptora. Zmiany efektywnosci
FRET rejestrowano w czasie 75 oraz 90 minut od momentu wstrzyknigcia sondy do kazdej z trzech
zaprezentowanych komorek.
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10. Podsumowanie

Dekaping RNA jest jednym z najwazniejszych proceséw komorkowych przyczyniajacych
si¢ do stabilnosci transkryptow, a tym samym do regulacji ekspresji gendw. Proces ten polega
na usuwaniu czapeczki z kofica 5 RNA, co jest niezbedne dla prawidlowego funkcjonowania
wielu mechanizmow komorkowych, w tym kontroli jakosci mMRNA poddawanego translacji.
Zaburzenia tego procesu zostaly bezpo$rednio powiazane z wystgpowaniem licznych choréb
genetycznych. Doniesienia literaturowe wskazuja, ze w réznych organizmach zidentyfikowano
szereg niekanonicznych struktur 5° kapu, w tym analogi kofaktorow i metabolitow, takich jak
NAD, FAD i UDP-glukoza. Stale ros$nie rowniez liczba prac, w ktéry naukowcy prezentuja
nieznane dotad funkcje niekodujacych RNA, u ktoérych zidentyfikowano struktury kapu.
Odkrycia te wymagaja ponownej oceny specyficznosci substratowej wielu biatek, o ktorych
informowano, ze wykazuja aktywnos$¢ dekapujaca. Niestety, obecnie stosowane w tym celu
metody sg kosztowne i czasochlonne, co czyni je szczegdlnie nieefektywnymi w badaniach
poréwnawczych.

W odpowiedzi na ten problem, opracowano oparty na strukturach aptamerowych test
intensywno$ci  fluorescencji (FLINT), ktory umozliwia wysokoprzepustowa ocene
specyficznoéci substratowej enzyméw hydrolizujacych kap. Przeprowadzono synteze
chemiczng siedmiu analogdéw struktury kapu w postaci di- oraz trinukleotydow, ktore
w dalszym kroku stanowily inicjatory enzymatycznej reakcji transkrypcji in vitro.
Z powodzeniem zoptymalizowano zar6wno etap inkorporacji struktur kapu do tancucha RNA,
jak i izolacji oraz oczyszczania transkryptow, tak aby zapewni¢ maksymalnie wysoki poziom
kapingu i uzyska¢ homogenne probki. Sondy zawierajace sekwencje aptameru Broccoli
wykorzystano nastgpnie do opracowania testu FLINT, umozliwiajacego szybka i efektywna
ocen¢ zdolnosci enzymow dekapujacych do rozpoznawania i degradacji transkryptow
zawierajacych kanoniczne i niekanoniczne analogi struktury kapu. Zademonstrowano rowniez
przydatnos¢ sond Broccoli do ewaluacji i charakterystyki wiasciwosci kinetycznych
inhibitorow enzyméw dekapujacych. Przeprowadzono eksperyment statystyczny, ktory
jednoznacznie potwierdzil, ze test FLINT spelnia wszystkie kryteria wysokoprzepustowych
badan przesiewowych (HTS). To kompleksowe podejscie umozliwito precyzyjne profilowanie
i bezposrednie poréwnanie preferencji substratowych bialek zaangazowanych w degradacje
RNA. Dodatkowym atutem testu jest jego potencjat do wykorzystania w ztozonych uktadach
biologicznych, co otwiera szereg nowych mozliwosci. Badania te znaczaco wzbogacajg naszg
wiedze o mechanizmach dekapingu RNA, wprowadzajac do uzytku efektywne i wygodne
narzedzia do analizy stabilnosci transkryptow.

Wyniki uzyskane w pierwszym etapie badan stanowily podstawe do opracowania
fluorescencyjnych sond RNA, ktorych budowa zapewnialaby selektywnos¢ wobec
poszczegolnych enzymow dekapujgcych. Praktycznym zastosowaniem dla takich sond jest
monitorowanie przebiegu procesu hydrolizy enzymatycznej, najpierw w prostych uktadach
biologicznych, a nastepnie stopniowo dostosowujac je do ztozonych systemow. Cel ten udato
sie pomySlnie zrealizowaé, przygotowujac 13 sond dziatajgcych w oparciu 0 rezonansowy
transfer energii Forstera oraz mechanizm wygaszania fluorescencji. Duzym wyzwaniem
okazato si¢ przygotowanie takich wariantow, ktére mimo wprowadzonych modyfikacji nie
wplywatyby na powinowactwo DE do RNA. Pomimo ciekawych i unikalnych struktur nie
wszystkie z syntetyzowanych sond, znalazly zastosowanie w opracowanym  tescie
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spektrofluorymetrycznym. W wyniku  czasochtonnego  procesu  optymalizacji
wyselekcjonowano jednak takie RNA, ktore pomyslnie przeszly wszystkie analizy i oceniono
je jako skuteczne do wizualizacji aktywnosci DES. Szczego6lnie obiecujace wydaja si¢ by¢ sondy
akceptowane przez enzym Dcp2: A3 (sCy3/sCy5) oraz A4 (sCy5/sCy3) oraz przez mDXO: F1
((5)-FAM/sCy5) oraz F2 ((6)-FAM/sCy5). Przydatno$¢ modelowej sondy A4 ostatecznie
potwierdzono, analizujac jej aktywno$¢ w komoérkach Hela, za pomocg mikroskopii
konfokalnej. Warto podkresli¢, ze chociaz niektore z otrzymanych 5°-kapowanych RNA, nie
spetnity wymagan koniecznych do zastosowania w teScie FLINT (sondy E1-E3, sCy5/sCy3),
ich potencjal badawczy nadal pozostaje wysoki. Struktury tych analogéw kapu, pomimo
poczatkowych ograniczen, moga znalez¢é zastosowanie w innych badaniach, oferujac nowe
perspektywy w konteks$cie modyfikacji RNA i interakcji z biatkami. Ponadto, proces ich syntezy
stanowit nie tylko interesujace wyzwanie chemiczne, ale roéwniez poszerzyl nasza wiedze
W dziedzinie syntezy chemoenzymatycznej kwaséw nukleinowych, otwierajac droge do
dalszych modyfikacji i udoskonalen w przysztych projektach badawczych.

Prowadzone w ramach niniejszej rozprawy doktorskiej badania przyczynity si¢ do
opracowania narzgdzi molekularnych, ktére moga utatwi¢ wyjasnienie skomplikowanych
mechanizmow procesu dekapingu i degradacji RNA. Praca ta nie tylko wnosi istotny wktad
w zrozumienie regut rzadzacych stabilnoscig transkryptow, ale takze otwiera nowe perspektywy
dla badan nad regulacja aktywno$ci enzymow i ekspresji genéw. Zaproponowane rozwigzania,
takie jak zastosowanie testu FLINT i dwuznakowanych sond fluorescencyjnych opartych na
strukturze RNA, stanowig nowatorskie i zarazem bardzo proste podejscie do analizy aktywnosci
enzymow dekapujacych oraz ich inhibitoréw. Dzieki kompatybilnosci analiz z formatem
mikroptytkowym, narzedzia te maja potencjal do znaczacego przyspieszenia badan
przesiewowych, co moze przyczyni¢ si¢ do odkrycia nowych regulatorow proceséw
komorkowych i terapeutycznych celow w leczeniu chordb zwigzanych z zaburzeniami procesu
degradacji RNA. Otwiera to nowe mozliwosci badawcze i stanowi istotny krok naprzod
w dziedzinie biologii komorki. W przysziosci, dalszy rozwdj tych technologii moze
doprowadzi¢ do wyjasnienia nieznanych dotad fundamentalnych mechanizméw komoérkowych
i opracowywania innowacyjnych podej$¢ terapeutycznych.
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Procedury eksperymentalne

11. Syntezy chemiczne analogéow kapu

11.1 Spis skrotow odezynnikow chemicznych stosowanych w procedurach
eksperymentalnych

ACN - acetonitryl

AMA — mieszanina 30% amoniaku i 40% metyloaminy w stosunku objetosciowymi 1/1
amino-PEG2-amina — 2,2’-(etylenodioksy) dietyloamina
BHQ-2/3 — Black Hole Quencher 2/3

CDI - 1,1’-karbonylodiimidazol

Cy3/Cy5 — cyjanina 3/5

DBU - 1,8-diazabicyklo[5.4.0Jundeken

DCA — kwas dichlorooctowy

DCM — dichlorometan

DMF — N,N-dimetyloformamid

DMSO - dimetylosulfotlenek

DMAP — 4-dimetyloaminopirydyna

DTDP - 2,2’-ditiodipirydyna

EDA - etylenodiamina

EDC - 1-etylo-3-(3-dimetyloaminopropylo)karbodiimid
EDTA — wersenian disodu

Ester NHS — ester N-hydroksysukcynoimidu

EtOH — etanol

(5)/(6)-FAM — (5)/(6)-karboksyfluoresceina

FMN — 5°-monofosforan ryboflawiny

Glcp — glukozo-1-fosforan

H20 MQ - ultraczysta woda

HMDA — heksametylenodiamina

JF549/646 — Janelia Fluor 549/646

MeOH — metanol
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NAcGlcp — N-acetyloglukozamino-1-fosforan
NAD - dinukleotyd nikotynoamidoadeninowy
PPhs — trifenylofosfina

sCy3/sCy5 — sulfocyjanina 3/5

TEA — trietyloamina

TEAB — bufor wodoroweglanu trietyloamoniowego

TSTU - tetrafluoroboran N,N,N’,N -tetrametylo-O-(N-sukcynimidylo)uroniowy
11.2 Odczynniki chemiczne i sprzgt laboratoryjny

Do przeprowadzenia syntez chemicznych wykorzystano odczynniki chemiczne zakupione
w firmie Sigma Aldrich. Syntezy na fazie stalej byly prowadzone przy uzyciu gotowych,
obsadzonych z16z z firmy Cytiva i amidoforsforynow nukleotydow dostarczonych przez firme
LinkTech. Substraty wyjsciowe do syntezy analogdw kapu, tj. guanozyna, 5’-difosforan
guanozyny (GDP), 5’-monofosforan ryboflawiny (FMN), dinukleotyd
nikotynoamidoadeninowy (NAD), glukozo-1-fosforan (Glcp), N-acetyloglukozamino-1-
fosforan (NAcGlcp), zostaty zakupione w Sigma Aldrich. Barwniki fluorescencyjne
i wygaszacze fluorescencji pozyskano od nastgpujacych producentéw: Tocris (Janelia Fluor
549, Janelia Fluor 646), Lumiprobe ((5)/(6)-FAM, Cy5/sCy3, Cy5/sCy5), Biosearch
technologies (BHQ-2, BHQ-3). Wszystkie rozpuszczalniki organiczne, ktore zostaly uzyte
w syntezach chemicznych prowadzonych w warunkach bezwodnych, tj. dimetylosulfotlenek
(DMSO, Honeywell, HPLC grade), N,N-dimetyloformamid (DMF, bezwodny, Sigma-Aldrich)
i acetonitryl (ACN, HPLC grade, J.T.Baker), zostaly dodatkowo wysuszone na sitach
molekularnych 4A. Pozostate rozpuszczalniki: eter dietylowy (CHEMPUR, cz.d.a.), aceton
(CHEMPUR, cz.d.a.), metanol (MeOH, HPLC grade, J.T. Baker), etanol (EtOH, CHEMPUR,
cz.d.a.)) i bezwodnik octowy (CHEMPUR, cz.d.a.) zostaly uzyte bez dodatkowego
oczyszczania. Woda uzyta w eksperymentach (H2O MQ) byta pozyskiwana z systemu Millipore
Milli-Q i posiadata status ultraczystej.

Konwersje reakcji kontrolowano metoda HPLC na aparacie Agilent Tech Series 1200,
zaopatrzonym w detektor DAD i analityczng kolumne Gemini NX-C18 110A LC (150 mm x
4,6 mm, 3 um), przy przeptywie wynoszacym 1 ml/min. Do analiz HPLC zastosowano liniowy
gradient MeOH w 50 mM octanie amonu. Detekcj¢ absorpcji przeprowadzano przy A = 260 nm
(referencja A = 360 nm) lub w przypadku zwigzkéw fluorescencyjnych, przy dlugosci fali
przypadajacej na maksimum absorpcji fluoroforu. Finalne oczyszczanie produktow
przeprowadzano na semi-preparatywnych kolumnach Gemini C18 110A LC (150 mm x 10 mm,
5 um) lub HICHROM C18 150A (150 mm x 10 mm, 5 um), przy przeplywie wynoszacym
odpowiednio 5,0 ml/min i 4,7 ml/min. Do oczyszczania zwigzkéw zastosowano liniowy
gradient ACN w buforze octanowym. Doktadny sklad buforow oraz stosowane metody
przedstawiono ponizej.
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Metoda Bufor A Bufor B Gradient Kolumna Przeptyw Aparat
. Agilent
50 mM octan 50% Gemini NX-C18
| amonu, pH | MEOH/BUTOr | g B | 110ALC (150 mm | 20 Tech
A, 1/1, viv . ml/min Series
59 w 15 min x 4,6 mm, 3 um)
1200
. Agilent
0, -
50 mM octan MeOH/Bufor 100% Gemini NX-C18 1.0 Tech
] amonu, pH BuforuB | 110A LC (150 mm - -
A1/, viv . ml/min Series
5,9 w15 min | x4,6 mm,3 pm)
1200
.. Agilent
50 mM octan 50% Gemini C18 110A Tech
ACN/Bufor A LC 50 -
11 amonu, pH 713 viv Buforu B (150 mm x 10 mm mi/min Series
5,9 ' w 30 min 5 um) ! 1260
" Infinity
.. Agilent
50 mM octan 1000 | Gemini C18 110A Tech
v amonu, pH ACN/Bufor A Buforu B LC 50 Series
P 9/1, viv . (150 mm x 10 mm, ml/min
59 w 30 min 5 um) 1260
# Infinity
Agilent
50 mM octan 50% HiCHROM C18 Tech
\% amonu, pH Aci\l/lBtj;;Sr A BuforuB | 150A (150 mm x mliln:in Series
59 ' w 30 min 10 mm, 5 um) 1260
Infinity
Agilent
fr?e;nll\ga?rﬁﬁn ACN/Bufor A | _100% HICHROM C18 47 Tech
VI Y y Buforu B | 150A (150 mm x ol Series
pH 7,0/ACN, 9/1, viv . ml/min
w 15 min 10 mm, 5 pm) 1260
1/1, viv .
Infinity

Zloze anionitowe DEAE Sephadex A-25 (forma HCOg3) zostatlo uzyte do izolacji
i wstepnego oczyszczania produktow za pomoca chromatografii preparatywnej jonowymiennej.
Jako faze ruchoma zastosowano bufor wodoroweglanu trietyloamoniowego (TEAB) w wodzie
dejonizowanej w gradiencie liniowym: A: 0 do 0,7 M TEAB dla monofosforanéw
nukleozydow, B: 0 do 0,9 M TEAB dla difosforanu nukleozydu, C: 0 do 1,2 M TEAB dla
trifosforanu dinukleozydu. Chromatografie kazdorazowo przeprowadzano na aparacie Biotage
Selekt System (detekcja absorpcji przy A = 260 nm) z dotaczonymi przez producenta handlowo
dostepnymi kolumnami.

Reakcje funkcjonalizacji difosforanow nukleozydow byty przeprowadzane w reaktorze
mikrofalowym CEM Discover, w dedykowanych probdéwkach. Zaimplementowana metoda
zawierata nastepujace parametry reakcji: Pmax = 5 W, Tmax= 50°C, +/- 1°C, czas reakcji: 20
minut.

Syntezy dinukleotydéw na podtozu statym byty prowadzone przy uzyciu aparatu AKTA
Oligopilot™ Plus 10 (GE Healthcare) oraz dedykowanej kolumny napetnianej ztozem
PrimerSupport™,

Widma spektrometrii mas o wysokiej rozdzielczosci (HRMS) uzyskano przy uzyciu
spektrometru Micromass LCT z jonizacja elektrorozpylaniem i analiza czasu przelotu
(ESI-TOF). Produkty posrednie analizowano na spektrometrze Sciex QTRAP 3200, rejestrujac
niskorozdzielcze widma masowe w trybie jonéw ujemnych lub dodatnich.
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Zaleznie od formy uzyskanego produktu, wydajno$ci reakcji obliczano na podstawie
uzyskanej masy probki lub jednostek optycznych (mOD). Pomiary jednostek optycznych
wykonywano rejestrujac na spektrofotometrze Shimadzu UV-1800 widma zwigzkow
w zakresie obejmujacym dtugosci fali A = 260 nm. Wartosci wspotczynnikow ekstynkcji €260 nm
[M-cm™], dla poszczegdlnych pochodnych mononukleotydowych wynosza odpowiednio: G —
12080, A — 15020, U — 9660, m’G — 11400, NMN - 4200; dla kapu FAD — 49080, dla kapu
NAD - 29480, dla kapu GlcppUpG — 19566; dla trinukleotydow: suma &0 nm dla
poszczegdlnych mononukleotydéw x 0,9. Analizowane zwigzki kazdorazowo rozpuszczano
w 100 mM buforze fosforanowym o pH 7,0. Wyjatek stanowity pochodne 7-metyloguanozyny,
dla ktorych widma rejestrowano w buforze o pH 6,0.

Substraty wyjsciowe do syntezy analogéw kapu (GDP, FMN, Glcp, NAcGlcp) zostaly
zakupione w postaci soli sodowych. Przed zastosowaniem ich do reakcji prowadzonych
w rozpuszczalnikach organicznych, konieczna byla wymiana soli sodowych na
trietyloamoniowe. Handlowa s6l sodowa GDP, ze wzgledu na zanieczyszczenie 5’°-
monofosforanem guanozyny, nanoszono na kolumn¢ ze zlozem DEAE Sephadex A-25
i przeprowadzano chromatografi¢ jonowymienng wedtug opisanej wyzej procedury, a nastepnie
kilkukrotnie odparowano z dodatkiem EtOH i ACN pod zmniejszonym ci$nieniem. Zebrane
frakcje zawieraly GDP w postaci soli trietyloamoniowych i dodatkowo byly wolne od
zanieczyszczen. Wymiang jondéw sodowych na trietyloamoniowe w  przypadku
monofosforanow (FMN, Glcp i NAcGIcp) przeprowadzono poprzez ich Kkilkukrotne
odparowywanie z dodatkiem buforu TEAB.
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11.2.1 m’GDP

GDP w postaci soli trietyloamoniowej (0,055 mmol) rozpuszczono w DMSO (6,2 ml)
a nastepnie dodano jodek metylu (CHsl, 14 ul, 0,22 mmol). Reakcje prowadzono przez 4 h
w RT. Postep reakcji kontrolowano za pomoca analitycznego RP-HPLC (Metoda 1) i MS
o niskiej rozdzielczosci. Reakcje zakonczono poprzez rozcienczenie H,O MQ (62 ml),
a nastepnie 3-krotnie przemyto eterem dietylowym (3x20 ml). Do warstwy wodnej dodano
szczypte pirosiarczynu sodu (Na2S;0s), celem redukeji jodu a pH doprowadzono do wartosci
7,0 za pomocg wodnego roztworu NaHCOs. Frakcje wodng zatgzono na wyparce obrotowe;.
Produkt wyizolowano i oczyszczono na kolumnie jonowymiennej (DEAE Sephadex A-25)
stosujac liniowy gradient TEAB (0 — 0,7 M), a nastgpnie odparowano do sucha na wyparce
obrotowej. Produkt otrzymano w postaci biatego ciala stalego z 68% wydajnoscig reakcji.

MS ESI (-) obliczono m/z [M-H] C11H17N1102: 457,0, znaleziono: 457,0.
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11.2.2 mg?>?’GDP
11.2.2.1 2’3’5 -tri-O-acetyloguanozyna (tri-O-Ac-G)
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Guanozyng (8,8 mmol, 2,5 g) zawieszono w bezwodnym ACN (100 ml), a nastgpnie
dodano 4-dimetyloaminopirydyn¢ (DMAP, 0,66 mmol, 81 mg) i TEA (4,9 ml). Zawarto$¢ kolby
mieszano przez 5 minut na mieszadle magnetycznym w RT, a nast¢pnie dodano bezwodnik
octowy (3,0 ml, 32 mmol). Reakcje prowadzono przy cigglym mieszaniu przez 50 minut w RT
w zamknigtej kolbie. Postep reakcji kontrolowano za pomocg RP-HPLC (Metoda I) i MS
o niskiej rozdzielczosci. Po tym czasie reakcje zakonczono dodajac do kolby 1,3 ml MeOH
i mieszajac jeszcze przez chwilg. Rozpuszczalniki odparowano do sucha na wyparce obrotowej,
a nastepnie dodano zimny aceton (50 ml) i chtodzono przez 30 minut. W kolbie wytracit sie
biaty osad, ktéry przefiltrowano na lejku Biichnera i przemyto dodatkowa porcja zimnego
acetonu (50 ml). Produkt wysuszono pod zmniejszonym ci$nieniem. Produkt koncowy
uzyskano w postaci biatego proszku z 87% wydajnoscig reakcji.

MS ESI (-) obliczono m/z [M-H] C1sH1sNsOs: 408,1, znaleziono: 408,1.
11.2.2.2 2’3’ 5-tri-O-acetylo-2-N,2-N-dimetyloguanozyna (tri-O-Ac-m,>?G)

Do roztworu acetylowanej guanozyny (5,0 g, 12 mmol) w 99,9% CH3COOH (150 ml)
dodano paraformaldehyd (1,1 g, 37 mmol) i mieszano przez 3 h w 45°C. Po tym czasie dodano
NaBH3CN (2,3 g, 37 mmol) i ponownie mieszano przez 3 h w 45°C. Sekwencj¢ dodawania
paraformaldehydu i NaBH3CN w odstepach 3 h powtdrzono jeszcze dwa razy. Postep reakcji
monitorowano za pomoca analitycznego RP-HPLC (Metoda ) oraz rejestrujagc widma MS
o niskiej rozdzielczo$ci. Rozpuszczalnik odparowano na wyparce obrotowej, a osad zawieszono
w mieszaninie DCM/pirydyna (16 ml, 1/1, v/v). Roztwér przemywano 3-krotnie nasyconym
NaHCOs; (3x16 ml), a warstwy wodne ekstrahowano roztworem DCM/pirydyna (16 ml, 2/1,
v/v). Warstwe organiczng zebrano i wysuszono nad Na»SOy, a nastgpnie przefiltrowano
i odparowano z dodatkiem toluenu na wyparce obrotowej, az do usuniecia pozostatosci
pirydyny. Produkt otrzymano jako bladoszare ciato state z wydajnoscia 66%.

MS ESI (-) obliczono m/z [M-H] C1gH22NsOg: 436,1, znaleziono: 436,1
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11.2.2.3  2-N,2-N-dimetyloguanozyna (m,>2G)

OH OH

Zabezpieczong dimetyloguanozyne (2,5 g, 6,3 mmol) rozpuszczono w roztworze
H,O/MeOH (25 ml, 1/1, v/v) i ogrzano do 71°C. Po osiagnieciu tej temperatury dodano TEA
(5,6 ml, 40 mmol) i cala mieszaning mieszano przez kolejne 4 h. Przebieg reakcji kontrolowano
za pomocg RP-HPLC (Metoda I) i MS o niskiej rozdzielczosci. Rozpuszcezalnik odparowano
pod zmniejszonym ci$nieniem, a nastepnie wysuszono w eksykatorze. Produkt otrzymano jako
biale ciato state z 87% wydajnoscia.

MS ESI (+) obliczono m/z [M+H]* C12H1sNsO5™: 312,1, znaleziono: 312,2

11.2.2.4 5’-monofosforan 2-N,2-N-dimetyloguanozyny (m,*>>GMP)
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Odbezpieczong 2-N,2-N-dimetyloguanozyne (0,65 g, 2,1 mmol) zawieszono w fosforanie
trimetylu (PO(OCHs)s, 4,4 ml, 38 mmol), nastepnie dodano $wiezo destylowany chlorek
fosforylu (POCls, 0,58 ml, 6,3 mmol) i kolbe szczelnie zamknigto septa. Zawartos¢ kolby
mieszano przez 2 h na lodzie, a przebieg reakcji kontrolowano za pomocg analitycznego RP-
HPLC (Metoda 1) oraz rejestrujac widma MS o niskiej rozdzielczosci. Reakcje zakonczono
dodajac 45 ml 0,6 M roztworu TEAB. Zwigzek oczyszczono na kolumnie jonowymiennej
(DEAE Sephadex A-25) stosujac liniowy gradient buforu TEAB (0 — 0,7 M). Po odparowaniu
buforu osad wysuszono pod zmniejszonym cisnieniem. Otrzymano biate cialo state
z wydajnoscia 41%.

MS ESI (-) obliczono m/z [M-H] C12H17NsO0gP: 390,1, znaleziono: 390,1

11.2.2.5 P-imidazolid 2-N,2-N-dimetyloguanozyny 5°’-monofosforanu (m,??GMP-Im)
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Sol trietyloamoniowa 5'-monofosforanu  2-N,2-N-dimetyloguanozyny (2,31 mmol),
imidazol (1,6 g, 23 mmol) i DTDP (1,6 g, 6,9 mmol) zawieszono w bezwodnym DMF (7,0 ml).
Nastepnie dodano TEA (6,9 mmol, 0,97 ml) oraz PPhz (1,8 g, 6,9 mmol) i mieszano przez 3 h
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w RT. Po tym czasie reakcje zakonczono dodajac roztwor LiCl1O4 (0,74 g, 6,9 mmol) w zimnym
ACN (70 ml). Po schlodzeniu mieszaniny przez 1 h w 4°C, osad 3-krothie odwirowano,
przemywajac za kazdym razem nowa porcja ACN, az do uzyskania bezbarwnego roztworu nad
osadem. Produkt koncowy wysuszono pod zmniejszonym ci$nieniem, uzyskujac jasnoszare
cialo stale z 93% wydajnoscia. Jako$¢ produktu zweryfikowano za pomoca analitycznego
RP-HPLC (Metoda I) oraz rejestrujac widma MS o niskiej rozdzielczosci.

MS ESI (-) obliczono m/z [M-H] C1sH1sN7O7P": 440,1, znaleziono: 440,0
11.2.2.6  5’-difosforan 2-N,2-N-dimetyloguanozyny (m,?>?GDP)

OH OH
OH OH

Zaktywowany monofosforan 2-N,2-N-dimetyloguanozyny (2,2 mmol) zawieszono
w DMF (25 ml), a nastepnie dodano fosforan trietyloamoniowy (3,7 g, 9,2 mmol) i mieszano
do rozpuszczenia substratow. Nastepnie dodano ZnCl; (5,0 g, 37 mmol) i energicznie mieszano
w RT przez 3 h. Postep reakcji kontrolowano za pomocg analitycznego RP-HPLC (Metoda I)
i MS o niskiej rozdzielczosci. Po 3 h reakcje zakonczono dodajac wodny roztwoér (250 ml)
EDTA (14 g, 37 mmol) i NaHCO3 (6,9 g, 82 mmol) w celu doprowadzenia do pH 7,0. Produkt
oczyszczono na kolumnie jonowymiennej (DEAE Sephadex A-25) stosujac liniowy gradient
TEAB (0 — 0,9 M), a nastgpnie odparowano do sucha z dodatkiem EtOH. Produkt otrzymano
w postaci biatego proszku z 34% wydajnoscia.

MS ESI (-) obliczono m/z [M-H] C12H1sNs011P2: 470,0, znaleziono: 470,1
11.2.2.7 5’-difosforan 2-N,2-N,7-N-trimetyloguanozyny (ms?>?’GDP)
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5'-difosforan 2-N,2-N-dimetyloguanozyny w postaci soli trietyloamoniowej (0,74 mmol)
rozpuszczono w H.O MQ (7,2 ml). Za pomoca lodowatego CHsCOOH roztwor doprowadzono
do pH 4,0, po czym mieszano jeszcze przez 1 h w RT. Nastepnie w 10 rownych porcjach co
5 minut dodawano (CH30),SO- (0,72 pl, 7,6 umol), caly czas energicznie mieszajac. Roztwor
1 M NaOH uzyto do utrzymania pH 4,0. Postep reakcji kontrolowano za pomoca analitycznego
RP-HPLC (Metoda I) i MS o niskiej rozdzielczosci. Po 2,5 h nastgpila pelna konwersja
a mieszanine 3-krotnie ekstrahowano DCM aby wyizolowa¢ produkt. Warstwe wodng zebrano
1 zatgzono na wyparce obrotowej. Wyizolowany produkt oczyszczono na kolumnie
jonowymiennej (DEAE Sephadex A-25) stosujac liniowy gradient TEAB (0 — 0,9 M),
a nastepnie odparowano do sucha. Produkt otrzymano w postaci biatego proszku z 57%
wydajnoscia.
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MS ESI (-) obliczono m/z [M-H] C13H21N5011P2: 485,1, znaleziono: 485,0

11.2.3 Mononukleotyd nikotynoamidoadeninowy (NMN)
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Dinukleotyd nikotynoamidoadeninowy w postaci soli sodowej (NAD*, 0,44 mmol)
rozpuszczono w wodzie (50 ml) i podgrzano do temperatury 50°C. Nastepnie matymi porcjami
dodawano ZrCls (0,51 g, 2,2 mmol) i mieszano przez 2 h. Postep reakcji monitorowano za
pomocg analitycznego RP-HPLC (Metoda I). Reakcje zakonczono poprzez dodanie 24 ml
0,5 M NasPO4. Roztwér doprowadzono do pH 7,0 za pomoca 1 M NaOH (~ 9,0 ml),
odwirowano powstaty osad i zebrano supernatant. Osad przemyto trzykrotnie H.O MQ.
Potaczony supernatant zatgzono na wyparce obrotowej do jednej trzeciej jego poczatkowej
objetosci 1 0Czyszczono za pomoca chromatografii jonowymiennej (DEAE Sephadex A-25)
z liniowym gradientem TEAB (0 — 0,6 M). Produkt koncowy otrzymano w postaci biatego
proszku z 46% wydajno$cia reakcji.

MS ESI (+) obliczono m/z [M+H]* C11H1sN,OgP*: 335,1, znaleziono: 335,0

11.3 Synteza 5’-monofosforanéow dinukleotydoéw na podtozu stalym

Procedura ogolna A:

Synteza 5’-monofosforanéw dinukleotydow byla prowadzona na aparacie AKTA
Oligopilot™ Plus 10 z zastosowaniem chemii amidofosforynéw. W dedykowanej do aparatu
kolumnie umieszczono odpowiednie zloze polistyrenowe o wysokim stopniu obsadzenia,
odpowiednio: Primer Support 5G Ribo G 300 lub Primer Support 5G Ribo A 300, a nastepnie
wypetniono kolumng bezwodnym ACN. Kazda z reakcji byta prowadzona w najwigkszej
mozliwej skali (50 pmoli), co uwarunkowane byto parametrami kolumny i stopniem obsadzenia
ztoza. Roztwor BTT aktywatora w ACN (0,3 M), roztwor zabezpieczonego amidofosforynu
nukleozydu (adenozyny, 2’-OMe-adenozyny lub urydyny, 0,2 M) w ACN (etap 1) oraz roztwér
bis (cyjanoetylo)-N,N-diizopropyloamidofosforynu (P-ite(CNE).N,N-(iPr)2, 0,2 M) w ACN
(etap 2) byly przez 15 minut recyrkulowane przez kolumng. Detrytylacj¢ prowadzono przy
uzyciu roztworu kwasu dichlorooctowego w toluenie (DCA, 3%, v/v), natomiast utlenianie
przeprowadzano przy uzyciu roztworu jodu w pirydynie (50 mM). Do zabezpieczania grup
funkcyjnych  nieprzereagowanych ~w  cyklu  substratow  wykorzystano  roztwor
N-metyloimidazolu w ACN (20%, v/v) oraz mieszaniny 40% (v/v) bezwodnika octowego i 40%
(v/v) pirydyny w ACN. Przemywanie zawartosci kolumny roztworem dietyloaminy w ACN
(DEA, 20%, v/v) stuzyto usunieciu grup 2-cyjanoetylowych. Na ostatnim etapie podtoze stale
z dolaczonym dinukleotydem bylo przeptukiwane ACN i suszone argonem, az do uzyskania
produktu w formie suchego i sypkiego ciala stalego. Zawarto$§¢ kolumny przeniesiono do
probowki typu falcon. Dinukleotyd odcigto od zloza, z jednoczesnym odbezpieczeniem zasad
azotowych, inkubujac go przez 2 h w temperaturze 45°C z mieszaning 30% amoniaku i 40%
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metyloaminy (AMA, 1/1, v/v, 5 ml). Ziarna zloza usunigto stosujac filtracj¢ z wykorzystaniem
filtréw strzykawkowych. Ztoze dodatkowo przemyto 50% EtOH, celem zmaksymalizowania
wydajnosci syntezy. Zebrany roztwor zat¢zono na wyparce obrotowej, usuwajac tym samym
pozostatos$ci roztworu AMA, nastgpnie zliofilizowano i zawieszono w DMSO (100 pl).
Usuwanie grupy zabezpieczajacej 2’-O-TBDMS prowadzone bylo poprzez dodanie do
probowki z dinukleotydem trihydrofluorku trietyloaminy (TEA*3HF, 125 pl) oraz TEA
(150 pl) i wytrzasanie mieszaniny przez 3 h w 65°C. Reakcj¢ zakonczono przez rozcieficzenie
wodnym roztworem NaHCOs, doprowadzaja pH do 7,0. Produkt wyizolowano z mieszaniny
reakcyjnej za pomoca chromatografii jonowymiennej (DEAE Sephadex A-25) z liniowym
gradientem TEAB (0 do 0,9 M), a nastepnie oczyszczono przy uzyciu semi-preparatywnego
RP-HPLC (Metoda Ill). Przebieg poszczegdlnych etapow byt kontrolowany za pomoca
analitycznego RP-HPLC (Metoda I1) i MS o niskiej rozdzielczo$ci. Koncowy produkt syntezy
(w postaci soli amonowej) poddano 3-krotnej liofilizacji, a jego strukture potwierdzono za
pomocg widm wysokorozdzielczej MS.
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Synteze przeprowadzono wedhug Procedury ogblnej A. W reakcji zastosowano ztoze
Primer Support 5G Ribo G 300 (162 mg, 50,0 umol), 200 mM roztwor amidofosforynu
rybonukleozydu A-(Bz)-CE (143 mg, 145 umol) w bezwodnym ACN oraz 200 mM roztwor
P-ite(CNE)2N,N-(iPr), (200 ul, 0,765 mmol) w bezwodnym ACN. Etapy odbezpieczania,
odcinania od zloza i oczyszczania przeprowadzono zgodnie z opisang procedurag. W wyniku
syntezy otrzymano pApG w postaci biatego proszku z 71% wydajnoscia reakc;ji.

HRMS ESI (-) obliczono m/z [M-H] C20H25N10014P5: 691,10324, znaleziono: 691,10381.
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Syntez¢ przeprowadzono wedtug Procedury ogdélnej A. W reakcji zastosowano ztoze
Primer Support 5G Ribo G 300 (162 mg, 50,0 umol), 200 mM roztwér amidofosforynu
rybonukleozydu 2’-OMe-A-(Bz)-CE (129 mg, 145 umol) w bezwodnym ACN oraz 200 mM
roztwor P-ite(CNE)2N,N-(iPr). (200 ul, 0,765 mmol) w bezwodnym ACN. Etapy
odbezpieczania, odcinania od zloza i oczyszczania przeprowadzono zgodnie z opisang
procedura. W wyniku syntezy otrzymano pApG w postaci biatego proszku z 70% wydajnoscia
reakcji.

HRMS ESI (-) obliczono m/z [M-H]" C21H27N10014P2: 1007,14928, znaleziono: 1007,15076.

11.33 pUpG

OH OH

Synteze przeprowadzono wedlug Procedury ogdlnej A. W reakcji zastosowano ztoze
Primer Support 5G Ribo G 300 (166 mg, 50,0 pmol), 200 mM roztwor amidofosforynu
rybonukleozydu U-(CE) (125 mg, 145 umol) w bezwodnym ACN oraz 200 mM roztwor
P-ite(CNE)2N,N-(iPr), (200 ul, 0,765 mmol) w bezwodnym ACN. Etapy odbezpieczania,
odcinania od zloza i oczyszczania przeprowadzono zgodnie z opisang procedurg. W wyniku
syntezy otrzymano pUpG w postaci biatego proszku z 64% wydajnoscia reakcji.

HRMS ESI (-) obliczono m/z [M-H] C19H24N7016P,: 668,07602, znaleziono: 669,07628

134



11.3.4 pApA

OH OH

Synteze przeprowadzono wedhug Procedury ogdlnej A. W reakcji zastosowano ztoze
Primer Support 5G Ribo A 300 (162 mg, 50,0 pmol), 200 mM roztwor amidofosforynu
rybonukleozydu A-(Bz)-CE (143 mg, 145 pmol) w bezwodnym ACN oraz 200 mM roztwor
P-ite(CNE)2N,N-(iPr)2 (200 ul, 0,765 mmol) w bezwodnym ACN. Etapy odbezpieczania,
odcinania od zloza i oczyszczania przeprowadzono zgodnie z opisang procedurag. W wyniku
syntezy otrzymano pApA w postaci biatego proszku z 66% wydajnoscia reakcji.

HRMS ESI (-) obliczono m/z [M-H] C20H25N10013P2: 675,10833, znaleziono: 675,10840.
11.4 Aktywacja

Procedura ogolna B:

Dinukleotyd w postaci soli amonowej (1 eq.), imidazol (16 eq.) i DTDP (6 eq.) zawieszono
w bezwodnym DMSO (1,0 ml na 50 pmoli dinukleotydu). Nastepnie dodano TEA (6 eq.) oraz
PPhs (6 eq.) i mieszano przez 2 h w RT. Przebieg reakcji kontrolowano za pomoca analitycznego
RP-HPLC (Metoda I) oraz rejestrujac widma MS o niskiej rozdzielczosci. Po tym czasie reakcje
zakonczono dodajac roztwor NaClOs (6 eg.) w zimnym ACN (10x objetos¢ DMSO). Po
schtodzeniu mieszaniny przez 1 h w 4°C, osad odwirowano a nastepnie 3-krotnie przemywano
zimnym ACN, az do uzyskania bezbarwnego supernatantu. Zaktywowany dinukleotyd
w postaci soli sodowej suszono przez noc w eksykatorze pod zmniejszonym ci$nieniem.
Strukture uzyskanego produktu potwierdzono za pomoca analitycznego RP-HPLC (Metoda I).

Procedura ogdlna C:

Mononukleotyd w postaci soli trietyloamoniowej (1 eq.), imidazol (10 eq.) i DTDP (3 eq.)
zawieszono w bezwodnym DMSO (1,0 ml na 100 pmoli dinukleotydu). Nastepnie dodano TEA
(3 eq.) oraz PPhs (3 eq.) i mieszano przez 2,5 h w RT. Przebieg reakcji kontrolowano za pomoca
analitycznego RP-HPLC (Metoda I) oraz rejestrujac widma MS o niskiej rozdzielczo$ci. Po tym
czasie reakcje zakonczono dodajac roztwor LiClOs (3 eg.) w zimnym acetonie (10x objgtosé
DMSO). Po schtodzeniu mieszaniny przez 1 h w 4°C, osad odwirowano a nastgpnie 3-krotnie
przemywano zimnym acetonem, az do uzyskania bezbarwnego supernatantu. Zaktywowany
mononukleotyd w postaci soli sodowej suszono przez noc w eksykatorze pod zmniejszonym
ci$nieniem. Strukture uzyskanego produktu potwierdzono za pomocg analitycznego RP-HPLC
(Metoda I).
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Reakcje przeprowadzono wedtug Procedury ogélnej B. pApG (38 umol), imidazol (41,3
mg, 600 umol) i DTDP (50,2 mg, 230 umol) zawieszono w bezwodnym DMSO (760 pl).
Nastepnie dodano TEA (32,0 pl, 230 umol) i PPhs (59,7 mg, 230 pmol) i mieszano przez 2 h
w RT. Reakcje zakonczono dodajac roztwor NaClO4 (27,9 mg, 230 umol) w zimnym ACN
(7,60 ml). Po schlodzeniu mieszaniny przez 1 h w 4°C, osad odwirowano i przemywano
zimnym ACN. Produkt koncowy wysuszono pod zmniejszonym ci$nieniem, uzyskujac
jasnozotty proszek z wydajnoscia 91%.

MS ESI (-) obliczono m/z [M-H] C22H27N12013P2: 741,1, znaleziono: 741,1
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Reakcje przeprowadzono wedtug Procedury ogdlnej B. pAmpG (38 pmol), imidazol (41,3
mg, 600 umol) i DTDP (50,2 mg, 230 pmol) zawieszono w bezwodnym DMSO (760 pl).
Nastepnie dodano TEA (32,0 pl, 230 umol) i PPhs (59,7 mg, 230 pmol) i mieszano przez 2 h
w RT. Reakcje zakonczono dodajgc roztwor NaClO4 (27,9 mg, 230 umol) w zimnym ACN
(7,60 ml). Po schlodzeniu mieszaniny przez 1 h w 4°C, osad odwirowano i przemywano
zimnym ACN. Produkt koncowy wysuszono pod zmniejszonym ci$nieniem, uzyskujac
jasnozotty proszek z wydajnoscig 90%.

MS ESI (-) obliczono m/z [M-H]" C24H29N12013P2™: 755,1, znaleziono: 755,1
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Reakcj¢ przeprowadzono wedlug Procedury ogdélnej B. pUpG (38 umol), imidazol
(41,3 mg, 600 umol) i DTDP (50,2 mg, 230 pmol) zawieszono w bezwodnym DMSO (760 pl).
Nastepnie dodano TEA (32 pl, 230 pmol) i PPhs (59,7 mg, 230 umol) i mieszano przez 2 h
W RT. Reakcje zakonczono dodajgc roztwdr NaClO4 (27,9 mg, 230 umol) w zimnym ACN
(7,60 ml). Po schtodzeniu mieszaniny przez 1 h w 4°C, osad odwirowano i przemywano
zimnym ACN. Produkt kofcowy wysuszono pod zmniejszonym ci$nieniem, uzyskujac
jasnozotty proszek z wydajnoscig 92%.

MS ESI (-) obliczono m/z [M-H] C22H26NgO15P2: 718,1, znaleziono: 718,0
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Reakcj¢ przeprowadzono wedlug Procedury ogdlnej C. NMN (50 pmol) zawieszono
w DMSO (500 pl). Dodano imidazol (34,0 mg, 500 pmol), DTDP (33,0 mg, 150 pmol), TEA
(21,0 pl, 150 pumol) i PPhz (369 mg, 150 pmol). Reakcje mieszano w RT przez 2,5 h, po czym
za pomocg analizy RP-HPLC (Metoda I) i MS o niskiej rozdzielczosci stwierdzono catkowita
konwersje substratu w produkt. Reakcje zakonczono poprzez dodanie zimnego roztworu LiClO4
w acetonie (5,00 ml). Po schlodzeniu mieszaniny przez 1 h w 4°C, osad odwirowano
i przemywano zimnym acetonem. Produkt koficowy wysuszono pod zmniejszonym ci$nieniem,
uzyskujac szaro-zotty proszek z 70% wydajnoscig reakcji.

MS ESI (+) obliczono m/z [M+H]*C14H1sN4O7P*: 385,1, znaleziono: 385,1
11.5 Reakcje sprzegania do kapoéw

Procedura ogdlna D:

Mononukleotyd w postaci soli trietyloamoniowej (1,0 eq.) i odpowiedni zaktywowany
dinukleotyd w postaci soli sodowej (1,25 eq.) zawieszono w bezwodnym DMSO (1,0 ml na
50 pmoli mononukleotydu) i dodano nadmiar bezwodnego ZnCl, (16 eq.). Mieszaning
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reakcyjng mieszano w RT przez 12-30 h. Postep reakcji monitorowano za pomoca
analitycznego RP-HPLC (Metoda Il) i MS o niskiej rozdzielczosci. Reakcje zakonczono
rozcienczajac ja wodnym roztworem (10x objetos¢ DMSO) EDTA (16 eq.) i NaHCOs3 (potowa
masy EDTA). Produkt wyizolowano z mieszaniny reakcyjnej za pomoca chromatografii
jonowymiennej (DEAE Sephadex A-25) z liniowym gradientem TEAB (0 do 1,2 M),
a nastepnie oczyszczono przy uzyciu semi-preparatywnego RP-HPLC (Metoda V). Konficowy
produkt syntezy (w postaci soli amonowej) poddano 3-krotnej liofilizacji, a jego czysto$¢
potwierdzono za pomocg analitycznego RP-HPLC.

Procedura ogolna E:

Mononukleotyd w postaci soli trietyloamoniowej (1,0 eq.) i odpowiedni zaktywowany
dinukleotyd w postaci soli sodowej (1,5 eq.) zawieszono w bezwodnym DMF lub DMSO
(2,0 ml na 50 umoli mononukleotydu) i dodano nadmiar bezwodnego MgCl, (8,0 eq.).
Mieszaning reakcyjng mieszano w RT przez 5-24 h. Postgp reakcji monitorowano za pomoca
analitycznego RP-HPLC (Metoda I lub I1) i MS o niskiej rozdzielczo$ci. Reakcje zakonczono
rozcienczajac ja wodnym roztworem (10x objetos¢ DMF lub DMSO) EDTA (8,0 eq.) i NaHCO3
(potowa masy EDTA). Produkt wyizolowano z mieszaniny reakcyjnej za pomoca
chromatografii jonowymiennej (DEAE Sephadex A-25) z liniowym gradientem TEAB (0 do
0,9 — 1,2 M), a nastgpnie oczyszczono przy uzyciu semi-preparatywnego RP-HPLC (Metoda Il
lub V). Koficowy produkt syntezy (w postaci soli amonowej) poddano 3-krotnej liofilizacji,
a jego czystos¢ potwierdzono za pomocg analitycznego RP-HPLC.

Procedura ogdlna F:

Zaktywowany mononukleotyd w postaci soli litowej (5,0 eq.) i odpowiedni dinukleotyd
w postaci soli amonowej (1,0 eq.) zawieszono w bezwodnym DMSO (1,0 ml na 15 pmoli
mononukleotydu) i dodano nadmiar bezwodnego ZnCl, (40 eq.). Mieszanine reakcyjna
mieszano w RT przez 92 h. Postep reakcji monitorowano za pomocg analitycznego RP-HPLC
(Metoda 1) i MS o niskiej rozdzielczo$ci. Reakcje zakonczono rozcieficzajac ja wodnym
roztworem (10x obje¢tos¢ DMSO) EDTA (40 eq.) i NaHCOs (potowa masy EDTA). Produkt
wyizolowano z mieszaniny reakcyjnej za pomoca chromatografii jonowymiennej (DEAE
Sephadex A-25) z liniowym gradientem TEAB (0 do 0,9 M), a nastgpnie 0CzySzCzono przy
uzyciu semi-preparatywnego RP-HPLC (Metoda V). Koncowy produkt syntezy (w postaci soli
amonowej) poddano 3-krotnej liofilizacji, a jego czysto$¢ potwierdzono za pomocg
analitycznego RP-HPLC.
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Reakcje przeprowadzono wedtug Procedury ogélnej D. GDP (0,055 mmol), Im-pApG
(0,069 mmol) oraz znCl, (0,15 g, 1,1 mmol) zawieszono w bezwodnym DMSO (1,1 ml).
Reakcje prowadzono w RT przez 30 h. Postep reakcji monitorowano za pomoca analitycznego
RP-HPLC (Metoda I1) i MS o niskiej rozdzielczosci. Reakcje zakonczono rozcienczajac ja
wodnym roztworem (11 ml) EDTA (0,41 g, 1,1 mmol) i NaHCO3 (0,20 g, 2,4 mmol). Produkt
wyizolowano z mieszaniny reakcyjnej oraz oczyszczono zgodnie z w/w procedurg. Ostatecznie
otrzymano trinukleotyd GpppApG w postaci bialego proszku z 68% wydajnoscia reakcji.

HRMS ESI (-) obliczono m/z [M-H]" C3oH3sN15024P4: 1116,11701, znaleziono: 1116,11808.
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Reakcje przeprowadzono wedtug Procedury ogélnej D. m’GDP (50 umol), Im-pApG
(63 umol) oraz ZnCl; (0,14 g, 1,0 mmol) zawieszono w bezwodnym DMSO (1,0 ml). Reakcje
prowadzono przez 12 h w RT. Postep reakcji monitorowano za pomoca analitycznego
RP-HPLC (Metoda II). Reakcje zakonczono rozcienczajac ja wodnym roztworem (10 ml)
EDTA (0,37 g, 1,0 mmol) i NaHCO3 (0,19 g, 2,2 mmol). Produkt wyizolowano z mieszaniny
reakcyjnej oraz oczyszczono zgodnie z w/w procedurg. Ostatecznie otrzymano trinukleotyd
m’GpppApG w postaci bialego proszku z 65% wydajnoscia reakcji.

HRMS ESI (-) obliczono m/z [M-H] Ca1HaoN15024P47: 1130,13266, znaleziono: 1130,13473.
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Reakcje przeprowadzono wedtug Procedury ogélnej D. m’GDP (50 pumol), Im-pAnpG
(63 umol) oraz ZnCl; (0,14 g, 1,0 mmol) zawieszono w bezwodnym DMSO (1,0 ml). Reakcje
prowadzono przez 15 h w RT. Postgp reakcji monitorowano za pomoca analitycznego
RP-HPLC (Metoda II). Reakcje zakonczono rozcienczajac ja wodnym roztworem (10 ml)
EDTA (0,37 g, 1,0 mmol) i NaHCO3 (0,19 g, 2,2 mmol). Produkt wyizolowano z mieszaniny
reakcyjnej oraz oczyszczono zgodnie z w/w procedurg. Ostatecznie otrzymano trinukleotyd
m’GpppAmpG w postaci biatego proszku z 58% wydajnoscia.

HRMS ESI (-) obliczono m/z [M-H]" C32Ha2N15024P4: 1144,14831, znaleziono: 1144,14916.
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Reakcje przeprowadzono wedlug Procedury ogdlnej E. m3?>2’GDP (0,20 mmol),
Im-pApG (0,30 mmol) oraz MgCl, (0,15 g, 1,6 mmol) zawieszono w bezwodnym DMF
(4,0 ml). Reakcje prowadzono przez 5 h w RT. Postep reakcji monitorowano za pomoca
analitycznego RP-HPLC (Metoda II). Reakcje zakoniczono rozcienczajac ja wodnym roztworem
(40 ml) EDTA (0,59 g, 1,6 mmol) i NaHCO; (0,30 g, 3,5 mmol). Produkt wyizolowano
z mieszaniny reakcyjnej za pomocg chromatografii jonowymiennej (DEAE Sephadex A-25)
z liniowym gradientem TEAB (0 do 1,2 M), a nastgpnie oczyszczono przy uzyciu semi-
preparatywnego RP-HPLC (Metoda I11). Produkt wyizolowano z mieszaniny reakcyjnej oraz
oczyszczono zgodnie z w/w procedurg. Ostatecznie otrzymano produkt w postaci biatego
proszku z 43% wydajnoscia.

HRMS ESI (-) obliczono m/z [M-H] Cs3HasN15024P4: 1158,16396, znaleziono: 1158,16535.
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Reakcje przeprowadzono wedhug Procedury ogdlnej F. NMN-Im (0,12 mmol), pApG
(17 mg, 0,023 mmol) oraz ZnCl, (0,13 mg, 0,92 mmol) zawieszono w bezwodnym DMSO
(8,0 ml). Reakcje prowadzono przez 92 h w RT. Postep reakcji monitorowano za pomoca
analitycznego RP-HPLC (Metoda I). Reakcj¢ zakonczono rozcienczajac ja wodnym roztworem
(80 ml) EDTA (0,34 g, 0,92 mmol) i NaHCOs (0,17 g, 2,0 mmol). Produkt wyizolowano
z mieszaniny reakcyjnej oraz oczyszczono zgodnie z w/w procedurg. Ostatecznie otrzymano
dinukleotyd NRppApG w postaci biatego proszku z 54% wydajnoscia reakcji.

HRMS ESI (-) obliczone m/z [M-H]- Ca1HzgN12021P3: 1007,14928, znalezione: 1007,15076.

1156 RflvppApG

OH OH

Reakcj¢ przeprowadzono wedtug Procedury ogélnej E. Rflvp (19,7 mg, 30,0 pmol),
Im-pApG (45,0 umol) oraz MgCl; (22,9 mg, 0,24 mmol) zawieszono w bezwodnym DMSO
(600 ul). Reakcje prowadzono przez 24 h w RT. Postep reakcji monitorowano za pomoca
analitycznego RP-HPLC (Metoda I). Reakcje zakonczono rozcienczajac ja wodnym roztworem
(6,00 ml) EDTA (89,3 mg, 240 umol) i NaHCO3 (44,6 mg, 530 pmol). Produkt wyizolowano
z mieszaniny reakcyjnej za pomocg chromatografii jonowymiennej (DEAE Sephadex A-25)
z liniowym gradientem TEAB (0 do 0,9 M), a nastgpnie oczyszczono przy uzyciu semi-
preparatywnego RP-HPLC (Metoda V). Produkt wyizolowano z mieszaniny reakcyjnej oraz
oczyszczono zgodnie z w/w procedurg. Ostatecznie otrzymano dinukleotyd RflvppApG
w postaci biatego proszku z 80% wydajnoscig reakc;ji.

HRMS ESI (-) obliczone m/z [M-H]" C37H44N1402,P3: 1129,19729, znalezione: 1129,19843.
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Reakcje przeprowadzono wedtug Procedury ogélnej E. Glcp (23,1 mg, 50,0 umol), Im-
pUpG (75,0 umol) oraz MgCl; (38,0 mg, 400 umol) zawieszono w bezwodnym DMSO (600
pl). Reakcje prowadzono przez 5 h w RT. Postep reakcji monitorowano za pomoca
analitycznego RP-HPLC (Metoda I). Reakcje zakonczono rozcienczajac ja wodnym roztworem
(6,00 ml) EDTA (149 mg, 800 umol) i NaHCOs (74,4 mg, 890 umol). Produkt wyizolowano
z mieszaniny reakcyjnej za pomoca chromatografii jonowymiennej (DEAE Sephadex A-25)
z liniowym gradientem TEAB (0 do 0,9 M), a nastgpnie oczyszczono przy uzyciu semi-
preparatywnego RP-HPLC (Metoda Il1). Produkt wyizolowano z mieszaniny reakcyjnej oraz
oczyszczono zgodnie z w/w procedurg. Ostatecznie otrzymano dinukleotyd GlcppUpG
w postaci bialego proszku z 81% wydajnoscia reakcji.

HRMS ESI (-) obliczone m/z [M-H] CasH35N7024P3: 910,09518, znalezione: 910,09692.

11.6 Synteza mononukleotydéw sfunkcjonalizowanych linkerem aminowym

Procedura ogolna G:

GDP w postaci soli trietyloamoniowej (1 eq.) rozpuszczono w DMSO (0,1 M). Do
roztworu dodano 1,1’-karbonylodiimidazol (CDI, 10 eq.), a nastgpnie przeniesiono do probowki
dedykowanej do reaktora mikrofalowego, zaopatrzonej w element mieszajacy. Probowke
umieszczono w reaktorze mikrofalowym na 20 min (Pmax = 5 W, Tmax = 50°C, +/- 1°C).
Zawarto$¢ probowki przeniesiono do kolby okragtodennej, dodano H,O MQ (16 eq.)
i mieszano, az do zhydrolizowania nadmiaru CDI (~ 20 minut, az do momentu, gdy z roztworu
przestanie wydziela¢ si¢ CO2 w postaci pecherzykéw). Do mieszaniny reakcyjnej dodano
odpowiedni linker diaminowy (etylenodiamina (EDA)/heksametylenodiamina (HMDA)/
2,2’-(etylenodioksy) dietyloamina (amino-PEG2-amina), 5 — 10 eq.) oraz 1,8-diazabicyklo-7-
en (DBU, 0,5 — 1 eq.). Zawarto$¢ kolby mieszano w RT przez noc, a nastgpnie reakcje
zakonczono poprzez dodanie 0,5% kwasu solnego (HCI), do uzyskania pH 1,0, celem hydrolizy
imidazolidu. Ostatecznie roztwor zobojetniono za pomoca 1 M NaOH. Postep reakcji
monitorowano za pomoca analitycznego RP-HPLC (Metoda I) oraz MS o niskiej rozdzielczosci.
Produkt wyizolowano z mieszaniny reakcyjnej za pomoca chromatografii jonowymiennej
(DEAE Sephadex A-25) z liniowym gradientem TEAB (0 do 0,9 M), a nastgpnie zatezono na
wyparce obrotowej i wysuszono pod zmniejszonym ci$nieniem. Produkt koncowy (LXn-GDP,
gdzie LXn to odpowiedni linker diaminowy) stanowil mieszaning dwoch regioizomerow
z linkerami przytgczonymi do GDP w pozycjach: 2°-O / 3’-O rybozy.
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Procedura ogdlna H:

Metylowanie pozycji N’ sfunkcjonalizowanych GDP byto przeprowadzone w $rodowisku
wodnym. Substrat LXn-GDP w postaci soli trietyloamoniowej (1 eq.) rozpuszczono w H,O MQ
(0,1 M). Za pomocg lodowatego CHsCOOH roztwor doprowadzono do pH 4, po czym mieszano
jeszcze przez 1 h w RT. Nastgpnie dodano siarczan dimetylu ((CHz0)2SO-, 10 eq.) i energicznie
mieszano przez 4 h. 1 M roztw6r NaOH uzyto do utrzymania pH na poziomie 4 przez caty czas
trwania reakcji. Postep reakcji kontrolowano za pomocg analitycznego RP-HPLC (Metoda I1)
i MS o niskiej rozdzielczosci. Mieszaning reakcyjng przemywano 3-krotnie DCM. Warstwe
wodng zebrano i zat¢zono na wyparce obrotowej. Wyizolowany produkt oczyszczono na
kolumnie jonowymiennej (DEAE Sephadex A-25) stosujac liniowy gradient TEAB (0 — 1 M),
a nastgpnie odparowano do sucha z dodatkiem EtOH.

11.6.1 L2y-GDP

O + izomer 3'-O

Reakcje przeprowadzono wedtug Procedury ogdlnej G. Do reakcji wykorzystano GDP
(250 pumol) oraz CDI (0,405 g, 2,50 mmol), rozpuszczone w 2,5 ml DMSO. Na etapie
dotaczania linkera zastosowano EDA (150 mg, 2,50 mmol) oraz DBU (37,3 ul, 250 umol).
Oczyszczanie L2y-GDP przebiegalo zgodnie z opisang wyzej procedurg. Produkt koncowy
wyizolowano w postaci jasnozoéttego ciata statego z wydajnoscia reakcji wynoszaca 52%.

MS ESI (-) obliczone m/z [M-H] C13H20N7012P2: 528,1, znalezione: 527,9.
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Reakcje przeprowadzono wedtug Procedury ogolnej G. Do reakcji wykorzystano GDP
(250 pumol) oraz CDI (0,405 g, 2,50 mmol), rozpuszczone w 2,5 ml DMSO. Na etapie
dotaczania linkera zastosowano HMDA (291 mg, 2,50 mmol) oraz DBU (18,7 pl, 125 umol).
Oczyszczanie L6ny-GDP przebiegalo zgodnie z opisang wyzej procedurg. Produkt koncowy
wyizolowano w postaci jasnozottego ciata stalego z wydajnoscia reakcji wynoszacg 43%.

MS ESI (-) obliczone m/z [M-H]  C17H2sN;012P2: 584,1, znalezione: 584,4.
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Reakcje przeprowadzono wedtug Procedury ogélnej G. Do reakcji wykorzystano GDP
(250 umol) oraz CDI (0,405 g, 2,50 mmol), rozpuszczone w 2,5 ml DMSO. Na etapie
dotaczania linkera zastosowano amino-PEG2-aming (185 mg, 1,25 mmol) oraz DBU (37,3 pl,
250 pmol). Oczyszczanie LPEG2n-GDP przebiegato zgodnie z opisang wyzej procedurg.
Produkt koncowy wyizolowano w postaci jasnozottego ciata stalego z wydajnosciag reakcji
wynoszaca 45%.

MS ESI (-) obliczone m/z [M-H] C17H2sN7014P2: 616,1, znalezione: 616,5.

11.6.4 L2y-m’GDP

o
N/ N+
LSy o 0
HN™ N 0-P-0-P-OH
H l{(') oj(')H OH OH
N
H2N \ﬂ/ + izomer 3'-O
(e}

Reakcje przeprowadzono wedtug Procedury ogélnej H. Do reakcji wykorzystano
L2n-GDP (54,0 umol) rozpuszezony w 540 pl H,O MQ oraz (CH30)2S0; (51,2 ul, 540 umol).
Oczyszczanie L2y-m’GDP przebiegalo zgodnie z opisang procedura. Produkt kofcowy
wyizolowano w postaci biatego ciata statego z wydajnoscia reakcji wynoszaca 40%.

MS ESI (-) obliczone m/z [M-H] C14aH22N7012P;™: 542,1, znalezione: 542,3.
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11.6.5 L6x-m’GDP

+izomer 3'-O

Reakcj¢ przeprowadzono wedlug Procedury ogdlnej H. Do reakcji wykorzystano
L6n-GDP (54,0 pmol) rozpuszczony w 540 pl H,O MQ oraz (CHz0).SO> (51,2 pul, 540 pmol).
Oczyszczanie L6y-m’GDP przebiegalo zgodnie z opisang procedura. Produkt koncowy
wyizolowano w postaci bialego proszku z wydajnoscia reakcji wynoszaca 49%.
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MS ESI (-) obliczone m/z [M-H] C1sH30N;012P2: 598,1, znalezione: 598,0.
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11.6.6 LPEG2y-m’GDP

+ izomer 3'-O

Reakcj¢ przeprowadzono wedtug Procedury ogoélnej H. Do reakcji wykorzystano
LPEG2n-GDP (54,0 umol) rozpuszczony w 540 ul H,O MQ oraz (CH30),SO; (51,2 ul,
540 umol). Oczyszczanie LPEG2n-m’GDP przebiegalo zgodnie z opisang procedurg. Produkt
koncowy wyizolowano w postaci biatego proszku z wydajnos$cia reakcji wynoszaca 55%.

MS ESI (-) obliczone m/z [M-H] C1sH30N7014P2": 630,1, znalezione: 630,2.

11.7 Reakcje sprzegania do sfunkcjonalizowanych analogow kapu

11.7.1  L2x-m’GpppApG
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Synteze przeprowadzono wedlug Procedury ogélnej D. L2y-m’GDP (50,0 umol),
Im-pApG (63,0 umol) oraz ZnCl; (136 mg, 1,00 mmol) zawieszono w bezwodnym DMSO
(1,0 ml). Reakcje prowadzono przez 12 h w RT. Postep reakcji monitorowano za pomoca
analitycznego RP-HPLC (Metoda II). Reakcje zakonczono rozcienczajge jg wodnym roztworem
(10,0 ml) EDTA (372 mg, 1,00 mmol) i NaHCOs3 (186 mg, 2,20 mmol). Produkt wyizolowano
z mieszaniny reakcyjnej oraz oczyszczono zgodnie z w/w procedura. Ostatecznie otrzymano sol
amonowg trinukleotydu 2’-0/3’-O-L2y-m’GpppApG w postaci bialego proszku z 38%
wydajnoscia reakcji.

HRMS ESI (-) obliczono m/z [M-H] CasHasN17025P47: 1216,18067, znaleziono: 1216,18078.
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11.7.2  L2n-m'GpppAnpG
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Synteze przeprowadzono wedtug Procedury ogélnej D. L2y-m’GDP (50 upmol),
Im-pAmpG (63 pmol) oraz ZnCl, (136 mg, 1,00 mmol) zawieszono w bezwodnym DMSO (1,0
ml). Reakcje prowadzono przez 10 h w RT. Postep reakcji monitorowano za pomoca
analitycznego RP-HPLC (Metoda II). Reakcje zakonczono rozcienczajac ja wodnym roztworem
(10 ml) EDTA (372 mg, 1,00 mmol) i NaHCO3 (186 mg, 2,20 mmol). Produkt wyizolowano
z mieszaniny reakcyjnej oraz oczyszczono zgodnie z w/w procedura. Ostatecznie otrzymano sol
amonowg trinukleotydu 2°-0/3’-O- L2y-m’GpppAnpG w postaci bialego proszku z 40%
wydajnoscig reakcji.

HRMS ESI (-) obliczono m/z [M-H] CasHagN17025P4: 1230,19632, znaleziono: 1230,19599.

11.7.3  L6n-m'GpppApG
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Synteze przeprowadzono wedtug Procedury ogélnej D. L6ny-m?GDP (50 umol), Im-pApG
(63 pmol) oraz ZnCl, (136 mg, 1,00 mmol) zawieszono w bezwodnym DMSO (1,0 ml). Reakcje
prowadzono przez 12 h w RT. Postep reakcji monitorowano za pomocg analitycznego RP-
HPLC (Metoda II). Reakcje¢ zakonczono rozcienczajac ja wodnym roztworem (10 ml) EDTA
(372 mg, 1,00 mmol) i NaHCO3; (186 mg, 2,20 mmol). Produkt wyizolowano z mieszaniny
reakcyjnej oraz oczyszczono zgodnie z w/w procedurg. Ostatecznie otrzymano s6l amonowa
trinukleotydu 2°-0/3’-O- L6n-m’GpppApG w postaci biatego proszku z 43% wydajnoscia
reakcji.

HRMS ESI (-) obliczono m/z [M-H] CagHsaN17025P4: 1272,24327, znaleziono: 1272,24350
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11.7.4 LPEG2n-m’GpppApG
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Synteze przeprowadzono wedlug Procedury ogélnej D. LPEG2y-m’GDP (50 umol),
Im-pApG (63 umol) oraz ZnCl, (136 mg, 1,00 mmol) zawieszono w bezwodnym DMSO (1,0
ml). Reakcje prowadzono przez 12 h w RT. Postep reakcji monitorowano za pomoca
analitycznego RP-HPLC (Metoda I1). Reakcj¢ zakoniczono rozcienczajac ja wodnym roztworem
(10 ml) EDTA (372 mg, 1,00 mmol) i NaHCO; (186 mg, 2,20 mmol). Produkt wyizolowano
z mieszaniny reakcyjnej oraz oczyszczono zgodnie z w/w procedurg. Ostatecznie otrzymano sol
amonow3 trinukleotydu 2°-0/3’-O- LPEG2n-m’GpppApG w postaci biatego proszku z 35%
wydajnoscig reakcji.

HRMS ESI (-) obliczono m/z [M-H] CagHssN17027P47: 1304,23310, znaleziono: 1304,23353.

11.7.5 L2n-GpppApG
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Synteze przeprowadzono wedtug Procedury ogdlnej D. L2y-GDP (50 pmol), Im-pApG
(63 umol) oraz ZnCl; (136 mg, 1,00 mmol) zawieszono w bezwodnym DMSO (1,0 ml). Reakcje
prowadzono przez 12 h w RT. Postep reakcji monitorowano za pomoca analitycznego RP-
HPLC (Metoda II). Reakcj¢ zakonczono rozcienczajac ja wodnym roztworem (10 ml) EDTA
(372 mg, 1,00 mmol) i NaHCO3 (186 mg, 2,20 mmol). Produkt wyizolowano z mieszaniny
reakcyjnej oraz oczyszczono zgodnie z w/w procedurg. Ostatecznie otrzymano s6l amonowa
trinukleotydu 2°-0O/3’-O- L2n-GpppApG w postaci biatego proszku z 46% wydajnoscia reakcji.

HRMS ESI (-) obliczono m/z [M-H] CasHaaN17025P47: 1202,16502, znaleziono: 1202,16499.
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11.8 Funkcjonalizacja dinukleotydu pApA linkerem aminowym, pApA-EDA
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pApA w postaci soli trietyloamoniowej (0,026 mmol) rozpuszczono w H.O MQ (1,3 ml)
a nastepnie dodano $wiezo przygotowany 0,25 M roztwor NalOs (0,16 ml). Mieszanine
inkubowano przez 30 min bez dostepu $§wiatta w RT. Przebieg reakcji monitorowano za pomoca
analitycznego HPLC (Metoda I1). Otrzymany pApA-dial zmieszano ze swiezo przygotowanym
1 M wodnym roztworem cyjanoborowodorku sodu (NaBHsCN, 0,1 ml), 0,4 M wodnym
roztworem EDA (75 pl) oraz 1 M wodnym buforem fosforanowym KH,PO4, pH 6,2 (0,4 ml).
Mieszaning¢ inkubowano przez 30 minut bez dostgpu swiatta w RT, monitorujac przebieg reakcji
za pomocg analitycznego HPLC (Metoda IT). Reakcje zakonczono poprzez rozcienczenie probki
H.O MQ (8,0 ml) a nastepnie oczyszczano przy uzyciu semi-preparatywnego RP-HPLC
(Metoda I11). Koncowy produkt syntezy poddano 3-krotnej liofilizacji, a jego strukture
potwierdzono za pomoca MS o niskiej rozdzielczosci. Ostatecznie otrzymano dinukleotyd
pApPA-EDA w postaci bialego proszku z 41% wydajnoscia reakcji.

MS ESI (+) obliczono m/z [M+H]* C2H33N12011P2*: 703,2, znaleziono: 703,2.

11.9 Znakowanie barwnikami fluorescencyjnymi

Procedura ogdlna I:

Barwnik fluorescencyjny w postaci estru NHS (1 eq.) rozpuszczono w DMSO (40 mM)
i dodano do probowki eppendorfa zawierajacej pApA-EDA w postaci soli amonowej (1 eq.)
zawieszonego w DMSO (40 mM). Do mieszaniny reakcyjnej dodano TEA (2,0 eq.) a nastgpnie
cato$¢ przeniesiono na 4 h do inkubatora (27°C) z funkcja wytrzasania (1200 rpm). Przebieg
reakcji kontrolowano za pomocg analitycznego RP-HPLC (Metoda 11, detekcja przy A = 260 nm
oraz przy dlugosci fali odpowiadajgcej maksimum absorbcji barwnika) oraz widm
rejestrowanych na MS o niskiej rozdzielczosci. Reakcje zakonczono poprzez 10-krotne
rozcienczenie buforem A (50 mM octan amonu, pH 5,9). Zwiagzek wyizolowano i oczyszczono
za pomocg semi-preparatywnego RP-HPLC (Metoda 1V, detekcja przy A = 260 nm oraz przy
dlugoséci fali odpowiadajgcej maksimum absorbcji barwnika) a nastepnie 3-krotnie
zliofilizowano.
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11.9.1 pApA-sCy5

Reakcje przeprowadzono wedlug Procedury ogdlnej 1. sulfocyjaning 5 (sCy5, 1,6 mg, 2,0 umol)
rozpuszczono w DMSO (50,0 ul) i dodano do pApA-EDA (1,5 mg, 2,0 umol) zawieszonego
w 50 pl DMSO. Do mieszaniny reakcyjnej dodano TEA (0,60 pl, 4,0 umol) a nastepnie catos¢
inkubowano 4 h w 27°C. Przebieg reakcji monitorowano za pomocg analitycznego RP-HPLC
i MS o niskiej rozdzielczo$ci. Reakcje zakonczono poprzez rozcienczenie buforem A (0,90 ml).
Izolacj¢ produktu i jego oczyszczanie przeprowadzono zgodnie z w/w procedura. Finalnie
otrzymano wyznakowany dinukleotyd pApA-sCy5 w postaci soli amonowej, z wydajno$cia
30%.

MS ESI (-) obliczono m/z [M-H] Cs4He7N1401P2S;: 1325,4, znaleziono: 1325,4.

11.9.2 pApA-sCy3
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Reakcje przeprowadzono wedtug Procedury ogélnej 1. sulfocyjaning 3 (sCy3, 1,5 mg,
2 umol) rozpuszczono w DMSO (50 pl) i dodano do pApA-EDA (1,5 mg, 2,0 pmol)
zawieszonego w 50 pl DMSO. Do mieszaniny reakcyjnej dodano TEA (0,60 ul, 4,0 umol)
a nastepnie calo$¢ inkubowano 4 h w 27°C. Przebieg reakcji monitorowano za pomocg
analitycznego RP-HPLC i MS o niskiej rozdzielczo$ci. Reakcje zakonczono poprzez
rozcienczenie buforem A (0,9 ml). Izolacje produktu i jego oczyszczanie przeprowadzono
zgodnie z w/w procedura. Finalnie otrzymano wyznakowany dinukleotyd pApA-sCy3 w postaci
soli amonowej, z wydajnoscia 32%.

MS ESI (-) obliczono m/z [M-H] Cs2HesN14O18P2S,™: 1299,4, znaleziono: 1299,6.
11.9.3 pApA-Cy5

OH
HO-P=0

Reakcje przeprowadzono wedtug Procedury ogélnej I. cyjanine 5 (Cy5, 1,5 mg, 2,0 pmol)
rozpuszczono w DMSO (50 ul) i dodano do pApA-EDA (1,5 mg, 2,0 umol) zawieszonego
w 50 ul DMSO. Do mieszaniny reakcyjnej dodano TEA (0,60 pl, 4,0 umol) a nastepnie cato$¢
inkubowano 4 h w 27°C. Przebieg reakcji monitorowano za pomocg analitycznego RP-HPLC
i MS o niskiej rozdzielczo$ci. Reakcje zakonczono poprzez rozcienczenie buforem A (0,90 ml).
Izolacje produktu i jego oczyszczanie przeprowadzono zgodnie z w/w procedurg. Finalnie
otrzymano wyznakowany dinukleotyd pApA-Cy5 w postaci soli amonowej, z wydajno$cia
25%.

MS ESI (+) obliczono m/z [M+2H]?* Cs4HssN14012P2: 584,2, znaleziono: 584,5.
11.10 Funkcjonalizacja barwnikéw fluorescencyjnych

Procedura ogolna J:

Barwnik fluorescencyjny w postaci estru NHS (1,0 eq.) umieszczono w probowce typu
eppendorf i zawieszono w DMSO (40 mM) a nastepnie dodano TEA (7,5 eq.). Catosé
przeniesiono do inkubatora (25°C) i wytrzgsano zawarto$¢ przez ~10 min, bez dostepu $wiatla,
az do calkowitego rozpuszczenia barwnika. Do mieszaniny dodano dietylenotriaming (DETA,
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29 eq.) i cato$¢ inkubowano przez kolejng godzing w tych samych warunkach. Po tym czasie
do mieszaniny dodano 1 eq. 1-etylo-3-(3-dimetyloaminopropylo)karbodiimid (EDC) oraz
ponowniec DETA (10 eq.). Przebieg reakcji kontrolowano za pomoca chromatografii
cienkowarstwowej na plytkach silikazelowych TLC w uktadzie: DCM/MeOH/lodowaty
CH3COOH, 9/1/0,5, v/v/v, wizualizujac poszczegélne frakcje poprzez wybarwienie
etanolowym roztworem ninhydryny oraz w §wietle UV (254 nm). Reakcje zakonczono po 2 h
a nastepnie mieszaning kilkukrotnie odparowano na wyparce obrotowej z 80% EtOH. Produkt
wyizolowano i oczyszczono na semi-preparatywnym HPLC (Metoda VI, detekcja przy
maksimum absorpcji barwnika) a nastgpnie zliofilizowano. Czysto§¢ zwiazku potwierdzono
rejestrujac widma MS o niskiej rozdzielczosci.

11.10.1 Janelia Fluor 549-DETA

NH,

Reakcje przeprowadzono wedlug Procedury ogoélnej J. W probdéwcee typu eppendorf
zawieszono barwnik Janelia Fluor 549 (JF549, 1,5 mg, 2,7 pmol) w 70 pul DMSO a nastepnie
dodano TEA (2,8 ul, 20 pmol). Po 10 minutach do probéwki dodano DETA (8,5 ul, 78 umol),
a po kolejnej godzinie EDC (0,5 mg, 2,7 umol). Proces kontroli przebiegu reakcji a takze
izolacja i oczyszczanie produktu przebiegaly zgodnie z w/w procedura. Finalnie otrzymano
JF549-DETA w postaci soli trietyloamoniowej z wydajnoscig 25%.

MS ESI (+) obliczono m/z [M+H]* C31H34Ns04*: 540,3, znaleziono: 540,4.

11.10.2 Janelia Fluor 646-DETA

Reakcje przeprowadzono wedlug Procedury ogdlnej J. W proboéwce typu eppendorf
zawieszono barwnik Janelia Fluor 646 (JF646, 1,6 mg, 2,7 umol) w 70 ul DMSO a nastgpnie
dodano TEA (2,8 pl, 20 umol). Po 10 minutach do probowki dodano DETA (8,5 ul, 78 pmol),
a po kolejnej godzinie EDC (0,5 mg, 2,7 pmol). Proces kontroli przebiegu reakcji, a takze
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izolacja i oczyszczanie produktu przebiegaly zgodnie z w/w procedurg. Finalnie otrzymano
JF646-DETA w postaci soli trietyloamoniowej z wydajnoscia 20%.

MS ESI (+) obliczono m/z [M+H]* C33HoNs03Si*: 582,3, znaleziono: 582,3.

11.11 Znakowanie fluorescencyjne di- i trinukleotydow

Procedura ogélna K:

Cy3 w postaci kwasu karboksylowego (1,5 eq.) rozpuszczono w DMSO (0,50 M).
Nastepnie dodano TEA (1 eq.) oraz tetrafluoroboran NN N’ N'-tetrametylo-O-(N-
sukcynimidylo)uroniowy (TSTU, 1 eq.) i inkubowano w ciemnosci przez 30 min w RT.
Nastepnie do mieszaniny dodano odpowiednio sfunkcjonalizowany linkerem aminowym
analog kapu (1 eq.) zawieszony w DMSO (0,45 M) z niewielkim dodatkiem H,O MQ (2,0 nul)
wspomagajagcym rozpuszczanie substratu. Cato$¢ przeniesiono na 12 h do inkubatora (25°C)
z funkcja wytrzasania (1000 rpm). Przebieg reakcji kontrolowano za pomocg analitycznego
RP-HPLC (Metoda I, detekcja przy A = 260 nm oraz przy dtugosci fali odpowiadajace;j
maksimum absorpcji barwnika) i wykonujac widma MS o niskiej rozdzielczosci. Reakcje
zakoficzono rozcieficzajac mieszaning 2-krotnie buforem A (50 mM octan amonu pH 5,9)
a nastepnie 4-krotnie przemywano octanem etylu. Frakcje wodng oczyszczano na semi-
preparatywnym RP-HPLC (Metoda VI, detekcja przy maksimum absorpcji barwnika)
a nastepnie zliofilizowano. Czysto$¢ zwigzku potwierdzono za pomoca analitycznego
RP-HPLC.

11.11.1 Cy3-L2n-m’'GpppApG
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Reakcje przeprowadzono wedlug Procedury ogoélnej K. Cy3 w postaci kwasu
karboksylowego (6,5 mg, 13 umol) rozpuszczono w 25 pl DMSO. Nastepnie dodano TEA
(2,9 pl, 13 pmol) oraz TSTU (4,0 mg, 13 pmol) i inkubowano bez dostepu $wiatta przez 30 min
w RT. Do mieszaniny dodano L2n-m’GpppApG (9,0 umol) zawieszony w DMSO (20 pl)
z niewielkim dodatkiem H,O MQ (2 pl) wspomagajacym rozpuszczanie substratu. Cato$é
przeniesiono na 12 h do inkubatora (25°C) z funkcjg wytrzgsania (1000 rpm). Proces kontroli
przebiegu reakcji a takze izolacja i oczyszczanie produktu przebiegaty zgodnie z w/w procedura.
Finalnie otrzymano produkt w postaci soli amonowej z wydajnoscia 24%.

MS ESI (-) obliczono m/z [M-2H]? Cg4H79N10026P4>: 826,7, znaleziono: 826,7.
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11.11.2 Cy3-L6n-m’GpppApG
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Reakcje przeprowadzono wedlug Procedury ogdlnej K. Cy3 w postaci kwasu
karboksylowego (6,5 mg, 13 umol) rozpuszczono w 25 pl DMSO. Nastepnie dodano TEA
(1,9 ul, 13 umol) oraz TSTU (4,0 mg, 13 pmol) i inkubowano bez dostepu $wiatta przez 30 min
w RT. Nastepnie do mieszaniny dodano L6n-m’GpppApG (9,0 umol) zawieszony w DMSO
(20 ul) z niewielkim dodatkiem H,O MQ (2,0 pul) wspomagajacym rozpuszczanie substratu.
Catos$¢ przeniesiono na 12 h do inkubatora (25°C) z funkcjg wytrzgsania (1000 rpm). Proces
kontroli przebiegu reakcji a takze izolacja i oczyszczanie produktu przebiegaly zgodnie z w/w
procedura. Finalnie otrzymano produkt w postaci soli amonowej z wydajnoscia 20%.

MS ESI (-) obliczono m/z [M-2H]? CegHs7N19026P4%: 854,8, znaleziono: 854,8.

11.11.3 Cy3-LPEG2n- m'GpppApG
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Reakcj¢ przeprowadzono wedlug Procedury ogdélnej K. Cy3 w postaci kwasu
karboksylowego (6,5 mg,13 pumol) rozpuszczono w 25 ul DMSO. Nastepnie dodano TEA
(1,9 pl, 13 pmol) oraz TSTU (4,0 mg, 13 pmol) i inkubowano bez dostepu $wiatta przez 30 min
w RT. Nastepnie do mieszaniny dodano LPEG2y-m’GpppApG (9 pmol) zawieszony w DMSO
(20 ul) z niewielkim dodatkiem H.O MQ (2,0 ul) wspomagajagcym rozpuszczanie substratu.
Calos¢ przeniesiono na 12 h do inkubatora (25°C) z funkcja wytrzasania (1000 rpm). Proces
kontroli przebiegu reakcji a takze izolacja i oczyszczanie produktu przebiegaly zgodnie z w/w
procedurg. Finalnie otrzymano produkt w postaci soli amonowej z wydajnos$cig 36%.

MS ESI (-) obliczono m/z [M-2H]? CggHs7N1902sP42: 870,7, znaleziono: 870,7.
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11.11.4 sCy5-L2n-GpppApG

Reakcj¢ przeprowadzono wedlug Procedury ogélnej K. sCy5 w postaci kwasu

karboksylowego (9,0 mg, 13 umol) rozpuszczono w 25 pl DMSO. Nastepnie dodano TEA
(1,9 pl, 13 pmol) oraz TSTU (4,0 mg, 13 pmol) i inkubowano bez dostgpu $wiatta przez 30 min
w RT. Nastepnie do mieszaniny dodano L2y-m’GpppApG (9,0 umol) zawieszony w DMSO
(20 pl) z niewielkim dodatkiem H.O MQ (2 pl) wspomagajacym rozpuszczanie substratu.
Catos$¢ przeniesiono na 12 h do inkubatora (25°C) z funkcja wytrzasania (1000 rpm). Proces
kontroli przebiegu reakcji a takze izolacja i oczyszczanie produktu przebiegaty zgodnie z w/w
procedura. Finalnie otrzymano produkt w postaci soli amonowej z wydajnoscia 52%.

MS ESI (-) obliczono m/z [M-2H]? CgsH7gN19032P4S2: 912,7, znaleziono: 912,6.

11.11.5 BHQ-2-L2x-m’GpppApG
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BHQ-2 w postaci estru NHS (2,0 mg, 3,3 umol) rozpuszczono w 60 ul DMSO. Nastepnie
dodano TEA (0,9 ul, 6,7 umol) oraz L2x-m’GpppApG (2,2 umol) zawieszony w DMSO
(60 pl) z niewielkim dodatkiem 0,25 M NaHCO3z (0,5 pl) wspomagajacym rozpuszczanie
substratu. Cato$¢ przeniesiono na 6 h do inkubatora (25°C) z funkcjg wytrzasania (1000 rpm).
Przebieg reakcji kontrolowano za pomocg analitycznego RP-HPLC (Metoda |1, detekcja przy
A =260 nm oraz przy dtugosci fali odpowiadajgcej maksimum absorpcji barwnika) i wykonujac
widma MS o niskiej rozdzielczoéci. Reakcje zakonczono rozcienczajac mieszaning 2-krotnie
H,O MQ a nastepnie 3-krotnie przemywano octanem etylu. Frakcje wodng oczyszczano na
semi-preparatywnym RP-HPLC (Metoda VI, detekcja przy maksimum absorpcji barwnika)
a nastepnie zliofilizowano. Czysto$¢ zwiazku potwierdzono za pomoca RP-HPLC. Koncowy
produkt otrzymano w postaci soli amonowej z wydajnoscig 31%.

MS ESI (+) obliczono m/z [M+2H]?* CsgH73N23030P42*: 853,7, znaleziono: 853,8.
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11.11.6 BHQ-3-L2n-m’GpppApG

o NH,
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g > OH OH OH <
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BHQ-3 w postaci estru NHS (2,1 mg, 2,7 umol) rozpuszczono w 60 ul DMSO. Nastepnie
dodano TEA (0,75 pl, 5,0 pmol) oraz L2y-m’GpppApG (1,8 umol) zawieszony w DMSO (60
ul) z niewielkim dodatkiem 0,25 M NaHCOs (0,5 pl) wspomagajacym rozpuszczanie substratu.
Catos$¢ przeniesiono na 6 h do inkubatora (25°C) z funkcjg wytrzasania (1000 rpm). Przebieg
reakcji kontrolowano za pomocg analitycznego RP-HPLC (Metoda 1, detekcja przy A =260 nm
oraz przy dtugosci fali odpowiadajgcej maksimum absorpcji barwnika) i wykonujac widma MS
o niskiej rozdzielczosci. Reakcje zakonczono rozcienczajac mieszanine 2-krotnie H,O MQ
a nastgpnie 3-krotnie przemywano DCM. Frakcj¢ wodng oczyszczano na semi-preparatywnym
RP-HPLC (Metoda VI, detekcja przy maksimum absorpcji barwnika) a nastgpnie
zliofilizowano. Czysto$¢ zwiazku potwierdzono za pomoca RP-HPLC. Koncowy produkt
otrzymano w postaci soli amonowej z wydajnoscia 19%.

MS ESI (+) obliczono m/z [M+2H]?* Ce7Hs1N23026P42*: 873,7, znaleziono: 873,7.
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11.11.7 NRpp-gIButyn-sCy5-pApG
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10 mM roztwor azydku sCy5 w DMSO (sCy5-Ns, 136 pl, 1,36 pmol) zmieszano z 200
mM wodnym roztworem askorbinianu sodu (68,0 pul, 13,6 pmol). Nastepnie do mieszaniny
reakcyjnej dodano 10 mM roztwor dinukleotydu NRpp-glButyn-pApG (136 pl, 1,36 umol) oraz
10 mM wodny roztwoér kompleksu CuSO4: THPTA (272 pl, 2,72 umol). Catos$¢ przeniesiono do
inkubatora (25°C) z funkcjg wytrzasania (1000 rpm) na 3 h. Po tym czasie reakcje zakonczono
poprzez 2-krotne rozcienczenie HoO MQ i dodanie 400 pl wodnego roztworu EDTA pH 6,0
o stezeniu wyjsciowym 5 mg/ml. Przebieg reakcji kontrolowano za pomoca analitycznego
RP-HPLC (Metoda II, detekcja przy A = 260 nm oraz przy diugosci fali odpowiadajace;
maksimum absorpcji barwnika) oraz rejestrujac widma MS o niskiej rozdzielczosci.
Wyznakowany fluorescencyjnie analog kapu zostal wyizolowany w mieszaniny reakcyjnej
i oczyszczony na semi-preparatywnym HPLC (Metoda VI, detekcja przy maksimum absorpcji
barwnika oraz przy A = 260 nm) a nastgpnie probke 3-krotnie zliofilizowano. Czystos¢ zwiazku
potwierdzono za pomocg analitycznego RP-HPLC. Koncowy produkt otrzymano w postaci soli
amonowej z wydajnos$cig 58%.

MS ESI (-) obliczono m/z [M-2H]% C73Hg2N1s8033P4S2%: 968,2, znaleziono: 968,0.
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12. Reakcje enzymatyczne

12.1 Informacje og6lne

Matryca DNA poliA-Broccoli zostata dostarczona prze firm¢ Genomed S.A, natomiast jej
synteza przeprowadzona byla przez Metabion International AG. Matryca DNA kodujaca
35-nukleotydowy fragment RNA zostata przygotowana poprzez renaturacj¢ (ang. annealing)
dwoéch komplementarnych jednoniciowych oligonukleotydéw (Genomed S.A) na podstawie
dotaczonego przez producenta protokolu. Poszczegélne substraty uzyte w transkrypcjach
in vitro pochodzity z ThermoFisher Scientific (NTPy, 5x bufor transkrypcyjny, RNaza
RiboLock, nieorganiczna pirofosfataza (PPaza), DNaza | oraz polimeraza T7 RNA). Woda
uzyta w eksperymentach (H.O MQ) byta pozyskiwana z systemu Millipore Milli-Q i poddana
autoklawowaniu.

Wstepne oczyszczanie otrzymanych RNA prowadzono na kolumnach Monarch® RNA
Cleanup Kit (New England BioLabs). Finalne oczyszczanie RNA przeprowadzano
z wykorzystaniem RP-HPLC na semi-preparatywnych kolumnach Phenomenex Clarity Oligo
RP (150 mm x 4,6 mm, 3 um) przy przeptywie wynoszacym 1 ml/min. Kolumng
termostatowano podczas przeprowadzanej analizy, utrzymujac temperature 60°C. Do
oczyszczania zwigzkow zastosowano liniowy gradient ACN w buforze trietyloaminy. Doktadny
sktad buforoéw oraz stosowane metody przedstawiono ponizej. Bufory przed ich zastosowaniem
byly filtrowane a nastgpnie autoklawowane. Detekcjg¢ absorpcji przeprowadzano przy A = 260
nm (referencja A = 360 nm, detektor DAD) lub w przypadku znakowanych RNA, przy dtugosci
fali przypadajgcej na maksimum emisji znacznika (detektor FLD). Wizualizacje zeli
poliakrylamidowych przeprowadzano na aparacie Typhoon FLA 9500 (GE Healthcare).
Wszystkie probéwki uzyte podczas syntez RNA (probowki typu eppendorf, probowki typu
falcon) oraz wymienne koncoéwki do pipet automatycznych posiadaly status ,,RNAse free”,
zapewniony przez producenta. Reakcje z udzialem barwnikow fluorescencyjnych byly
prowadzone przy ograniczonym dostepie do $wiatla.

Metoda Bufor A Bufor B Gradient Kolumna Przeptyw | Aparat
Phenomenex, Agilent
100 mM 200 mM octan Clarity Oligo g
. - 70% Tech
octan trietyloaminy, RP (150 mm x . -
VII . . Buforu B 1 ml/min Series
trietyloaminy, pH 7,0/ACN, . 4,6 mm, 3
w 30 min 1290
pH 7,0 1/1, viv um), Infinit
T =60°C Y
Phenomenex, Agilent
100 mM 200 mM octan Clarity Oligo g
. - 32,5% Tech
octan trietyloaminy, RP (150 mm x . -
VIl . . Buforu B 1 ml/min Series
trietyloaminy, pH 7,0/ACN, . 4,6 mm, 3
w 20 min 1290
pH 7,0 1/1, viv pm), Infinit
T=60°C Y
Phenomenex, Agilent
100 mM 200 mM octan Clarity Oligo g
. : 100% Tech
octan trietyloaminy, RP (150 mm x . -
IX . . Buforu B 1 ml/min Series
trietyloaminy, pH 7,0/ACN, . 4,6 mm, 3
w 26 min 1290
pH 7,0 11, viv pm), Infinit
T=60°C Y
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12.2 Transkrypcja in vitro na matrycy poliA-Broccoli

Procedura ogolna L:

5’-kapowane RNA uzyskano w wyniku transkrypcji in vitro na matrycy DNA kodujacej
aptamer  poliA-Broccoli o dlugosci 70 nukleotydow w  sekwencji: 5 —
GGGAAAAAAAAAAAAAGAGACGGGUCGGGUCCAGAUAUUCGUAUCUGUCGAGU
AGAGUGGGCUCC - 3. Matryca zostala zaprojektowana przy uzyciu programu do
przewidywania struktur drugorzgdowych in silico RNAfold WebServer. Kazdorazowo
mieszanina reakcyjna (200 pl) sktadata si¢ z 1 uM matrycy DNA, 40 pl 5x buforu
transkrypcyjnego, w przypadku niekapowanych RNA: 5 mM NTP, w przypadku
5’-kapowanych RNA: 5 mM ATP/UTP/CTP oraz 2 mM GTP, 200 U inhibitora RNazy
RiboLock, 6 mM odpowiedniego analogu kapu, 20 mM MgCl, 0,1 mg/ml polimerazy T7 RNA
oraz H,O MQ do catkowitej objetosci 200 ul. Reakcje inkubowano przez 4 h w temperaturze
37°C, a nastepnie przez 30 minut inkubowano z 5 pul DNazy | (1 U/ul). Reakcje zakonczono
poprzez dodanie 12 pl 0,5 M wodnego roztworu EDTA pH 8 i rozcieficzenie H,O MQ do
objetosci 400 pl. Probke podzielono na dwie frakcje. Do kazdej z nich dodano po 200 pl
mieszaniny fenol/chloroform 1/1, v/v i trzykrotnie ekstrahowano, zbierajac warstwe wodna
zawierajacag RNA. Probke nastepnie 0czyszczano za pomocg HPLC na kolumnie Phenomenex
Clarity Oligo-RP w uktadzie faz odwréconych (Metoda VII). Uzyskane w ten sposob frakcje
byly nastgpnie wytracane W niskiej temperaturze (-80°C, 30 min) z 3 M octanem sodu
(10% objetosci probki, pH 5,2) w 99% EtOH (3% objetos¢ probki) i z dodatkiem glikogenu
(1 wW/1 ml probki). Nastepnie probki zwirowano (20 min, 4°C, 15000 rpm), roztwor usunigto
znad osadu i dodano 500 pl 80% EtOH, ponownie wirujac probki (10 min, 4°C, 15000 rpm).
Etanolowy roztwor doktadnie usuni¢to a osad wysuszono w eksykatorze pod zmniejszonym
ci$nieniem (~10 min). Jako§¢ RNA sprawdzano wykonujac analize elektroforetyczna na 20%
zelu poliakrylamidowym z 1% dodatkiem APB (PAA/APB/TBE, 180 min, 23 W). Tak
wytracone RNA przechowywano w -80°C a po rozmrozeniu i rozpuszczeniu w H,O MQ
wykorzystywano w dalszych eksperymentach. Wydajno$¢ reakcji IVT okreslano na podstawie
masy uzyskanego RNA po etapie oczyszczania za pomocg HPLC i stracania w EtOH oraz
podawano w pg RNA uzyskanych z 1 pl mieszaniny reakcyjnej. Wydajnos¢ kapowania RNA
byla oceniania na podstawie chromatograméw uzyskanych podczas oczyszczania probek oraz
zeli poliakrylamidowych.

12.2.1 ppp-poliA-Broccoli

Reakcje przeprowadzono zgodnie z Procedurg ogdlna L. Mieszanina reakcyjna (200 pl)
sktadata sie z matrycy DNA poliA-Broccoli (4 ul, 1 uM), 40 ul 5x buforu transkrypcyjnego,
ATP/GTP/CTP/UTP (10 ul, 5 mM), inhibitora RNazy RiboLock (5 ul, 1 U/ul), MgCl2 (4 ul, 20
mM), polimerazy T7 RNA (20 pl, 0,1 mg/ml) oraz H,O MQ (87 pl). Dalsze etapy izolacji
i oczyszczania RNA przebiegaty zgodnie z w/w procedurg. Uzyskana wydajnos¢ wynosita 1,90
ug na 1 ul reakcji IVT.

12.2.2  kap-0-poliA-Broccoli

Reakcje przeprowadzono zgodnie z Procedura ogdlna L. Mieszanina reakcyjna (200 pl)
sktadata sie z matrycy DNA poliA-Broccoli (4 ul, 1 uM), 40 ul 5x buforu transkrypcyjnego,
ATP/CTP/UTP (10 ul, 5 mM), GTP (4 pl, 2 mM), m’GpppApG (12 ul, 6 mM), inhibitora
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RNazy RiboLock (5 pul, 1 U/ul), MgClz (4 nl, 20 mM), polimerazy T7 RNA (20 pl, 0,1 mg/ml)
oraz H,O MQ (81 pl). Dalsze etapy izolacji i oczyszczania RNA przebiegaly zgodnie z w/w
procedurg. Uzyskana wydajno$¢ wynosita 1,86 ug na 1 ul reakcji IVT.

12.2.3 kap-1-poliA-Broccoli

Reakcje przeprowadzono zgodnie z Procedurg ogdlng L. Mieszanina reakcyjna (200 pl)
sktadata si¢ z matrycy DNA poliA-Broccoli (4 pl, 1 uM), 40 ul 5% buforu transkrypcyjnego,
ATP/CTP/UTP (10 pl, 5 mM), GTP (4 ul, 2 mM), m’GpppAmpG (12 pl, 6 mM), inhibitora
RNazy RiboLock (5 pul, 1 U/ul), MgCl, (4 nl, 20 mM), polimerazy T7 RNA (20 pl, 0,1 mg/ml)
oraz H,O MQ (81 ul). Dalsze etapy izolacji i oczyszczania RNA przebiegaty zgodnie z w/w
procedurg. Uzyskana wydajno$¢ wynosita 1,64 pug na 1 pl reakcji IVT.

12.2.4 TMG kap-poliA-Broccoli

Reakcje przeprowadzono zgodnie z Procedura ogdlng L. Mieszanina reakcyjna (200 pl)
sktadata si¢ z matrycy DNA poliA-Broccoli (4 ul, 1 uM), 40 ul 5x buforu transkrypcyjnego,
ATP/CTP/UTP (10 pl, 5 mM), GTP (4 ul, 2 mM), mz?>2’GpppApG (12 ul, 6 mM), inhibitora
RNazy RiboLock (5 pl, 1 U/ul), MgCl; (4 pl, 20 mM), polimerazy T7 RNA (20 ul, 0,1 mg/ml)
oraz H,O MQ (81 pl). Dalsze etapy izolacji i oczyszczania RNA przebiegaly zgodnie z w/w
procedurg. Uzyskana wydajno$¢ wynosita 1,71 pg na 1 ul reakcji IVT.

12.25 GpppApG -poliA-Broccoli

Reakcje przeprowadzono zgodnie z Procedura ogblng L. Mieszanina reakcyjna (200 pl)
sktadata sie z matrycy DNA poliA-Broccoli (4 ul, 1 uM), 40 ul 5x buforu transkrypcyjnego,
ATP/CTP/UTP (10 pl, 5 mM), GTP (4 ul, 2 mM), GpppApG (12 ul, 6 mM), inhibitora RNazy
RiboLock (5 ul, 1 U/ul), MgCl; (4 pl, 20 mM), polimerazy T7 RNA (20 pl, 0,1 mg/ml) oraz
H,0 MQ (81 pl). Dalsze etapy izolacji i oczyszczania RNA przebiegaty zgodnie z w/w
procedurg. Uzyskana wydajno$¢ wynosita 1,36 pug na 1 pl reakcji IVT.

12.2.6  NAD kap-poliA-Broccoli

Reakcje przeprowadzono zgodnie z Procedura ogblng L. Mieszanina reakcyjna (200 pl)
sktadata sie z matrycy DNA poliA-Broccoli (4 ul, 1 uM), 40 ul 5x buforu transkrypcyjnego,
ATP/CTP/UTP (10 pl, 5 mM), GTP (4 ul, 2 mM), NRppApG (12 ul, 6 mM), inhibitora RNazy
RiboLock (5 ul, 1 U/ul), MgCl; (4 pl, 20 mM), polimerazy T7 RNA (20 ul, 0,1 mg/ml) oraz
H20 MQ (81 ul). Dalsze etapy izolacji i oczyszczania RNA przebiegaly zgodnie z w/w
procedurg. Uzyskana wydajno$¢ wynosita 1,20 ug na 1 pl reakcji IVT.

12.2.7 FAD kap-poliA-Broccoli

Reakcje przeprowadzono zgodnie z Procedura ogdlng L. Mieszanina reakcyjna (200 pl)
sktadata si¢ z matrycy DNA poliA-Broccoli (4 pl, 1 uM), 40 ul 5x buforu transkrypcyjnego,
ATP/CTP/UTP (10 ul, 5 mM), GTP (4 ul, 2 mM), RflvppApG (12 pl, 6 mM), inhibitora RNazy
RiboLock (5 pl, 1 U/ul), MgCl, (4 pl, 20 mM), polimerazy T7 RNA (20 pl, 0,1 mg/ml) oraz
H20 MQ (81 pl). Dalsze etapy izolacji i oczyszczania RNA przebiegaly zgodnie z w/w
procedurg. Uzyskana wydajno$¢ wynosita 1,00 ug na 1 pl reakcji IVT.
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12.2.8 GlcppUpG-poliA-Broccoli

Reakcje przeprowadzono zgodnie z Procedurg ogdlna L. Mieszanina reakcyjna (200 pl)
sktadata si¢ z matrycy DNA poliA-Broccoli (4 pl, 1 uM), 40 ul 5x buforu transkrypcyjnego,
ATP/CTP/UTP (10 pl, 5 mM), GTP (4 ul, 2 mM), GlcppUpG (12 pul, 6 mM), inhibitora RNazy
RiboLock (5 pl, 1 U/ul), MgCl, (4 ul, 20 mM), polimerazy T7 RNA (20 ul, 0,1 mg/ml) oraz
H,O MQ (81 pl). Dalsze etapy izolacji i oczyszczania RNA przebiegaly zgodnie z w/w
procedurg. Uzyskana wydajno$¢ wynosita 1,21 pg na 1 ul reakcji IVT.

12.3 Transkrypcja in vitro RNA3s

Procedura ogoélna M:

5’-kapowane RNA uzyskano w wyniku transkrypcji in vitro na matrycy DNA kodujacej
oligorybonukleotyd o  dlugosci 35  podjednostek ~ w  sekwencji: 5> -
GGGGAAGCGGGCAUGCGG CCAGCCAUAGCCGAUCA —3’. Mieszanina reakcyjna (100
pl) sktadata si¢ z 1 uM matrycy DNA, 20 pl 5x buforu transkrypcyjnego (pH 7,9), 5 mM
ATP/UTP/CTP oraz 2 mM GTP, 200 U inhibitora RNazy RiboLock, 6 mM odpowiedniego
analogu kapu, 20 mM MgCl,, 0,002 U/ul nieorganicznej pirofosfatazy (PPaza), 0,125 mg/ml
polimerazy T7 RNA oraz H,O MQ do catkowitej objetosci 100 ul. Reakcjg inkubowano przez
3 h w temperaturze 37°C, a nastepnie przez 30 minut inkubowano z 10 ul DNazy | (1 U/ul).
Reakcj¢ zakoniczono poprzez dodanie 10 pl 0,5 M wodnego roztworu EDTA pH 8,0. Uzyskane
RNA wstepnie oczyszczono przy uzyciu zestawu Monarch® RNA Cleanup Kit (500 pg),
a nastepnie za pomocg RP-HPLC (Metoda VIII, detekcja przy A = 260 nm). Tak otrzymane
RNA byto liofilizowane a nast¢pnie rozpuszczane w H>O MQ do pozadanego stgzenia. Jako$¢
RNA sprawdzano wykonujac analize elektroforetyczng na 15% zelu poliakrylamidowym
(PAA/TBE, 50 min, 13 W). Wydajno$¢ reakcji IVT mierzono wyznaczajac mase uzyskanego
RNA po etapie oczyszczania za pomoca HPLC i liofilizacji oraz podawano w pg RNA
uzyskanych z 1 pl mieszaniny reakcyjnej.

Procedura ogo6lna N:

5’-kapowane RNA uzyskano w wyniku transkrypcji in vitro na matrycy DNA kodujacej
oligorybonukleotyd o  dlugosci 35  podjednostek ~ w  sekwencji: 5> -
GGGGAAGCGGGCAUGCGG CCAGCCAUAGCCGAUCA - 3°. Mieszanina reakcyjna (50
pl) sktadata si¢ z 1 uM matrycy DNA, 10 pl 5% buforu transkrypcyjnego (pH 7,9), 3 mM
ATP/UTP/CTP oraz 2 mM GTP, 200 U inhibitora RNazy RiboLock, 6 mM odpowiedniego
analogu kapu w postaci soli sodowej, 24 mM MgCl,, 0,002 U/ul nieorganicznej pirofosfatazy
(PPaza), 0,250 mg/ml polimerazy T7 RNA oraz H>O MQ do catkowitej objetosci 50 pl. Reakcje
inkubowano przez 3 godziny w temperaturze 37°C, a nastgpnie przez 30 minut inkubowano
z 5 pl DNazy I (1U/pl). Reakcj¢ zakonczono poprzez dodanie 5 pl 0,5 M wodnego roztworu
EDTA pH 8,0. Uzyskane RNA wstgpnie oczyszczono przy uzyciu zestawu Monarch® RNA
Cleanup Kit (500 pg), a nastepnie za pomoca RP-HPLC (Metoda V111, detekcja przy A = 260
nm). Tak otrzymane RNA byto liofilizowane a nastgpnie rozpuszczane w H,O MQ do
pozadanego st¢zenia. Jako§¢ RNA sprawdzano wykonujac analizg elektroforetyczng na 15%
zelu poliakrylamidowym (PAA/TBE, 50 min, 13 W). Wydajno§¢ reakcji IVT mierzono
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wyznaczajac mas¢ uzyskanego RNA po etapie oczyszczania za pomocg HPLC i liofilizacji oraz
podawano w pg RNA uzyskanych z 1 ul mieszaniny reakcyjnej.

Procedura ogdlna O:

5’-kapowane RNA uzyskano w wyniku transkrypcji in vitro na matrycy DNA kodujacej
oligorybonukleotyd o  dlugosci 35  podjednostek ~ w  sekwencji: 5 -
GGGGAAGCGGGCAUGCGG CCAGCCAUAGCCGAUCA — 3’. Mieszanina reakcyjna
(50 pl) sktadata si¢ z 1 uM matrycy DNA, 10 pl 5x buforu transkrypcyjnego (pH 6,5), 6 mM
ATP/UTP/CTP oraz 4 mM GTP, 200 U inhibitora RNazy RiboLock, 10 mM odpowiedniego
analogu kapu, 20 mM MgCl,, 0,002 U/ul nieorganicznej pirofosfatazy (PPaza), 0,125 mg/ml
polimerazy T7 RNA oraz H,O MQ do catkowitej obj¢tosci 50 ul. Reakcje inkubowano przez
3 godziny w temperaturze 37°C, a nastepnie przez 30 minut inkubowano z 5 pl DNazy |
(1 U/ul). Reakeje zakonczono poprzez dodanie 5 ul 0,5 M wodnego roztworu EDTA pH 8,0.
Uzyskane RNA wstgpnie oczyszczono przy uzyciu zestawu Monarch® RNA Cleanup Kit
(500 pg), a nastegpnie za pomoca RP-HPLC (Metoda VIII, detekcja przy A = 260 nm). Tak
otrzymane RNA bylo liofilizowane a nastepnie rozpuszczane w H2O MQ do pozadanego
stezenia. Jako§¢ RNA sprawdzano wykonujac analiz¢ elektroforetyczng na 15% zelu
poliakrylamidowym (PAA/TBE, 50 min, 13 W). Wydajno$¢ reakcji IVT mierzono wyznaczajac
mas¢ uzyskanego RNA po etapie oczyszczania za pomoca HPLC i liofilizacji oraz podawano
w ng RNA uzyskanych z 1 pl mieszaniny reakcyjnej.

12.3.1 Na-kap-0-RNAss

Reakcje przeprowadzono zgodnie z Procedura ogdlng M. Mieszanina reakcyjna (100 pl)
sktadata si¢ z matrycy DNA kodujacej transkrypt o dtugosci 35 nukleotydow (5 pl, 1 pM),
20 ul 5% buforu transkrypcyjnego o pH 7,9, ATP/CTP/UTP (5 ul, 5 mM), GTP (2 ul, 2 mM),
N3-m’GpppApG (Ns-kap-0, 6 ul, 6 mM), inhibitora RNazy RiboLock (2,6 ul, 1 U/ul), MgCl,
(2 pl, 20 mM), PPazy (2 ul, 0,002 U/ul), polimerazy T7 RNA (4 pl, 0,125 mg/ml) oraz H,O
MQ (41,4 pl). Dalsze etapy izolacji i oczyszczania RNA przebiegaty zgodnie z w/w procedura.
Uzyskana wydajnos¢ wynosita 1,43 pg na 1 pl reakcji IVT, poziom kapowania RNA wynosit
97%.

12.3.2 Cy3-L2n-kap-0-RNAss

Reakcj¢ przeprowadzono zgodnie z Procedurg ogblng M. Mieszanina reakcyjna (100 pl)
sktadata si¢ z matrycy DNA kodujacej transkrypt o dtugosci 35 nukleotydow (5 pl, 1 uM),
20 pul 5% buforu transkrypcyjnego o pH 7,9, ATP/CTP/UTP (5 ul, 5 mM), GTP (2 ul, 2 mM),
Cy3-L2n-m’GpppApG (Cy3-L2y-kap-0, 6 ul, 6 mM), inhibitora RNazy RiboLock (2,6 pl,
1 U/ul), MgCl; (2 nl, 20 mM), PPazy (2 pl, 0,002 U/ul), polimerazy T7 RNA
(4 pl, 0,225 mg/ml) oraz H,O MQ (41,4 ul). Dalsze etapy izolacji i oczyszczania RNA
przebiegaty zgodnie z w/w procedura. Uzyskana wydajno$¢ reakcji wynosita 0,35 pg na 1 pl
reakcji IVT, poziom kapowania RNA wynosit 75%.

12.3.3  Cy3-L6n-kap-0-RNAgs

Reakcje przeprowadzono zgodnie z Procedura ogélng M. Mieszanina reakcyjna (100 pl)
sktadata si¢ z matrycy DNA kodujacej transkrypt o dtugosci 35 nukleotydow (5 pl, 1 uM),
20 ul 5% buforu transkrypcyjnego o pH 7,9, ATP/CTP/UTP (5 ul, 5 mM), GTP (2 ul, 2 mM),
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Cy3-L6n-m’GpppApG  (Cy3-L6n-kap-0, 6 ul, 6 mM), inhibitora RNazy RibolLock
(2,6 pl, 1 U/ul), MgClz (2 pl, 20 mM), PPazy (2 ul, 0,002 U/ul), polimerazy T7 RNA
(4 pl, 0,125 mg/ml) oraz H,O MQ (41,4 pl). Dalsze etapy izolacji i oczyszczania RNA
przebiegaty zgodnie z w/w procedura. Uzyskana wydajnosé reakcji wynosita 0,16 pg na 1 pl
reakcji IVT, poziom kapowania RNA wynosit 78%.

1234 Cy3-LPEG2x-kap-0-RNAss

Reakcj¢ przeprowadzono zgodnie z Procedurg ogélng M. Mieszanina reakcyjna (100 pl)
sktadata si¢ z matrycy DNA kodujacej transkrypt o dtugosci 35 nukleotydow (5 ul, 1 uM),
20 pl 5% buforu transkrypcyjnego o pH 7,9, ATP/CTP/UTP (5 ul, 5 mM), GTP (2 ul, 2 mM),
Cy3-LPEG2n-m’GpppApG (Cy3-LPEG2n-kap-0, 6 ul, 6 mM), inhibitora RNazy RiboLock
(2,6 ul, 1 U/ul), MgCl; (2 ul, 20 mM), PPazy (2 ul, 0,002 U/ul), polimerazy T7 RNA
(4 pl, 0,125 mg/ml) oraz H,O MQ (41,4 pl). Dalsze etapy izolacji i oczyszczania RNA
przebiegaly zgodnie z w/w procedurg. Uzyskana wydajno$¢ reakcji wynosita 0,34 ug na 1 pl
reakcji IVT, poziom kapowania RNA wynosit 71%.

12.35 sCy5-L2y-GpppApG-RNAgs

Reakcje przeprowadzono zgodnie z Procedura ogdlnag M. Mieszanina reakcyjna (100 pl)
sktadata si¢ z matrycy DNA kodujacej transkrypt o dtugosci 35 nukleotydow (5 ul, 1 uM),
20 pul 5% buforu transkrypcyjnego o pH 7,9, ATP/CTP/UTP (5 pul, 5 mM), GTP (2 pl, 2 mM),
SCy3-L2n-GpppApG (6 pl, 6 mM), inhibitora RNazy RiboLock (2,6 pl, 1 U/ul), MgCl,
(2 ul, 20 mM), PPazy (2 ul, 0,002 U/pl), polimerazy T7 RNA (4 ul, 0,125 mg/ml) oraz H,O
MQ (41,4 pl). Dalsze etapy izolacji i oczyszczania RNA przebiegaty zgodnie z w/w procedura.
Uzyskana wydajno$¢ reakcji wynosita 0,56 pg na 1 pl reakcji IVT, poziom kapowania RNA
wynosit 83%.

12.3.6  NRpp-glButyn-sCy5-pApG-RNAss

Reakcje przeprowadzono zgodnie z Procedurg ogélng M, wprowadzajac drobne
modyfikacje. Mieszanina reakcyjna (100 pl) sktadata si¢ z matrycy DNA kodujacej transkrypt
o dtugosci 35 nukleotydéw (5 ul, 1 uM), 10 ul 10x buforu transkrypcyjnego o pH 6,5,
ATP/CTP/UTP (6 pl, 6 mM), GTP (2 ul, 2 mM), NRpp-glButyn-sCy5-pApG (6 ul, 6 mM),
inhibitora RNazy RiboLock (2,6 ul, 1 U/ul), MgCl2 (2 pl, 20 mM), PPazy (2 pl, 0,002 U/ul),
polimerazy T7 RNA (4 ul, 0,125 mg/ml) oraz H,O MQ (48,4 ul). Dalsze etapy izolacji
i oczyszczania RNA przebiegaly zgodnie z w/w procedura. Uzyskana wydajno$¢ wynosita
0,24 ng na 1 pl reakcji IVT, poziom kapowania RNA wynosit 80%.

12.3.7  (5)-FAM-C3-ppApG-RNAss

Reakcje przeprowadzono zgodnie z Procedurg ogdlng N. Mieszanina reakcyjna (50 pl)
sktadata si¢ z matrycy DNA kodujacej transkrypt o dlugosci 35 nukleotydéw (2,5 pl, 1 pM),
10 ul 5% buforu transkrypcyjnego o pH 7,9, ATP/CTP/UTP (1,5 pul, 3 mM), GTP (1 ul, 2 mM),
(5)-FAM-C3-ppApG (6 ul, 6 mM), inhibitora RNazy RiboLock (1,25 pl, 1 U/ul), MgCl, (6 pl,
24 mM), PPazy (1 ul, 0,002 U/ul), polimerazy T7 RNA (3,75 pl, 0,250 mg/ml) oraz H,O MQ
(14 pl). Dalsze etapy izolacji i oczyszczania RNA przebiegaly zgodnie z w/w procedura.
Uzyskana wydajno$¢ reakcji wynosita 1,40 pg na 1 pl reakcji IVT, poziom kapowania RNA
wynosit 72%.
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1238 (6)-FAM-C3-ppApG-RNAss

Reakcje przeprowadzono zgodnie z Procedurg ogdlng N. Mieszanina reakcyjna (50 pl)
sktadata si¢ z matrycy DNA kodujacej transkrypt o dtugosci 35 nukleotydow (2,5 pl, 1 uM),
10 ul 5x buforu transkrypcyjnego o pH 7,9, ATP/CTP/UTP (1,5 pul, 3 mM), GTP (1 ul, 2 mM),
(6)-FAM-C3-ppApG (6 ul, 6 mM), inhibitora RNazy RiboLock (1,25 pl, 1 U/ul), MgCl. (6 pl,
24 mM), PPazy (1 pl, 0,002 U/ul), polimerazy T7 RNA (3,75 pl, 0,250 mg/ml) oraz H,O MQ
(14 pl). Dalsze etapy izolacji i oczyszczania RNA przebiegaly zgodnie z w/w procedura.
Uzyskana wydajno$¢ reakcji wynosita 1,37 pg na 1 pl reakcji IVT, poziom kapowania RNA
wynosit 69%.

12.3.9 NRpp-gIN3-pApG-RNA3s D1

Reakcje przeprowadzono zgodnie z Procedurg ogdlng M, wprowadzajac drobne
modyfikacje. Mieszanina reakcyjna (100 pl) sktadata sie z matrycy DNA kodujacej transkrypt
o dhugosci 35 nukleotydéw (5 pl, 1 puM), 10 ul 10x buforu transkrypcyjnego o pH 6,5,
ATP/CTP/UTP (6 pnl, 6 mM), GTP (2 pul, 2 mM), N3-NRppApG D1 (6 ul, 6 mM), inhibitora
RNazy RiboLock (2,6 pl, 1 U/ul), MgCl» (2 ul, 20 mM), PPazy (2 ul, 0,002 U/ul), polimerazy
T7 RNA (4 pl, 0,125 mg/ml) oraz H,O MQ (48,4 pul). Dalsze etapy izolacji i oczyszczania RNA
przebiegaly zgodnie z w/w procedura. Uzyskana wydajno$¢ wynosita 1,02 pg na 1 pl reakcji
IVT, poziom kapowania RNA wynosit 86%.

12.3.10 NRpp-gIN3-pApG-RNAgs D2

Reakcje przeprowadzono zgodnie z Procedura ogélng M, wprowadzajac drobne
modyfikacje. Mieszanina reakcyjna (100 ul) sktadata sie¢ z matrycy DNA kodujacej transkrypt
o dhlugosci 35 nukleotydow (5 ul, 1 uM), 10 ul 1x buforu transkrypcyjnego o pH 6,5,
ATP/CTP/UTP (6 pl, 6 mM), GTP (2 pnl, 2 mM), N3-NRppApG D2 (6 ul, 6 mM), inhibitora
RNazy RiboLock (2,6 ul, 1 U/ul), MgCl (2 ul, 20 mM), PPazy (2 ul, 0,002 U/ul), polimerazy
T7 RNA (4 ul, 0,125 mg/ml) oraz H,O MQ (48,4 ul). Dalsze etapy izolacji i oczyszczania RNA
przebiegaty zgodnie z w/w procedurg. Uzyskana wydajno$¢ wynosita 0,98 pug na 1 pl reakcji
IVT, poziom kapowania RNA wynosit 84%.

12.3.11 Nsz-NAc-GlcppUpG-RNAss

Reakcj¢ przeprowadzono zgodnie z Procedura ogdlna O. Mieszanina reakcyjna (50 pl)
sktadata si¢ z matrycy DNA kodujacej transkrypt o dlugosci 35 nukleotydéw (2,5 pul, 1 uM),
5 ul 10x buforu transkrypcyjnego o pH 6,5, ATP/CTP/UTP (3 ul, 6 mM), GTP (2 ul, 4 mM),
N3z-NAc-GleppUpG (5 ul, 10 mM), inhibitora RNazy RiboLock (1,25 pl, 1 U/ul), MgCl. (1 pl,
20 mM), PPazy (1 pl, 0,002 U/ul), polimerazy T7 RNA (1,9 pl, 0,125 mg/ml) oraz H,O MQ
(21,4 pl). Dalsze etapy izolacji i oczyszczania RNA przebiegaly zgodnie z w/w procedura.
Uzyskana wydajnos¢ reakcji wynosita 1,81 pug na 1 pl reakcji IVT, poziom kapowania RNA
wynosit 95%.
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12.4 Znakowanie posttranskrypcyjne RNAzs na koncu 5’

1241 SPAAC

Procedura ogélna P:

Posttranskrypcyjne znakowanie konca 5° RNA przeprowadzono z zastosowaniem reakcji
SPAAC. Mieszanina reakcyjna (30 pl) zawierata wodny roztwor N3-kap-0-RNAgss (o stezeniu
koficowym wynoszacym minimum 10 pM), 100-krotny nadmiar odpowiedniego barwnika,
zawierajacego linker w postaci pochodnej cyklooktynu i zawieszonego w DMSO (objetosé
DMSO nie moze przekracza¢ 50% objgtosci koncowej reakcji) oraz 5 pl 1 M buforu
fosforanowego o pH 6,2. Mieszaning reakcyjng inkubowano przez 3 h w 20°C, przy
ograniczonym dostepie do $wiatta. Reakcje zakonczono poprzez 5-krotne rozcieficzenie H,O
MQ. Uzyskane RNA wstepnie oczyszczono przy uzyciu zestawu Monarch® RNA Cleanup Kit
(500 pg), a nastgpnie za pomoca RP-HPLC (Metoda 1X, detekcja przy A = 260 nm oraz przy
dhugos$ciach fal odpowiadajacych maksimum absorpcji obu barwnikoéw). Tak otrzymane RNA
byto liofilizowane a nastgpnie rozpuszczane w H,O MQ do pozadanego stezenia. Jakos$¢ sondy
sprawdzano wykonujac analizg elektroforetyczng na 15% zelu poliakrylamidowym (PAA/TBE,
50 min, 13 W). Wydajnos¢ koncowa reakcji wyznaczano spektrofotometrycznie.

12.4.1.1  sCy5-DBCO-kap-0-RNAgs

Reakcje przeprowadzono wedtug Procedury ogolnej P. Mieszanina reakcyjna (30,0 pl)
zawierala wodny roztwor Ni-kap-0-RNAgs (22,8 ul, 114 uM), roztwér sCy5-DBCO (2,30 pl,
11,4 mM) w DMSO oraz 5,00 pul 1 M buforu fosforanowego o pH 6,2. Mieszaning reakcyjna
inkubowano przez 3 h w 20°C, przy ograniczonym dostepie do $wiatta. Dalsze etapy izolacji
i oczyszczania RNA przebiegaty zgodnie z w/w procedura. Wydajnos¢ reakcji wyniosta 60%.

12.4.1.2  sCy3-DBCO-kap-0-RNAgs

Reakcje przeprowadzono wedtug Procedury ogoélnej P. Mieszanina reakcyjna (30,0 pl)
zawierala wodny roztwor Ni-kap-0-RNAgs (22,8 ul, 114 uM), roztwoér sCy3-DBCO (2,30 pl,
11,4 mM) w DMSO oraz 5,00 pul 1 M buforu fosforanowego o pH 6,2. Mieszaning reakcyjna
inkubowano przez 3 h w 20°C, przy ograniczonym dostepie do §wiatla. Dalsze etapy izolacji
i oczyszczania RNA przebiegaty zgodnie z w/w procedura. Wydajnos¢ reakcji wyniosta 58%.

12.4.1.3 NRpp-gl-DBCO-sCy5-pApG-RNA3s, izomer D1/D2

Reakcj¢ przeprowadzono wedtug Procedury ogdlnej P. Mieszanina reakcyjna (30 pl)
zawierala wodny roztwor N3-NRppApG-RNAss (D1 oraz D2) (20 pl, 10 uM), roztwoér sCy5-
DBCO (5,0 ul, 1 mM) w DMSO oraz 5,0 ul 1 M buforu fosforanowego o pH 6,2. Mieszanine
reakcyjng inkubowano przez 3 h w 20°C, przy ograniczonym dostgpie do $wiatta. Dalsze etapy
izolacji i oczyszczania RNA przebiegaty zgodnie z w/w procedura. Wydajno$¢ reakcji wyniosta
odpowiednio: 43% dla izomeru D1 i 40% dla izomeru D2.

12.4.1.4  sCy5-NAc-GlcppUpG-RNAss

Reakcje przeprowadzono wedlug Procedury ogodlnej P. Mieszanina reakcyjna (30,0 ul)
zawierala wodny roztwor N3-NAc-GlcppUpG-RNAss (22,5 ul, 114 uM), roztwér sCy5-DBCO

164



(2,50 pl, 11,4 mM) w DMSO oraz 5,00 ul 1 M buforu fosforanowego o pH 6,2. Mieszanine
reakcyjna inkubowano przez 3 h w 20°C, przy ograniczonym dostepie do $wiatta. Dalsze etapy
izolacji i oczyszczania RNA przebiegaly zgodnie z w/w procedurg. Wydajnos¢ reakcji wyniosta
47%.

12.5 Znakowanie konca 3> RNA3s

1251 Ligacja

Procedura og6lna R:

Wszystkie reakcje ligacji dinukleotydow pApA-EDA-parwnik do RNA przeprowadzano
z udzialem enzymu Ligazy T4 RNA 1 oraz dolaczonych do zestawu przez producenta
(ThermoFisher Scientific) roztworow. Odpowiednie 5°-kapowane oraz znakowane RNA (10 pl,
10-100 uM) przeniesiono do probowki typu eppendorf. Dodano 10x bufor Tris-HCI
(10 ul, 50 mM Tris/HCI, 10 mM MgCl,;, 1 mM DTT, pH 7,5) i doktadnie wymieszano za
pomoca pipety automatycznej. Do mieszaniny dodano 10 pl DMSO, wodny roztwor ATP
(10 pl, 1 mM), roztwor DTT (3,3 pl, 3,3 mM), roztwor pApA-EDA-barwnik (100x nadmiar
w stosunku do RNA), 1,2 U/ul inhibitora RNazy RiboLock, 1 U/ul Ligazy T4 RNA 1 oraz H,O
MQ do objetosci koncowej wynoszace 100 pl. Probéwke z zawartos$cia przeniesiono na 16 h do
inkubatora (20°C) zachowujac ograniczony dostep do $wiatta. Reakcj¢ zakonczono poprzez
2-krotne rozcienczenie H,O MQ. Uzyskang sonde wstepnie oczyszczono przy uzyciu zestawu
Monarch® RNA Cleanup Kit (500 ug), a nastepnie za pomocg RP-HPLC (Metoda IX, detekcja
przy A =260 nm oraz przy dtugosci fal odpowiadajacych maksimum absorpcji obu barwnikow).
Tak otrzymane RNA bytlo liofilizowane a nastepnie rozpuszczane w H>O MQ do pozadanego
stezenia. Jako$¢ sondy sprawdzano wykonujgc analize elektroforetyczng na 15% zelu
poliakrylamidowym (PAA/TBE, 50 min, 13 W). Wydajnos¢ koncows reakcji wyznaczano
spektrofotometrycznie.

125.1.1 Cy3-L2y-kap-0-RNAzs-pApA-EDA-Cy5

Reakcje przeprowadzono wedtug Procedury ogélnej R. Do reakcji (100 pl) zastosowano
znakowany dinukleotyd pApA-EDA-Cy5 (1,5 pl, 3,0 mM) oraz 5’-kapowane oraz znakowane
RNA, Cy3-L2n-kap0-RNAss (10 pl, 30 puM). Dalsze etapy izolacji i oczyszczania sondy
przebiegaty zgodnie z w/w procedura. Wydajno$¢ reakcji wyniosta 73%.

12512 sCy3-DBCO-kap-0-RNAss-pApA-EDA-sCy5

Reakcje przeprowadzono wedlug Procedury ogélnej R. Do reakcji (100 pl) zastosowano
znakowany dinukleotyd pApA-EDA-sCy5 (2,5 ul, 5,0 mM) oraz 5’-kapowane oraz znakowane
RNA, sCy3-DBCO-kap0-RNA3ss (10 ul, 50 uM). Dalsze etapy izolacji i oczyszczania sondy
przebiegaty zgodnie z w/w procedurg. Wydajno$¢ reakcji wyniosta 81%.

12.5.1.3 sCy5-DBCO-kap-0-RNAzs-pApA-EDA-sCy3

Reakcj¢ przeprowadzono wedtug Procedury ogdlnej R. Do reakcji (100 ul) zastosowano
znakowany dinukleotyd pApA-EDA-sCy3 (3,2 ul, 6,4 mM) oraz 5’-kapowane oraz znakowane
RNA, sCy5-DBCO-kap0-RNAgzs (10 pl, 64 pM). Dalsze etapy izolacji i oczyszczania sondy
przebiegaty zgodnie z w/w procedura. Wydajnos¢ reakcji wyniosta 65%.
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12.5.1.4 sCy5-NAc-GlcppUpG-RNAss-pApA-EDA-sCy3

Reakcje przeprowadzono wedtug Procedury ogélnej R. Do reakcji (100 ul) zastosowano
znakowany dinukleotyd pApA-EDA-sCy3 (5,0 ul, 10 mM) oraz 5’-kapowane oraz znakowane
RNA, sCy5-NAc-GlcppUpG-RNAss (10 pl, 100 uM). Dalsze etapy izolacji i oczyszczania
sondy przebiegaly zgodnie z w/w procedura. Wydajnos¢ reakcji wyniosta 72%.

12515 sCy5-L2y-GpppApG-RNAzs-pApA-EDA-sCy3

Reakcj¢ przeprowadzono wedtug Procedury ogdlnej R. Do reakcji (100 ul) zastosowano
znakowany dinukleotyd pApA-EDA-sCy3 (1,0 ul, 2,0 mM) oraz 5’-kapowane oraz znakowane
RNA, sCy5-L2n-GpppApG-RNAss (10 pl, 20 uM). Dalsze etapy izolacji i oczyszczania sondy
przebiegaly zgodnie z w/w procedura. Wydajnos¢ reakcji wyniosta 69%.

12.5.1.6 NRpp-gl-DBCO-sCy5-pApG-RNAss-pApA-EDA-sCy3 (izomer D1/D2)

Reakcje przeprowadzono wedtug Procedury ogélnej R. Do reakcji (100 pl) zastosowano
znakowany dinukleotyd pApA-EDA-sCy3 (0,5 pul, 1,0 mM) oraz 5’-kapowane oraz znakowane
RNA, NRpp-gl-DBCO-sCy5-pApG-RNAss (izomer D1/D2) (10 ul, 10 pM). Dalsze etapy
izolacji i oczyszczania sondy przebiegaty zgodnie z w/w procedurg. Wydajno$¢ obu reakcji
wyniosta 54%.

12.5.1.7 NRpp-gIButyn-sCy5-pApG-RNAzs-pApA-EDA-sCy3

Reakcje przeprowadzono wedtug Procedury ogélnej R. Do reakcji (100 pl) zastosowano
znakowany dinukleotyd pApA-EDA-sCy3 (0,75 upl, 1,5 mM) oraz 5’-kapowane oraz
znakowane RNA, NRpp-gIButyn-sCy5-pApG-RNAgzs (10 pl, 15 pM). Dalsze etapy izolacji
i oczyszczania sondy przebiegaly zgodnie z w/w procedura. Wydajnos¢ reakcji wyniosta 49%.

12518 (5)-FAM-C3-ppApG-RNAgs-pApA-EDA-sCy5

Reakcje przeprowadzono wedtug Procedury ogélnej R. Do reakcji (100 pl) zastosowano
znakowany dinukleotyd pApA-EDA-sCy5 (0,75 pl, 4,5 mM) oraz 5’-kapowane oraz
znakowane RNA, (5)-FAM-C3-ppApG-RNA3zs (10 pl, 45 pM). Dalsze etapy izolacji
1 oczyszczania sondy przebiegaty zgodnie z w/w procedura. Wydajno$¢ reakcji wyniosta 84%.

12.5.1.9 (6)-FAM-C3-ppApG-RNAss-pApA-EDA-sCy5

Reakcje przeprowadzono wedtug Procedury ogélnej R. Do reakcji (100 pl) zastosowano
znakowany dinukleotyd pApA-EDA-sCy5 (0,75 pl, 4,5 mM) oraz 5’-kapowane oraz
znakowane RNA, (6)-FAM-C3-ppApG-RNAzs (10 ul, 45 uM). Dalsze etapy izolacji
i oczyszczania sondy przebiegaty zgodnie z w/w procedura. Wydajno$¢ reakcji wyniosta 82%.

12.6 Jednoczesne znakowanie RNAss na koncu 5° oraz 3° — reakcja SPAAC +
PORA

12.6.1 BHQ-2-DBCO-kap-0-RNAss-EDA-Janelia Fluor 549

Do probéwki typu eppendorf zawierajacej Na-kap-0-RNAss (50 pg, 13,5 ul, 3,7 ug/ul)
dodano H,O MQ (5 ul), 5 ul buforu fosforanowego (o wyjsciowym sktadzie: 0,8 M KH,PO4
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pH 7,0, 0,2 M NaCl, 10x) oraz 10 mM $wiezo przygotowany roztwor wodny NalO4 (10 pl)
i inkubowano przez 25 min w 25°C. Nastepnie do roztworu dodano 20 mM roztwor BHQ-2-
DBCO (5 pul) w DMSO, 10 mM roztwor JF549-EDA (5 pl) w DMSO i 200 mM $wiezo
przygotowany roztwor wodny NaBH3CN (5 pl). Probowke z zawarto$cig przeniesiono na 4,5 h
do inkubatora (25°C) z funkcjg wytrzasania (400 rpm) i przy ograniczonym dostepie do $wiatla.
Uzyskane RNA wstepnie oczyszczono przy uzyciu zestawu Monarch® RNA Cleanup Kit
(500 ug), a nastgpnie za pomocg RP-HPLC (Metoda IX, detekcja przy A = 260 nm oraz przy
dtugosci fal odpowiadajacych maksimum absorpcji obu barwnikoéw). Tak otrzymane RNA byto
liofilizowane a nastepnie rozpuszczane w H,O MQ do pozadanego st¢zenia. Jako$¢ sondy
sprawdzano wykonujac analiz¢ elektroforetyczng na 15% zelu poliakrylamidowym (PAA/TBE,
50 min, 13 W). Wydajno$¢ koncowa reakcji (po etapie oczyszczania za pomoca HPLC
i liofilizacji) wynosita 51%.

12.6.2 BHQ-3-DBCO-kap-0-RNAss-EDA-Janelia Fluor 646

Do probowki typu eppendorf zawierajacej Ns-kap-0-RNAss (50 pg, 13,5 pl, 3,7 pg/pl)
dodano H,O MQ (5 ul), 5 ul buforu fosforanowego (o wyjsciowym sktadzie: 0,8 M KH,PO4
pH 7,0, 0,2 M NaCl, 10x) oraz $wiezo przygotowany 10 mM roztwér wodny NalO4 (5 pl)
i inkubowano przez 25 min w 25°C. Nastepnie do roztworu dodano 104 mM roztwér BHQ-3-
DBCO (0,96 ul) w DMSO, 10 mM roztwor JF646-EDA (5 pul) w DMSO i $wiezo przygotowany
200 mM roztwér wodny NaBHsCN (5 pl). Probowke z zawarto$cia przeniesiono na 5 h do
inkubatora (25°C) z funkcja wytrzasania (400 rpm) i przy ograniczonym dostepie do $wiatla.
Uzyskane RNA wstepnie oczyszczono przy uzyciu zestawu Monarch® RNA Cleanup Kit
(500 ng), a nastgpnie za pomocag RP-HPLC (Metoda IX, detekcja przy A = 260 nm oraz przy
dtugosci fal odpowiadajacych maksimum absorpcji obu barwnikéw). Tak otrzymane RNA byto
liofilizowane a nastepnie rozpuszczane w H20 MQ do pozadanego stezenia. Jako$¢ sondy
sprawdzano wykonujac analize elektroforetyczna na 15% zelu poliakrylamidowym (PAA/TBE,
50 min, 13 W). Wydajnos¢ koncowa reakcji (po etapie oczyszczania za pomocg HPLC
i liofilizacji) wynosita 11%.

13. Test FLINT

13.1 Informacje og6lne

Enzymy oraz odczynniki potrzebne do przeprowadzenia testu FLINT pochodzity
z nastepujacych zrodet: Xrnl/NEBuffer 3 (10x), EcRppH oraz 5’-polyPH (New England
BioLabs), ligand DFHBI-1T (LuceRNA), APB, APS oraz TEMED (Sigma Aldrich), SYBR
Gold (Invitrogen).

Za ekspresje biatek mDXO, hDcp2/Depl, hDep2(E148Q)-Dcepl, hNUDT16, VACV D9
odpowiedzialny byt mgr. Tomasz Spiewla.

Procedurg zwijania aptamerow z ligandem przeprowadzano na termocyklerze (BioRad).
Odczyt intensywnos$ci fluorescencji prowadzono na czytniku mikroptytek Synergy H1
(BioTek), wykorzystujac 96-dotkowe, czarne mikroptytki (Greiner Bio-One). Wizualizacje zeli
poliakrylamidowych przeprowadzano na aparacie Typhoon FLA 9500 (GE Healthcare).
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13.1.1 Degradacja RNA przez enzymy dekapujace i Xrnl

Sondy aptamerowe powstale w wyniku transkrypcji in vitro rozdzielono na mniejsze
porcje, z ktorych kazda zawierata 2,0 pg RNA rozpuszczonego w 20 pl HoO MQ. Aby zapewni¢
catkowite rozwinigcie struktur drugorzgdowych, probki ogrzewano do 90°C przez 2 minuty,
a nastepnie schtadzano na lodzie przez kolejne 2 minuty. Nastepnie dodano bufor reakcyjny
(NEBuffer 3: 100 mM NaCl, 50 mM Tris-HCI, 10 mM MgClz, 1 mM DTT, pH 7,9) oraz roztwor
enzymu dekapujacego do koncowego stezenia 50 nM. Probki inkubowano nastgpnie przez
30 minut w temperaturze 37°C. Nastgpnie dodano 2 pul Xml (1 U na 1 pg RNA) i probki
inkubowano przez kolejne 30 minut. Finalna objetos¢ kazdej z probek wynosita 30 ul.
Aktywno$¢ enzyméw wygaszono poprzez ogrzewanie probek w 90°C przez 2 minuty
a nastepnie schlodzenie ich na lodzie przez kolejne 2 minuty.

13.1.2 Tworzenie kompleksu aptamer-ligand

Po zatrzymaniu reakcji dekapingu i aktywnosci enzymatycznej Xrnl, do probek dodano
bufor Tris-HCI (40 mM Tris-HCI pH 7,5, 125 mM KCI), 5 mM MgCly, oraz 10 pM DFHBI-
IT. Koncowa objetosé kazdej probki wynosita 150 pl. Probki podgrzano do 65°C a nastgpnie
powoli ochtadzano (1°C/min) do temperatury 25°C.

13.1.3 Pomiary intensywnosci fluorescencji

Po procedurze ponownego zwijania sondy z ligandem DFHBI-1T, probki przeniesiono na
96-dotkowa czarng mikroplytke (Greiner Bio-One). Odczyty intensywnosci fluorescencji
przeprowadzono przy uzyciu czytnika mikroptytek Synergy H1 (BioTek) w RT, przy dlugosci
fali wzbudzenia 472 nm i dlugosci fali emisji 507 nm.

13.1.4 Walidacja za pomoca elektroforezy zelowej z powinowactwem do APB

Po degradacji enzymatycznej i pomiarach emisji fluorescencji, probki byty dalej badane
za pomoca elektroforezy zelowej z powinowactwem do APB. Kazdy eksperyment zostat
przeanalizowany i zweryfikowany poprzez ocen¢ intensywnosci pasma i odlegltosci migracji od
odpowiedniej probki RNA. 1% v/v APB dodano do 20% roztworu akryloamidu/bisakryloamidu
(19:1) 1 inkubowano w 65°C az do catkowitego rozpuszczenia. Nastgpnie roztwor schtodzono
RT i rozcienczono roztworem 7 M mocznik/1xTBE do 15% akrylamidu. Dodano nadsiarczan
amonu (APS) i TEMED (N,N,N’,N-tetrametyloetano-1,2-diamina) i pozostawiono roztwér do
polimeryzacji na 40 minut. Po elektroforezie zele barwiono za pomoca SYBR Gold (Invitrogen)
i wizualizowano na aparacie Typhoon FLA 9500 (GE Healthcare).

13.1.5 Kinetyczny test dekapingu

50 nM hDcp2/Dcpl inkubowano z substratem reakcji, sonda kap-1-poliA-Broccoli
w czterech punktach czasowych: 0, 15, 30 i 60 minut, a nast¢pnie dodano 1 U Xrnl na 1 pg
RNA w buforze reakcyjnym (NEBuffer 3) i ponownie inkubowano przez 30 minut.
Zastosowano nast¢pujace stezenia substratu [uM]: 0, 0,6, 0,8, 1,0, 1,5, 2,0, 3,0, 5,0. Po kazdym
punkcie czasowym reakcj¢ natychmiast przerywano przez ogrzewanie w temperaturze 90°C
przez 5 minut. W kolejnym etapie przeprowadzono tworzenie kompleksu aptamer-ligand
i pomiar intensywnosci fluorescencji, ktorych procedury zostaly opisane powyzej. Poczatkowe
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szybkosci reakcji okreslono na podstawie wzglednego spadku intensywnos$ci fluorescencji
poprzez dopasowanie rownania regresji liniowej do kazdego stezenia substratu, w poréwnaniu
do prébki kontrolnej traktowanej samym Xrnl (bez hDcp2/Dcepl) i wykre$lono wzgledem
poczatkowego stezenia RNA. Szybko$¢ reakceji okreslono w 4 punktach czasowych: 0, 15, 30
i 60 minut (GraphPad Prism). Dopasowanie rownania Michaelisa-Menten do tego zestawu
danych dostarczyto parametréw kinetycznych badanej reakcji dekapingu:

Vmax [S]
"7 K+ 18]

gdzie Vmax - maksymalna szybkos$¢ reakcji (asymptota pozioma),Km — stezenie
substratu przy 50% Vmax, [S] — st¢Zenie substratu. Przy maksymalnej szybkosci, Vmax
= Kea[EJo, gdzie Kea jest liczbg obrotows, tj. maksymalng liczbg czasteczek na
czasteczke enzymu w jednostce czasu, a [E]o jest poczatkowym stezeniem enzymu.

14. Pomiary na spektrofluorymetrze

Wszystkie etapy przygotowania probek oraz pomiary byly prowadzone przy mozliwie
ograniczonym dostgpie do $wiatta. Odpowiednia podwojnie znakowang sonde RNA
rozpuszczono w buforze reakcyjnym (4 mM Tris-HCI pH 7,5, 15 mM NacCl, 0,1 mM EDTA),
do uzyskania konicowego stezenia wynoszacego 60 lub 120 nM. Roztwor sondy (50 pl)
ogrzewano do temperatury 60°C (5 min) a nastepnie powoli schtadzano do RT (1°C/min).
Probke inkubowano na lodzie przez 5 min a nast¢pnie rozcienczono buforem reakcyjnym
(objetos¢ koncowa 200 pul) oraz dodano 1 mM (dla hDcp2/Dcepl) oraz 1 mM lub 5 mM MgCl,
(dla mDXO). Tak przygotowang probke przeniesiono do kwarcowej kuwety o wymiarach
3 x 3 x 42,5 mm i pojemnosci 300 pl. Widmo fluorescencyjne rejestrowano w temperaturze
20°C, przy odpowiednio dobranych do barwnikéw dlugosciach fal oraz szczelinie wynoszacej
10 nm. Przed wlasciwym pomiarem widmo stabilizowano przez minimum 5 minut. Do kuwety
dodano enzym hDcp2/Dcpl (10 nM) lub mDXO (5 nM, 50 nM lub 120 nM) i rejestrowano
zmiany intensywno$ci fluorescencji w czasie przebiegu reakcji, trwajacej minimum 3 h.
Koncowy wynik stanowi usrednienie z trzech nast¢pujgcych po sobie pomiarow.
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Rysunek U. 1 Zmiany intensywnosci fluorescencji sondy A1 w wyniku aktywnosci enzymu hDcp2/Depl.
Stezenie sondy RNA wynosito 60 nM i bylo 6-krotnie wyzsze od stezenia DE (10 nM). Pomiar byt
prowadzony w buforze 4 mM Tris-HCI pH 7,5, 15 mM NaCl, 0,1 mM EDTA, 1 mM MgCl2 w temperaturze
20°C.
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Rysunek U. 2 Zmiany intensywnosci fluorescencji sondy A2 w wyniku aktywnosci enzymu hDcp2/Depl.
Stezenie sondy RNA wynosito 60 nM i bylo 6-krotnie wyzsze od stgzenia DE (10 nM). Pomiar byl
prowadzony w buforze 4 mM Tris-HCI pH 7,5, 15 mM NacCl, 0,1 mM EDTA, 1 mM MgCl. w temperaturze
20°C.
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Rysunek U. 3 Zmiany intensywnosci fluorescencji sondy A3 w wyniku aktywnosci enzymu hDcp2/Depl.
Stezenie sondy RNA wynosito 60 nM i bylo 6-krotnie wyzsze od stezenia DE (10 nM). Pomiar byt

prowadzony w buforze 4 mM Tris-HCI pH 7,5, 15 mM NaCl, 0,1 mM EDTA, 1 mM MgCl2 w temperaturze
20°C.

5 hDcp2/1 WT| A4 hDcp2/1 WT
<
= 800 8 2.0
g ®
OC) £ ...... -
[}
§ e 600 270 min ZE 6 .... F1.5 2
° - ... 3
2 ~ 4 e® F10 —
o E ® a
‘0 < i
o 82 05 =
c — .. 3
2 ®000c0000000000
o o+——"—7T—"—"T—"7 o+———r-rr-—T1Trr-"—T1"1"T1"1"F00
9 500 550 600 650 700 750 800 0 30 60 90 120 150 180 210 240 270
s .
= A [nm] Czas [min]
- e 20.r.n.in hDCp2/1
- 000°° WT / MUT
600 000000000000 | wwlzvvzi’”wvvvvv\v
00°°° § mgassseRresmmnigzonge

400

o B 10 15 20
Czas [min]

v @ 564 nmWT
\4

TTTTYYYYYYYyyy S
V 664 nm MUT

Intensywnosé fluorescencii [AU]

NAYAAAAVAVAAVAVAVAVAVAVAAVAVS
: 2008 00000000000000000

T T T T T T T T 1
0 30 60 90 120 150 180 210 240 270
Czas [min]

Intensywnosé fluorescencji [AU]
ex. 500 nm

Rysunek U. 4 Zmiany intensywnosci fluorescencji sondy A4 w wyniku aktywnosci enzymu hDcp2/Depl.
Stezenie sondy RNA wynosito 60 nM i bylo 6-krotnie wyzsze od stezenia DE (10 nM). Pomiar byt
prowadzony w buforze 4 mM Tris-HCI pH 7,5, 15 mM NaCl, 0,1 mM EDTA, 1 mM MgCl. w temperaturze
20°C.
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Rysunek U. 5 Wizualizacja dekapingu sondy A4 (hDcp2/Dcepl) za pomocq elektroforezy zelowej (PAGE).
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Rysunek U. 6 Zmiany intensywnosci fluorescencji sondy Bl w wyniku aktywnosci enzymu hDcp2/Depl.
Stezenie sondy RNA wynosito 60 nM i bylo 6-krotnie wyzsze od stezenia DE (10 nM). Pomiar byt
prowadzony w buforze 4 mM Tris-HCI pH 7,5, 15 mM NaCl, 0,1 mM EDTA, 1 mM MgCl2 w temperaturze
20°C.
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Rysunek U. 7 Zmiany intensywnosci fluorescencji sondy B2 w wyniku aktywnosci enzymu hDcp2/Depl.
Stezenie sondy RNA wynosito 60 nM i bylo 6-krotnie wyzsze od stgzenia DE (10 nM). Pomiar byt
prowadzony w buforze 4 mM Tris-HCI pH 7,5, 15 mM NacCl, 0,1 mM EDTA, 1 mM MgCl. w temperaturze
20°C.
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Rysunek U. 8 Wizualizacja dekapingu sondy B2 (hDcp2/Depl) za pomocq elektroforezy zelowej (PAGE).
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Rysunek U. 9 Zmiany intensywnosci fluorescencji sondy C1 w wyniku aktywnosci enzymu mDXO. Stezenie
sondy RNA wynosito 60 nM i bylo 1,2-krotnie wyzsze od stezenia DE (50 nM). Pomiar byl prowadzony
w buforze 4 mM Tris-HCI pH 7,5, 15 mM NaCl, 0,1 mM EDTA, 5 mM MgCl. w temperaturze 20°C.
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Rysunek U. 10 Zmiany intensywnosci fluorescencji sondy D1 w wyniku aktywnosci enzymu mDXO.
Stezenie sondy RNA wynosito 60 nM i byto 1,2-krotnie wyzsze od stezenia DE (50 nM). Pomiar byt
prowadzony w buforze 4 mM Tris-HCI pH 7,5, 15 mM NaCl, 0,1 mM EDTA, 5 mM MgCl2 w temperaturze
20°C.
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Rysunek U. 11 Zmiany intensywnosci fluorescencji sondy D1 w wyniku aktywnosci enzymu SpRail.
Stezenie sondy RNA wynosito 60 nM i bylo 1,2-krotnie wyzsze od stezenia DE (50 nM). Pomiar byl
prowadzony w buforze 4 mM Tris-HCI pH 7,5, 15 mM NaCl, 0,1 mM EDTA, 5 mM MgCl2 w temperaturze
20°C.
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Rysunek U. 12 Zmiany intensywnosci fluorescencji sondy D1 w wyniku aktywnosci enzymu hNUDT®5.
Stezenie sondy RNA wynosito 60 nM i byto 1,2-krotnie wyzsze od stezenia DE (50 nM). Pomiar byl
prowadzony w buforze 4 mM Tris-HCI pH 7,5, 15 mM NaCl, 0,1 mM EDTA, 5 mM MgCl2 w temperaturze

20°C.
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Rysunek U. 13 Analiza elektroforetyczna (15% PAGE) degradacji RNA zakonczonego kapem GlcppUpG

przez enzym hNUDT5.
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Rysunek U. 14 Zmiany intensywnosci fluorescencji sondy E1 w wyniku aktywnosci enzymu mDXO.
Stezenie sondy RNA wynosito 60 nM i byto 1,2-krotnie wyzsze od stezenia DE (50 nM). Pomiar byt
prowadzony w buforze 4 mM Tris-HCI pH 7,5, 15 mM NaCl, 0,1 mM EDTA, 5 mM MgCl2 w temperaturze
20°C.
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Rysunek U. 15 Zmiany intensywnosci fluorescencji sondy E2 w wyniku aktywnosci enzymu mDXO.
Stezenie sondy RNA wynosito 60 nM i bylo 1,2-krotnie wyzsze od stezenia DE (50 nM). Pomiar byl
prowadzony w buforze 4 mM Tris-HCI pH 7,5, 15 mM NaCl, 0,1 mM EDTA, 5 mM MgCl2 w temperaturze
20°C.
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Rysunek U. 16 Zmiany intensywnosci fluorescencji sondy E3 w wyniku aktywnosci enzymu mDXO.
Stezenie sondy RNA wynosito 120 nM i byto 12-krotnie wyzsze od stezenia DE (10 nM). Pomiar byt
prowadzony w buforze 4 mM Tris-HCI pH 7,5, 15 mM NaCl, 0,1 mM EDTA, 1 mM MgCl2 w temperaturze

20°C.
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Rysunek U. 17 Wizualizacja dekapingu sondy E3 (mDXO) za pomocq elektroforezy zelowej (PAGE).
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Rysunek U. 18 Zmiany intensywnosci fluorescencji sondy FI1 w wyniku aktywnosci enzymu mDXO.
Stezenie sondy RNA wynosito 60 nM i byto 6-krotnie wyzsze od stezenia DE (10 nM). Pomiar byt
prowadzony w buforze 4 mM Tris-HCI pH 7,5, 15 mM NaCl, 0,1 mM EDTA, 1 mM MgCl2 w temperaturze

20°C.
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Rysunek U. 19 Zmiany intensywnosci fluorescencji sondy F2 w wyniku aktywnosci enzymu mDXO.
Stezenie sondy RNA wynosito 60 nM i bylo 6-krotnie wyzsze od stgzenia DE (10 nM). Pomiar byl
prowadzony w buforze 4 mM Tris-HCI pH 7,5, 15 mM NacCl, 0,1 mM EDTA, 1 mM MgCl. w temperaturze
20°C.

178



Bibliografia

10.

11.

12.

13.

14.

15.

16.

Stryer, L., Tymoczko, J. & Berg, J. Biochemia. (2007).

Mattick, J. S. & Makunin, I. V. Non-coding RNA. Hum Mol Genet 15 Spec No 1, 17—
29 (2006).

Mattick, J. S. Challenging the dogma: The hidden layer of non-protein-coding RNAS in
complex organisms. BioEssays 25, 930-939 (2003).

Kiihn, U. et al. Poly(A) tail length is controlled by the nuclear Poly(A)-binding protein
regulating the interaction between Poly(A) polymerase and the cleavage and
polyadenylation specificity factor. Journal of Biological Chemistry 284, 22803-22814
(2009).

Rauhut, R. & Klug, G. mRNA degradation in bacteria. doi:10.1111/j.1574-
6976.1999.tb00404.x.

Ben-Ari, Y. et al. The life of an mRNA in space and time. J Cell Sci 123, 1761-1774
(2010).

Hirose, Y. & Manley, J. L. RNA polymerase Il and the integration of nuclear events.
Genes Dev 14, 1415-1429 (2000).

Martinez-Rucobo, F. W. et al. Molecular Basis of Transcription-Coupled Pre-mRNA
Capping. Mol Cell 58, 1079-1089 (2015).

Bentley, D. L. Rules of engagement: Co-transcriptional recruitment of pre-mRNA
processing factors. Curr Opin Cell Biol 17, 251-256 (2005).

Ramanathan, A., Robb, G. B. & Chan, S. H. mRNA capping: Biological functions and
applications. Nucleic Acids Res 44, 7511-7526 (2016).

De Conti, L., Baralle, M. & Buratti, E. Exon and intron definition in pre-mRNA
splicing. Wiley Interdiscip Rev RNA 4, 49-60 (2013).

Colgan, D. F. & Manley, J. L. Mechanism and regulation of mRNA polyadenylation.
Genes Dev 11, 2755-2766 (1997).

Will, C. L. & Lithrmann, R. Spliceosome structure and function. Cold Spring Harb
Perspect Biol 3, 1-2 (2011).

Furuichi, Y. & Shatkin, A. J. Viral and cellular mMRNA capping: past and prospects. Adv
Virus Res 55, 135-184 (2000).

Shuman, S. What messenger RNA capping tells us about eukaryotic evolution. Nature
Reviews 3, 619-625 (2002).

Chu, C. et al. Structure of the guanylyltransferase domain of human mRNA capping
enzyme. PNAS 108, 10104-10108 (2011).

179



17.

18.

19.

20.

21,

22,

23.

24,

25.

26.

27.

28.

29.

30.

31.

32.

Smietanski, M. et al. Structural analysis of human 2'-O-ribose methyltransferases
involved in mRNA cap structure formation. Nat Commun 5, (2014).

Werner, M. et al. 2'-O-ribose methylation of cap2 in human: Function and evolution in
a horizontally mobile family. Nucleic Acids Res 39, 4756-4768 (2011).

Mer Wei, C., Gershowitz, A. & Bernard Moss, snd. 5’-Terminal and Internal
Methylated Nucleotide Sequences in HeLa Cell mRNA. Biochemistry 15, 397—401
(1976).

Wei, C.-M., Gershowitz, A. & Moss, B. N6, O2’-dimethyladenosine a novel methylated
ribonucleoside next to the 5°-terminal of animal cell and virus mRNAs. Nature 257,
251-253 (1975).

Huang, W. et al. N6-methyladenosine methyltransferases: functions, regulation, and
clinical potential. J Hematol Oncol 14, (2021).

Warminski, M., Sikorski, P. J., Kowalska, J. & Jemielity, J. Applications of Phosphate
Modification and Labeling to Study (m)RNA Caps. Top Curr Chem 375, (2017).

Daffis, S. et al. 2'-O methylation of the viral MRNA cap evades host restriction by IFIT
family members. Nature 468, 452456 (2010).

Dubois, J., Terrier, O. & Rosa-Calatrava, M. Influenza viruses and mRNA splicing:
Doing more with less. mBio 5, (2014).

Nykd, A., Haley, B. & Zamore, P. D. ATP Requirements and Small Interfering RNA
Structure in the RNA Interference Pathway. Cell 107, 309321 (2001).

Hammond, S. M., Bernstein, E., Beach, D. & Hannon, G. J. An RNA-directed nuclease
mediates post-transcriptional gene silencing in Drosophilacells. Letters to nature 404,
293-296 (2000).

Chapman, E. J. & Carrington, J. C. Specialization and evolution of endogenous small
RNA pathways. Nat Rev Genet 8, 884-896 (2007).

Elbashir, S. M., Lendeckel, W. & Tuschl, T. RNA interference is mediated by 21- and
22-nucleotide RNAs. Genes Dev 15, 188-200 (2001).

Orban, T. I. & lzaurralde, E. Decay of mRNAs targeted by RISC requires XRN1, the
Ski complex, and the exosome. RNA 11, 459-469 (2005).

Chendrimada, T. P. et al. MicroRNA silencing through RISC recruitment of elF6.
Nature 447, 823-828 (2007).

Kiriakidou, M. et al. An mRNA m7G Cap Binding-like Motif within Human Ago2
Represses Translation. Cell 129, 1141-1151 (2007).

Zheng, X., Zhu, J., Kapoor, A. & Zhu, J. K. Role of Arabidopsis AGO6 in siRNA
accumulation, DNA methylation and transcriptional gene silencing. EMBO Journal 26,
1691-1701 (2007).

180



33.

34.

35.

36.

37.

38.

39.

40.

41.

42,

43.

44,

45,

46.

47.

48.

49,

Mlotshwa, S., Pruss, G. J. & Vance, V. Small RNAs in viral infection and host defense.
Trends Plant Sci 13, 375-382 (2008).

Katiyar-Agarwal, S., Gao, S., Vivian-Smith, A. & Jin, H. A novel class of bacteria-
induced small RNAs in Arabidopsis. Genes Dev 21, 3123-3134 (2007).

Siperko, L. M., Thomas, R. R. & Meyer, ; H. Translocation of Repetitive RNA
Sequences with the Germ Plasm in Xenopus Oocytes. Proc. Soc. Photo.-Opt. Instrum.
Eng 11, 21 (1988).

Pang, J. C. S., Kwok, W. K., Chen, Z. & Ng, H. K. Oncogenic role of microRNASs in
brain tumors. Acta Neuropathol 117, 599-611 (2009).

Lee, Y. et al. MicroRNA genes are transcribed by RNA polymerase 1I. EMBO Journal
23, 4051-4060 (2004).

Lee, Y. et al. The nuclear RNase 11l Drosha initiates microRNA processing. Letters to
nature 425, 415-419 (2003).

Kim, V. N. & Nam, J. W. Genomics of microRNA. Trends in Genetics 22, 165-173
(2006).

Jinek, M. & Doudna, J. A. A three-dimensional view of the molecular machinery of
RNA interference. Nature 457, 405412 (2009).

Lee, R. C., Feinbaum, R. L. & Ambrost, V. The C. elegans Heterochronic Gene lin-4
Encodes Small RNAs with Antisense Complementarity to &I1-14. Cell 75, 843-854
(1993).

Mello, C. C. & Conte, D. Revealing the world of RNA interference. Nature 431, 338
342 (2004).

Martienssen, R., Lippman, Z., May, B., Ronemus, M. & Vaughn, M. Transposons,
Tandem Repeats, and the Silencing of Imprinted Genes. Cold Spring Harb Symp Quant
Biol 371-379 (2004).

Golden, D. E., Gerbasi, V. R. & Sontheimer, E. J. An Inside Job for siRNAs. Mol Cell
31, 309-312 (2008).

Fakhr, E., Zare, F. & Teimoori-Toolabi, L. Precise and efficient sSiRNA design: A key
point in competent gene silencing. Cancer Gene Ther 23, 73-82 (2016).

Tang, G. siRNA and miRNA: An insight into RISCs. Trends Biochem Sci 30, 106-114
(2005).

Lam, J. K. W., Chow, M. Y. T., Zhang, Y. & Leung, S. W. S. siRNA versus miRNA as
therapeutics for gene silencing. Mol Ther Nucleic Acids 4, €252 (2015).

Alshaer, W. et al. siRNA: Mechanism of action, challenges, and therapeutic approaches.
Eur J Pharmacol 905, (2021).

Vaucheret, H. Post-transcriptional small RNA pathways in plants: Mechanisms and
regulations. Genes Dev 20, 759-771 (2006).

181



50.

51.

52.

53.

54,

55.

56.

57.

58.

59.

60.

61.

62.

63.

64.

65.

Manavella, P. A., Koenig, D. & Weigel, D. Plant secondary siRNA production
determined by microRNA-duplex structure. Proc Natl Acad Sci U S A 109, 2461-2466
(2012).

Peragine, A., Yoshikawa, M., Wu, G., Albrecht, H. L. & Poethig, R. S. SGS3 and
SGS2/SDE1/RDR6 are required for juvenile development and the production of trans-
acting siRNAs in Arabidopsis. Genes Dev 18, 2368-2379 (2004).

Allen, E., Xie, Z., Gustafson, A. M. & Carrington, J. C. microRNA-directed phasing
during trans-acting siRNA biogenesis in plants. Cell 121, 207-221 (2005).

Jacobs, T. B., Lawler, N. J., Lafayette, P. R., Vodkin, L. O. & Parrott, W. A. Simple
gene silencing using the trans-acting siRNA pathway. Plant Biotechnol J 14, 117-127
(2016).

Hollick, J. B. Sensing the epigenome. Trends Plant Sci 13, 398-404 (2008).

Jen, C.-H., Michalopoulos, I., Westhead, D. R. & Meyer, P. Natural antisense transcripts
with coding capacity in Arabidopsis may have a regulatory role that is not linked to
double-stranded RNA degradation. Genome Biol 6, (2005).

Pikaard, C. S., Haag, J. R., Ream, T. & Wierzbicki, A. T. Roles of RNA polymerase IV
in gene silencing. Trends Plant Sci 13, 390-397 (2008).

Katiyar-Agarwal, S. et al. A pathogen-inducible endogenous siRNA in plant immunity.
PNAS 103, 1800218007 (2006).

Saito, K. et al. Specific association of Piwi with rasiRNAs derived from retrotransposon
and heterochromatic regions in the Drosophila genome. Genes Dev 20, 2214-2222
(2006).

Aravin, A. A. et al. The small RNA profile during Drosophila melanogaster
development. Dev Cell 5, 337-350 (2003).

Vagin, V. V et al. A Distinct Small RNA Pathway Silences Selfish Genetic Elements in
the Germline. Science (1979) 313, 320-324 (2009).

Ma, J. & Lindquist, S. Conversion of PrP to a self-perpetuating PrPSc-like conformation
in the cytosol. Science (1979) 298, 1785-1788 (2002).

Aravin, A. et al. A novel class of small RNAs bind to MILI protein in mouse testes.
Nature 442, 203-207 (2006).

O’Donnell, K. A. & Boeke, J. D. Mighty Piwis Defend the Germline against Genome
Intruders. Cell 129, 37-44 (2007).

Brennecke, J. et al. Discrete Small RNA-Generating Loci as Master Regulators of
Transposon Activity in Drosophila. Cell 128, 1089-1103 (2007).

Gunawardane, L. S. et al. A Slicer-Mediated Mechanism for Repeat-Associated siRNA
5" End Formation in Drosophila. New Series 315, 1587-1590 (2007).

182



66.

67.

68.

69.

70.

71.

72.

73.

74.

75.

76.

77.

78.

79.

80.

81.

Chuma, S. & Nakano, T. piRNA and spermatogenesis in mice. Philosophical
Transactions of the Royal Society B: Biological Sciences 368, (2013).

Ponting, C. P., Oliver, P. L. & Reik, W. Evolution and Functions of Long Noncoding
RNAs. Cell 136, 629-641 (2009).

Liu, N. etal. Probing N6-methyladenosine RNA modification status at single nucleotide
resolution in mMRNA and long noncoding RNA. RNA 19, 1848-1856 (2013).

Rymarquis, L. A., Kastenmayer, J. P., Hiittenhofer, A. G. & Green, P. J. Diamonds in
the rough: mRNA-like non-coding RNAs. Trends Plant Sci 13, 329-334 (2008).

Qin, T., Li, J. & Zhang, K.-Q. Structure, Regulation, and Function of Linear and
Circular Long Non-Coding RNAs. Front Genet 11, 1-15 (2020).

Wu, P. et al. Emerging role of tumor-related functional peptides encoded by IncCRNA
and circRNA. Mol Cancer 19, (2020).

Dinger, M. E., Gascoigne, D. K. & Mattick, J. S. The evolution of RNAs with multiple
functions. Biochimie 93, 2013-2018 (2011).

Dinger, M. E., Pang, K. C., Mercer, T. R. & Mattick, J. S. Differentiating Protein-
Coding and Noncoding RNA: Challenges and Ambiguities. PLoS Comput Biol 4, 1-5
(2008).

Mattick, J. S. et al. nature reviews molecular cell biology Consensus statement Long
non-coding RNAs: definitions, functions, challenges and recommendations. Nat Rev
Mol Cell Biol 24, 34 (2023).

Hacisuleyman, E., Shukla, C. J., Weiner, C. L. & Rinn, J. L. Function and evolution of
local repeats in the Firre locus. Nat Commun 7, (2016).

Brown, C. J. et al. The Human X/ST Gene: Analysis of a 17 kb Inactive X-Specific
RNA That Contains Conserved Repeats and Is Highly Localized within the Nucleus.
Cell 71, 527-642 (1992).

Giuseppe, B., Tonlorenzi, R., Simmler, M. C. & Dandolo, L. Characterization of a
murine gene expressed from the inactive X chromosome. Letters to nature 351, 325-
329 (1991).

Brown, S. Xist and the mapping of the X chromosome inactivation centre. BioEssays
13, 607-612 (1991).

Lodaid, A. & Heardid, E. Xist RNA in action: Past, present, and future. PLoS Genet 1—
17 (2019) doi:10.1371/journal.pgen.1008333.

Wutz, A. & Gribnau, J. X inactivation Xplained. Curr Opin Genet Dev 17, 387-393
(2007).

Ng, K., Pullirsch, D., Leeb, M. & Wutz, A. Xist and the order of silencing. EMBO Rep
8, 34-39 (2007).

183



82.

83.

84.

85.

86.

87.

88.

89.

90.

91.

92.

93.

94,

95.

96.

97.

98.

99.

Balaton, B. P. & Brown, C. J. Escape Artists of the X Chromosome. Trends in Genetics
32, 348-359 (2016).

Gabory, A., Ripoche, M. A., Yoshimizu, T. & Dandolo, L. The H19 gene: Regulation
and function of a non-coding RNA. Cytogenet Genome Res 113, 188-193 (2006).

Bartoiomei, M., Zemei, S. & Tilghman, S. Parentel imprinting of the mouse H19 gene.
Letters to nature 351, 153-155 (1991).

Gabory, A., Jammes, H. & Dandolo, L. The H19 locus: Role of an imprinted non-coding
RNA in growth and development. BioEssays 32, 473-480 (2010).

Matouk, 1. J. et al. The H19 non-coding RNA is essential for human tumor growth.
PLoS One 2, (2007).

Wang, J., Sun, J. & Yang, F. The role of long non-coding RNA H19 in breast cancer
(Review). Oncol Lett 19, 7-16 (2020).

Cai, X. & Cullen, B. R. The imprinted H19 noncoding RNA is a primary microRNA
precursor. RNA 13, 313-316 (2007).

Kazimierczyk, M., Kasprowicz, M. K., Kasprzyk, M. E. & Wrzesinski, J. Molecular
Sciences Human Long Noncoding RNA Interactome: Detection, Characterization and
Function. Int J Mol Sci 21, 1027 (2020).

Kiss, T. Biogenesis of small nuclear RNPs. J Cell Sci 117, 5949-5951 (2004).

Matera, A. G., Terns, R. M. & Terns, M. P. Non-coding RNAs: Lessons from the small
nuclear and small nucleolar RNAs. Nat Rev Mol Cell Biol 8, 209-220 (2007).

Valadkhan, S. & Gunawardane, L. S. Role of small nuclear RNASs in eukaryotic gene
expression. Essays Biochem 54, 79-90 (2013).

Wolin, S. L. & Cedervall, T. THE LA PROTEIN. Annu. Rev. Biochem. 17, 375-403
(2002).

Egloff, S., O’Reilly, D. & Murphy, S. Expression of human snRNA genes from
beginning to end. Biochem Soc Trans 36, 590-594 (2008).

Ohno, M., Segref, A., Bachi, A., Wilm, M. & Mattaj, I. W. PHAX, a mediator of U
snRNA nuclear export whose activity is regulated by phosphorylation. Cell 101, 187—
198 (2000).

1-s2.0-S0955067402003320-main.

Lamond, A. I. & Spector, D. L. Nuclear speckles: A model for nuclear organelles. Nat
Rev Mol Cell Biol 4, 605-612 (2003).

Mccullough, A. J., Berget, S. M. & McLean, M. An Intronic Splicing Enhancer Binds
U1 snRNPs To Enhance Splicing and Select 5 Splice Sites. 20, 9225-9235 (2000).

Briese, M., Esmaeili, B. & Sattelle, D. B. Is spinal muscular atrophy the result of defects
in motor neuron processes? BioEssays 27, 946-957 (2005).

184



100.

101.

102.

103.

104.

105.

106.

107.
108.
1009.

110.

111.

112.
113.

114.

115.

116.

117.

Watkins, N. J. et al. Assembly and maturation of the U3 snoRNP in the nucleoplasm in
a large dynamic multiprotein complex. Mol Cell 16, 789-798 (2004).

Kufel, J. & Grzechnik, P. Small Nucleolar RNAs Tell a Different Tale. Trends in
Genetics 35, 104-117 (2019).

Weinstein, L. B. & Steitz, J. A. Guided tours: from precursor snoRNA to functional
snoRNP. Curr Opin Cell Biol 11, 379-384 (1999).

Tama A s Kiss. https://www.embopress.org.

Balakin, A. G. & Smith, L. The RNA World of the Nucleolus: Two Major Families of
Small RNAs Defined by Different Box Elements with Related Functions. Cell 86, 823—
834 (1996).

Philippe, G., Bortolin, M. & Kiss, T. Site-Specific Pseudouridine Formation in
Preribosomal RNA Is Guided by Small Nucleolar RNAs. Cell 89, 799-809 (1997).

Decatur, W. A. & Fournier, M. J. RNA-guided nucleotide modification of ribosomal
and other RNAs. Journal of Biological Chemistry 278, 695-698 (2003).

Grosjean, H. Fine-Tuning of RNA Functions by Modification and Editing.
Kawaji, H. & Hayashizaki, Y. Exploration of Small RNAs. PLoS Genet 4, 3-8 (2008).

Dsouza, V. L. et al. Small nucleolar RNA and its potential role in breast cancer — A
comprehensive review. Biochim Biophys Acta Rev Cancer 1875, (2021).

Maftaj, W., Tollervey, D. & Seraphin, B. processing IAIN Small nuclear RNAs in
messenger RNA and ribosomal RNA. European Molecular Biology 47-53 (2018).

De Ishikawa, H. /. MINIREVIEW EVOLUTION OF RIBOSOMAL RNA. Biochem
Phy.siol 58, 1-7 (1977).

Noller, H. F. Structure of ribosomal RNA. Ann. Rev. Biochem 53, 119 (1984).

Lambert, M., Benmoussa, A. & Provost, P. Small Non-Coding RNAs Derived from
Eukaryotic Ribosomal RNA. Noncoding RNA 5, 1-19 (2019).

Szymanski, M., Barciszewska, M. Z., Erdmann, V. A. & Barciszewski, J. A new frontier
for molecular medicine: Noncoding RNAs. Biochim Biophys Acta Rev Cancer 1756,
65-75 (2005).

Tuorto, F. & Parlato, R. rRNA and tRNA Bridges to Neuronal Homeostasis in Health
and Disease. J Mol Biol 431, 1763-1779 (2019).

Honda, K. et al. Ribosomal RNA in Alzheimer disease is oxidized by bound redox-
active iron. Journal of Biological Chemistry 280, 20978-20986 (2005).

Parlato, R. & Liss, B. How Parkinson’s disease meets nucleolar stress. Biochim Biophys
Acta Mol Basis Dis 1842, 791797 (2014).

185



118.

119.

120.

121.

122.

123.

124,

125.

126.

127.

128.

129.

130.
131.

132.

133.

134.

135.

Akiyama, Y. & Ivanov, P. tRNA-derived RNAs: Biogenesis and roles in translational
control. Wiley Interdiscip Rev RNA 14, (2023).

Lyons, S. M., Fay, M. M. & Ivanav, P. The role of RNA maodifications in the regulation
of tRNA cleavage. FEBS Lett 582, 2828-2844 (2018).

Schimmel, P. RNA Processing and Modifications: The emerging complexity of the
tRNA world: Mammalian tRNAs beyond protein synthesis. Nat Rev Mol Cell Biol 19,
45-58 (2018).

Anderson, P. & Ivanov, P. TRNA fragments in human health and disease. FEBS Lett
588, 4297-4304 (2014).

Ding, Y., Gao, B. & Huang, J. Clinical Medicine Mitochondrial Cardiomyopathy: The
Roles of mt-tRNA Mutations. J Clin Med 11, 1-17 (2022).

Keiler, K. C. & Ramadoss, N. S. Bifunctional transfer-messenger RNA. Biochimie 93,
1993-1997 (2011).

Burks, J., Zwieb, C., Miiller, F., Wower, 1. & Wower, J. Comparative 3-D modeling of
tmRNA. BMC Mol Biol 6, (2005).

Williams, K. P., Martindale, K. A. & Bartel, D. P. Resuming translation on tmRNA: a
unigue mode of determining a reading frame. EMBO J 18, 5423-5433 (1999).

Mehta, P., Richards, J. & Karzai, A. W. tmRNA determinants required for facilitating
nonstop MRNA decay. RNA 12, 2187-2198 (2006).

Moore, S. D. & Sauer, R. T. The tmRNA system for translational surveillance and
ribosome rescue. Annu Rev Biochem 76, 101-124 (2007).

Janssen, B. D. & Hayes, C. S. The tmRNA ribosome-rescue system. Adv Protein Chem
Struct Biol 86, 151-191 (2012).

Houseley, J. & Tollervey, D. The Many Pathways of RNA Degradation. Cell 136, 763—
776 (2009).

Collart, M. A. & Panasenko, O. O. The Ccr4-Not complex. Gene 492, 42-53 (2012).

Yi, H. et al. PABP Cooperates with the CCR4-NOT Complex to Promote mRNA
Deadenylation and Block Precocious Decay. Mol Cell 70, 1081-1088.e5 (2018).

Schifer, 1. B. et al. Molecular Basis for poly(A) RNP Architecture and Recognition by
the Pan2-Pan3 Deadenylase. Cell 177, 1619-1631.e21 (2019).

Lobel, J. H. & Gross, J. D. Pdc2/Patl increases the range of decay factors and RNA
bound by the Lsm1-7 complex. RNA 26, 1380-1388 (2020).

Mugridge, J. S., Ziemniak, M., Jemielity, J. & Gross, J. D. Structural basis of mMRNA
cap recognition by Dcpl-Dcp2. Nat Struct Mol Biol. 23, 987-994 (2016).

Jinek, M., Coyle, S. M. & Doudna, J. A. Coupled 5’ Nucleotide Recognition and
Processivity in Xrnl-Mediated mRNA Decay. Mol Cell 41, 600-608 (2011).

186



136.

137.

138.

139.

140.

141.

142.

143.

144.

145.

146.

147.

148.

149.

150.

Stevens, A. 5’-Exoribonuclease 1: Xrn 1. Biochem. Biophys. Res. Commun. 235, 251
259 (2001).

Stevens, A. Purification and Characterization of a Saccharomyces cerevisiae
Exoribonuclease Which Yields 5’-Mononucleotides by a 5° + 3° Mode of Hydrolysis. J
Biol Chem 3080-3085 (1979).

Eulalio, A., Behm-Ansmant, I., Schweizer, D. & lzaurralde, E. P-Body Formation Is a
Consequence, Not the Cause, of RNA-Mediated Gene Silencing. Mol Cell Biol 27,
3970-3981 (2007).

Nagarajan, V. K., Jones, C. 1., Newbury, S. F. & Green, P. J. XRN 5 —3’
exoribonucleases: Structure, mechanisms and functions. Biochim Biophys Acta Gene
Regul Mech 1829, 590-603 (2013).

Chang, J. H. et al. Structural and biochemical studies of the 5'—3’ exoribonuclease Xrn1
HHS Public Access Author manuscript. Nat Struct Mol Biol 18, 270-276 (2011).

Wasmuth, E. V. & Lima, C. D. Structure and Activities of the Eukaryotic RNA
Exosome. Enzymes (Essen) 31, 53-75 (2012).

Mitchell, P., Petfalski, E., Shevchenko, A., Mann, M. & Tollervey, D. The Exosome: A
Conserved Eukaryotic RNA Processing Complex Containing Multiple 3—5
Exoribonucleases. Cell 91, 457-466 (1997).

Kilchert, C., Wittmann, S. & Vasiljeva, L. The regulation and functions of the nuclear
RNA exosome complex. Nat Rev Mol Cell Biol 17, 227-239 (2016).

Wypijewska, A. et al. 7-Methylguanosine Diphosphate (m 7 GDP) Is Not Hydrolyzed
but Strongly Bound by Decapping Scavenger (DcpS) Enzymes and Potently Inhibits
Their Activity. 51, 15 (2012).

Milac, A. L., Bojarska, E. & Wypijewska del Nogal, A. Decapping Scavenger (DcpS)
enzyme: Advances in its structure, activity and roles in the cap-dependent mMRNA
metabolism. Biochim Biophys Acta Gene Regul Mech 1839, 452-462 (2014).

Liu, H., Rodgers, N., Xinfu Jiao, X. & Kiledjian, M. The scavenger mRNA decapping
enzyme dcps is a member of the hit family of pyrophosphatases 1. EMBO J 21, 4699—
4708 (2002).

Fuchs, A.-L., Wurm, J. P., Neub, A. & Sprangers, R. Molecular basis of the selective
processing of short MRNA substrates by the DcpS mRNA decapping enzyme. 117,
(2009).

Dijk, E. et al. van-dijk-et-al-2002-human-dcp2-a-catalytically-active-mrna-decapping-
enzyme-located-in-specific-cytoplasmic-structures-1. EMBO J 21, 6915-6924 (2002).

Lykke-Andersen, J. ldentification of a Human Decapping Complex Associated with
hUpf Proteins in Nonsense-Mediated Decay. Mol Cell Biol 22, 8114-8121 (2002).

Wang, Z., Jiao, X., Carr-Schmid, A. & Kiledjian, M. The hDcp2 protein is a mammalian
MRNA decapping enzyme.

187



151.

152.

153.

154,

155.

156.

157.

158.

159.

160.

161.

162.

163.

164.

165.

McLennan, A. G. The Nudix hydrolase superfamily. Cellular and Molecular Life
Sciences 63, 123-143 (2006).

Song, M.-G., Bail, S. & Kiledjian, M. Multiple Nudix family proteins possess MRNA
decapping activity. RNA 19, 390-399 (2013).

Gunawardana, D., Cheng, H.-C. & Gayler, K. R. Identification of functional domains
in Arabidopsis thaliana mRNA decapping enzyme (AtDcp2). Nucleic Acids Res 36,
203-216 (2008).

Xu, W., Dunn, C. A., O’Handley, S. F., Smith, D. L. & Bessman, M. J. Three new Nudix
hydrolases from Escherichia coli. Journal of Biological Chemistry 281, 22794-22798
(2006).

Grzela, R. et al. Hydrolytic activity of human Nudtl6 enzyme on dinucleotide cap
analogs and short capped oligonucleotides. RNA 24, 633-642 (2018).

Olejnik, K., Murcha, M. W., Whelan, J., Kraszewska, E. & Kraszewska, E. Cloning and
characterization of AtNUDT13, a novel mitochondrial Arabidopsis thaliana Nudix
hydrolase specific for long-chain diadenosine polyphosphates. The Authors Journal
compilation @ 274, 4877-4885 (2007).

Canales, J. et al. Mn2+-dependent ADP-ribose/CDP-alcohol pyrophosphatase: A novel
metallophosphoesterase family preferentially expressed in rodent immune cells.
Biochemical Journal 413, 103-113 (2008).

Zhou, W. et al. Structural insights into dpCoA-RNA decapping by NudC. RNA Biol 18,
244-253 (2021).

Zhang, D. et al. Structural basis of prokaryotic NAD-RNA decapping by NudC. Cell
Research vol. 26 1062—1066 Preprint at https://doi.org/10.1038/cr.2016.98 (2016).

Zhai, L.-T. & Xiang, S. mRNA quality control at the 5’ end *. J Zhejiang Univ-Sci B
(Biomed & Biotechnol) 2014 15, 438-443.

Jiao, X., Chang, J. H., Kilic, T., Tong, L. & Kiledjian, M. A Mammalian Pre-mRNA 5’
End Capping Quality Control Mechanism and an Unexpected Link of Capping to Pre-
MRNA Processing. Mol Cell 50, 104-115 (2013).

Doamekpor, S. K. et al. DXO/Rail enzymes remove 5’-end FAD and dephospho-CoA
caps on RNAs. Nucleic Acids Res 48, 6136-6148 (2020).

Li, Y. & Kiledjian, M. Regulation of mRNA decapping. Wiley Interdiscip Rev RNA 1,
253-265 (2010).

Arribas-Layton, M., Wu, D., Lykke-Andersen, J. & Song, H. Structural and functional
control of the eukaryotic mMRNA decapping machinery. Biochim Biophys Acta Gene
Regul Mech 1829, 580-589 (2013).

Kervestin, S. & Jacobson, A. NMD: A multifaceted response to premature translational
termination. Nat Rev Mol Cell Biol 13, 700-712 (2012).

188



166.

167.

168.

169.

170.

171.

172.

173.

174.

175.

176.

177.

178.

179.

180.

Wei-Lin Popp, M. & Maquat, L. E. Organizing principles of Mammalian nonsense-
mediated mRNA decay. Annu Rev Genet 47, 139-165 (2013).

Karousis, E. D., Nasif, S. & Miihlemann, O. Nonsense-mediated mRNA decay: novel
mechanistic insights and biological impact. Wiley Interdiscip Rev RNA 7, 661682
(2016).

Guo, H., Ingolia, N. T., Weissman, J. S. & Bartel, D. P. Mammalian microRNAs
predominantly act to decrease target mRNA levels. Nature 466, 835-840 (2010).

Presnyak, V. et al. Codon optimality is a major determinant of mRNA stability. Cell
160, 1111-1124 (2015).

Fenger-Gron, M., Fillman, C., Norrild, B. & Lykke-Andersen, J. Multiple processing
body factors and the ARE binding protein TTP activate mRNA decapping. Mol Cell 20,
905-915 (2005).

Song, M. G. & Kiledjian, M. 3’ terminal oligo U-tract-mediated stimulation of
decapping. RNA 13, 2356-2365 (2007).

Geisler, S., Lojek, L., Khalil, A. M., Baker, K. E. & Coller, J. Decapping of Long
Noncoding RNAs Regulates Inducible Genes. Mol Cell 45, 279-291 (2012).

Piccirillo, C., Khanna, R. & Kiledjian, M. Functional characterization of the mammalian
MRNA decapping enzyme hDcp2. RNA 9, 1138-1147 (2003).

Mauer, J. et al. Reversible methylation of m 6 A m in the 5’ cap controls mRNA
stability. Nature 541, (2017).

Sikorski, P. J. et al. The identity and methylation status of the first transcribed

nucleotide in eukaryotic mRNA 5’ cap modulates protein expression in living cells.
Nucleic Acids Res 48, 1607-1626 (2020).

Aglietti, R. A., Floor, S. N., McClendon, C. L., Jacobson, M. P. & Gross, J. D. Active
site conformational dynamics are coupled to catalysis in the mRNA decapping enzyme
Dcp2. Structure 21, 1571-1580 (2013).

Vidya, E. & Duchaine, T. F. Eukaryotic mRNA Decapping Activation.
doi:10.3389/fgene.2022.832547.

Peculis, B. A., Reynolds, K. & Cleland, M. Metal determines efficiency and substrate
specificity of the nuclear NUDIX decapping proteins X29 and H29K (Nudt16). Journal
of Biological Chemistry 282, 2479224805 (2007).

Zytek, M. et al. Towards novel efficient and stable nuclear import signals: Synthesis
and properties of trimethylguanosine cap analogs modified within the 5',5'-triphosphate
bridge. Org Biomol Chem 12, 9184-9199 (2014).

Lu, G. et al. ANUDT16: A universal decapping enzyme for small nucleolar RNA and
cytoplasmic mRNA. Protein Cell 2, 64-73 (2011).

189



181.

182.

183.

184.

185.

186.

187.

188.

189.

190.

191.

192.

193.

194,

Trésaugues, L. et al. Structural Basis for the Specificity of Human NUDT16 and Its
Regulation by  Inosine  Monophosphate. PLoS One 1-20 (2015)
doi:10.1371/journal.pone.0131507.

Dhungel, P., Cantu, F. M., Molina, J. A. & Yang, Z. pathogens Vaccinia Virus as a
Master of Host Shutoff Induction: Targeting Processes of the Central Dogma and
Beyond. doi:10.3390/pathogens9050400.

Cantu, F. et al. Poxvirus-encoded decapping enzymes promote selective translation of
viral mMRNAs. PLoS Pathog 16, (2020).

Liu, S. W., Katsafanas, G. C., Liu, R., Wyatt, L. S. & Moss, B. Poxvirus decapping
enzymes enhance virulence by preventing the accumulation of dsSRNA and the induction
of innate antiviral responses. Cell Host Microbe 17, 320-331 (2015).

Upton, C., Slack, S., Hunter, A. L., Ehlers, A. & Roper, R. L. Poxvirus Orthologous
Clusters: toward Defining the Minimum Essential Poxvirus Genome. J Virol 77, 7590-
7600 (2003).

Parrish, S. & Moss, B. Characterization of a Second Vaccinia Virus mRNA-Decapping
Enzyme Conserved in Poxviruses. J Virol 81, 12973-12978 (2007).

Bednarczyk, M. et al. Fluorescence-Based Activity Screening Assay Reveals Small
Molecule Inhibitors of Vaccinia Virus mRNA Decapping Enzyme D9. ACS Chem Biol
17, 1460-1471 (2022).

Peters, J. K., Tibble, R. W., Warminski, M., Jemielity, J. & Gross, J. D. Structure of the
poxvirus decapping enzyme D9 reveals its mechanism of cap recognition and catalysis.
Structure 30, 721-732.e4 (2022).

Celesnik, H., Deana, A. & Belasco, J. G. Initiation of RNA decay in Escherichia coli by
5’ pyrophosphate removal. Mol. Cell. 27, 79-90 (2007).

Callaghan, A. J. et al. Structure of Escherichia coli RNase E catalytic domain and
implications for RNA turnover. Nature 437, 1187-1191 (2005).

Gao, A. et al. Structural and kinetic insights into stimulation of RppH-dependent RNA
degradation by the metabolic enzyme DapF. Nucleic Acids Res 46, 6841-6856 (2018).

Vasilyev, N. & Serganov, A. Structures of RNA complexes with the Escherichia coli
RNA pyrophosphohydrolase RppH Unveil the basis for specific 5”-End-dependent
mMRNA decay. Journal of Biological Chemistry 290, 9487-9499 (2015).

Foley, P. L., Hsieh, P. K., Luciano, D. J. & Belasco, J. G. Specificity and evolutionary
conservation of the Escherichia coli RNA pyrophosphohydrolase RppH. Journal of
Biological Chemistry 290, 9478-9486 (2015).

Luciano, D. J., Vasilyev, N., Richards, J., Serganov, A. & Belasco, J. G. A Novel RNA
Phosphorylation State Enables 5’ End-Dependent Degradation in Escherichia coli. Mol
Cell 67, 44-54.e6 (2017).

190



195.

196.

197.

198.

199.

200.

201.

202.

203.

204.

205.

206.

207.

208.

209.

210.

Chen, Y. G., Kowtoniuk, W. E., Agarwal, 1., Shen, Y. & Liu, D. R. LC/MS analysis of
cellular RNA reveals NAD-linked RNA. Nat Chem Biol 5, 879-881 (2009).

Cahova, H., Winz, M. L., Hofer, K., Niibel, G. & Jaschke, A. NAD captureSeq indicates
NAD as a bacterial cap for a subset of regulatory RNAs. Nature 519, 374-377 (2015).

Vicente Gomes-Filho, J. et al. Identification of NAD-RNAs and ADPR-RNA 1
decapping in the archaeal model organisms Running Title: NAD-RNAs and ADPR-
RNA decapping in Archaea. bioRxiv (2022) doi:10.1101/2022.11.02.514978.

Walters, R. W. et al. Identification of NAD+ capped mRNAs in Saccharomyces
cerevisiae. Proc Natl Acad Sci U S A 114, 480-485 (2017).

Wang, Y. et al. NAD+-capped RNAs are widespread in the Arabidopsis transcriptome
and can probably be translated. Proc Natl Acad Sci U S A 116, 12094-12102 (2019).

Hofer, K. et al. Structure and function of the bacterial decapping enzyme NudC. Nat
Chem Biol 12, 730-734 (2016).

Xiang, S. et al. Structure and function of the 59R39 exoribonuclease Ratl and its
activating partner Rail. Letters 458, 784—789 (2009).

Chang, J. H. et al. Dxol is a new type of eukaryotic enzyme with both decapping and
5'-3" exoribonuclease activity. Nat Struct Mol Biol 19, 1011-1019 (2012).

Kiledjian, M. Eukaryotic RNA 5’-End NAD+ Capping and DeNADding. Trends in Cell
Biology vol. 28 454-464 Preprint at https://doi.org/10.1016/j.tcb.2018.02.005 (2018).

Mugridge, J. S. & Gross, J. D. Judge, Jury, and Executioner: DXO Functions as a
Decapping Enzyme and Exoribonuclease in Pre-mRNA Quality Control. Mol Cell 50,
2-4 (2013).

Jiao, X. et al. 5’ End Nicotinamide Adenine Dinucleotide Cap in Human Cells Promotes
RNA Decay through DXO-Mediated deNADding. Cell 168, 1015-1027.e10 (2017).

Singh, J. et al. DcpS as a therapeutic target for spinal muscular atrophy. ACS Chem Biol
3, 711-722 (2008).

Jiao, X., Wang, Z. & Kiledjian, M. Identification of an mRNA-Decapping Regulator
Implicated in X-Linked Mental Retardation. Mol. Cell. 24, 713-722 (2006).

Ng, C. K. L. et al. Loss of the scavenger mRNA decapping enzyme DCPS causes
syndromic intellectual disability with neuromuscular defects. Hum Mol Genet 24, 3163—
3171 (2014).

Singh, S., Singh, P. K., Bhadauriya, P. & Ganesh, S. Lafora disease E3 ubiquitin ligase
malin is recruited to the processing bodies and regulates the microRNA-mediated gene
silencing process via the decapping enzyme Dcpla. RNA Biol 9, 1440-1449 (2012).

Wu, C. et al. Overexpression of mRNA-decapping enzyme 1a affects survival rate in
colorectal carcinoma. Oncol Lett 16, 1095-1100 (2018).

191



211.

212.

213.

214,

215.

216.

217.

218.

219.

220.

221.

222.

223.

224,

Tang, Y., Xie, C., Zhang, Y., Qin, Y. & Zhang, W. Overexpression of mRNA-
decapping enzyme 1la predicts disease-specific survival in malignant melanoma.
Melanoma Res 28, 30-36 (2018).

Anad, C. et al. Epigenetic loss of the RNA decapping enzyme NUDT16 mediates C-
MYC  activation in  T-cell acute lymphoblastic leukemia.  (2017)
doi:10.1038/leu.2017.99.

Beaucage, S. L. & Caruthers, M. H. DEOXYNUCLEOSIDE PHOSPHORAMIDITES-
A NEW CLASS OF KEY INTERMEDIATES FOR DEOXYPOLYNUCLEOTIDE
SYNTHESIS. Tetrahedron Lett 22, 1859-1862 (1981).

Letsinger, R. L., Finnan, J. L., Heavner, G. A. & Lunsford, W. B. Phosphite Coupling
Procedure for Generating Internucleotide Links. J Am Chem Soc 97, 3278-3279 (1975).

SomozaAlvaro, S. Protecting groups for RNA synthesis: An increasing need for
selective preparative methods. Chem Soc Rev 37, 2668-2675 (2008).

Flemmich, L., Bereiter, R. & Micura, R. Chemical Synthesis of Modified RNA.
Angewandte Chemie - International Edition 63, (2024).

Shiba, Y. et al. Chemical synthesis of a very long oligoribonucleotide with 2-
cyanoethoxymethyl (CEM) as the 2 0-O-protecting group: structural identification and
biological activity of a synthetic 110mer precursor-microRNA candidate. Nucleic Acids
Res 35, 3287-3296 (2007).

Depaix, A. et al. Preparation of RNAs with non-canonical 5’ ends using novel di- and
trinucleotide reagents for co-transcriptional capping. Front Mol Biosci 9, (2022).

Krupp, G. RNA synthesis: strategies for the use of bacteriophage RNA polymerases*
(R~ornb~~t DNA; phages T3, T7, SP6; portable promoter; te~ator oligo). Gene 12, 75—
89 (1988).

Beckert, B. & Masquida, B. Synthesis of RNA by In Vitro Transcription. Methods in
Molecular Biology 703, 29-41 (2011).

Stepinski, J., Waddell, C., Stolarski, R., Darzynkiewicz, E. & Rhoads, R. E. Synthesis
and properties of mRNAs containing the novel ‘anti-reverse’ cap analogs 7-methyl(39-
O-methyl)GpppG and 7-methyl(39-deoxy)GpppG. Method 7, 1486-1495 (2001).

Kuhn, A. N. et al. Phosphorothioate cap analogs increase stability and translational
efficiency of RNA vaccines in immature dendritic cells and induce superior immune
responses in vivo. Gene Ther 17, 961-971 (2010).

Strenkowska, M. et al. Cap analogs modified with 1,2-dithiodiphosphate moiety protect
mRNA from decapping and enhance its translational potential. Nucleic Acids Res 44,
9578-9590 (2016).

Jemielity, J. et al. Novel ‘anti-reverse’ cap analogs with superior translational
properties. RNA 9, 1108-1122 (2003).

192



225.

226.

227.

228.

229.

230.

231.

232.

233.

234.

235.

236.

237.

238.

239.

Henderson, J. M. et al. Cap 1 Messenger RNA Synthesis with Co-transcriptional
CleanCap® Analog by In Vitro Transcription. Curr Protoc 1, (2021).

Zhao, B. S. & He, C. Pseudouridine in a new era of RNA modifications. Cell Res 25,
153-154 (2015).

Charette, M. & Gray, M. W. Pseudouridine in RNA: What, where, how, and why.
IUBMB Life 49, 341-351 (2000).

Andries, O. et al. N1-methylpseudouridine-incorporated mMRNA outperforms
pseudouridine-incorporated mRNA by providing enhanced protein expression and
reduced immunogenicity in mammalian cell lines and mice. Journal of Controlled
Release 217, 337-344 (2015).

Zhu, B. et al. Synthesis of 2-Fluoro RNA by Syn5 RNA polymerase. Nucleic Acids Res
43, 94 (2015).

Keith, J. M., Venkatesan, S., Gershowitz, A. & Moss, B. Purification and
Characterization of the Messenger Ribonucleic Acid Capping Enzyme GTP:RNA
Guanylyltransferase from Wheat Germt. Biochemistry 21, 327-333 (1982).

Vos, J. C., Sasker, M. & Stunnenberg, H. G. Vaccinia virus capping enzyme is a
transcription initiation factor. EMBO J 10, 2553-2558 (1991).

Luo, Y., Mao, X., Deng, L., Cong, P. & Shuman, S. The D1 and D12 Subunits Are Both
Essential for the Transcription Termination Factor Activity of Vaccinia Virus Capping
Enzyme. J Virol 69, 3852-3856 (1995).

Ohno, H. et al. Versatile strategy using vaccinia virus-capping enzyme to synthesize
functional 5 cap-modified mMRNAs. Nucleic Acids Res 51, (2023).

Chan, S. H. et al. Biochemical characterization of mRNA capping enzyme from
Faustovirus. RNA 29, 1803-1817 (2023).

Van Diillmen, M., Muthmann, N. & Rentmeister, A. Chemo-Enzymatic Modification of
the 5* > Cap MaintainsT ranslation and Increases Immunogenic Properties of mRNA.
Angewandte 60, 13280-13286 (2021).

Romaniuk, E., Mclaughlin, L. W., Neilson, T. & Romaniuk, P. J. The Effect of Acceptor
Oligoribonucleotide Sequence on the T4 RNA Ligase Reaction. Eur J Biochem 125,
639-643 (1982).

Martin, G. & Keller, W. Tailing and 39-end labeling of RNA with yeast poly(A)
polymerase and various nucleotides. RNA 4, 226-230 (1998).

Yehudai-Resheff, S. & Schuster, G. Characterization of the E.coli poly(A) polymerase:
nucleotide specificity, RNA-binding affinities and RNA structure dependence. Nucleic
Acids Res 28, 1139-1144 (2000).

Warminski, M., Mamot, A., Depaix, A., Kowalska, J. & Jemielity, J. Chemical
Modifications of mMRNA Ends for Therapeutic Applications. Acc Chem Res 2023, 2814—
2826 (2024).

193



240.

241.

242.

243.

244,

245,

246.

247.

248.

249.

250.

251.

252.

253.

254,

Ivancova, 1., Leone, D. L. & Hocek, M. Reactive modifications of DNA nucleobases
for labelling, bioconjugations, and cross-linking. Curr Opin Chem Biol 52, 136-144
(2019).

Mattay, J., Dittmar, M. & Rentmeister, A. Chemoenzymatic strategies for RNA
modification and labeling. Curr Opin Chem Biol 63, 46-56 (2021).

Schulz, D. & Rentmeister, A. Current approaches for RNA labeling in vitro and in cells
based on click reactions. ChemBioChem 15, 2342-2347 (2014).

Mamot, A. et al. Ethylenediamine derivatives efficiently react with oxidized RNA 3’
ends providing access to mono and dually labelled RNA probes for enzymatic assays
and in vivo translation. Nucleic Acids Res 50, (2022).

Tomoike, F. & Abe, H. RNA imaging by chemical probes. Adv Drug Deliv Rev 147,
44-58 (2019).

Chen, K. & Chen, X. Design and Development of Molecular Imaging Probes. Curr.
Top. Med. Chem. 10, 1227-1236 (2010).

Ellington, A. D. & Szostak, J. W. In vitro selection of RNA molecules that bind specific
ligands. Nature 346, 818-822 (1990).

Tuerk, C. & Gold, L. Systematic Evolution of Ligands by Exponential Enrichment:
RNA Ligands to Bacteriophage T4 DNA Polymerase Downloaded from. Science (1979)
249, 505-510 (1990).

Jayasena, S. D. Aptamers: An Emerging Class of Molecules That Rival Antibodies in
Diagnostics. Clin Chem 45, 1628-1650 (1999).

Zhuo, Z. et al. Molecular Sciences Recent Advances in SELEX Technology and
Aptamer Applications in Biomedicine. International Journal od Molecular Sciences 18,
1-19 (2017).

Zhou, J. & Rossi, J. Aptamers as targeted therapeutics: Current potential and challenges.
Nat Rev Drug Discov 16, 181-202 (2017).

Keefe, A. D., Pai, S. & Ellington, A. Aptamers as therapeutics. Nature review 9, 537—
550 (2010).

Cheng, C., Chen, Y. H., Lennox, K. A., Behlke, M. A. & Davidson, B. L. In vivo
SELEX for identification of brain-penetrating aptamers. Mol Ther Nucleic Acids 2, e67
(2013).

Que-Gewirth, N. S. & Sullenger, B. A. Gene therapy progress and prospects: RNA
aptamers. Gene Ther 14, 283-291 (2007).

Drolet, D. W. et al. Pharmacokinetics and Safety of an Anti-Vascular Endothelial
Growth Factor Aptamer (NX1838) Following Injection into the Vitreous Humor of
Rhesus Monkeys. Pharm Res 17, 1503-1510 (2000).

194



255.

256.

257.

258.

259.

260.

261.

262.

263.

264.

265.

266.

267.

268.
269.

270.

271.

Farrar, C. T., William, C. M., Hudry, E., Hashimoto, T. & Hyman, B. T. RNA Aptamer
Probes as Optical Imaging Agents for the Detection of Amyloid Plaques. PLoS One 9,
(2014).

Zeng, Z. et al. Specific and Sensitive Tumor Imaging Using Biostable Oligonucleotide
Aptamer Probes. Theranostics 4, (2014).

Christie, R. M. Fluorescent dyes. Handbook of Textile and Industrial Dyeing:
Principles, Processes and Types of Dyes 1, 562-587 (2011).

Lavis, L. D. & Raines, R. T. Bright ideas for chemical biology. ACS Chem Biol 3, 142—
155 (2008).

Lakowicz, J. R. Principles-of-Fluorescence-Spectroscopy-2006.

Deal, J., Pleshinger, D. J., Johnson, S. C., Leavesley, S. J. & Rich, T. C. Milestones in
the development and implementation of FRET-based sensors of intracellular signals: A
biological perspective of the history of FRET. Cell Signal 75, (2020).

Arshad Hussain, S. & Hussain et Al, S. A. An Introduction to Fluorescence Resonance
Energy Transfer (FRET). https://www.researchgate.net/publication/45867167 (2009).

Chen, T. et al. Application of Forster Resonance Energy Transfer (FRET) technique to
elucidate intracellular and In Vivo biofate of nanomedicines. Adv Drug Deliv Rev 143,
177-205 (2019).

Tenner, B., Mehta, S. & Zhang, J. Optical sensors to gain mechanistic insights into
signaling assemblies. Current Opinion in Structural Biology vol. 41 203-210 Preprint
at https://doi.org/10.1016/j.sbi.2016.07.021 (2016).

Ponsioen, B. et al. Detecting cAMP-induced Epac activation by fluorescence resonance
energy transfer: Epac as a novel cAMP indicator. EMBO Rep 5, 1176-1180 (2004).

Reed, J. R. & Backes, W. L. Formation of P450 « P450 complexes and their effect on
P450 function. Pharmacol Ther 133, 299-310 (2012).

Taraska, J. W. Mapping membrane protein structure with fluorescence. Curr Opin
Struct Biol 22, 507-513 (2012).

Dereli-Korkut, Z. et al. Real-time detection of cellular death receptor-4 activation by
fluorescence resonance energy transfer. Biotechnol Bioeng 110, 1396-1404 (2013).

Clegg, R. M. The history of FRET: From conception through the labors of birth.

Hans Kautsky, B. QUENCHING OF LUMINESCENCE BY OXYGEN QUENCHING
O F LUMINESCENCE BY OXYGEN.

Mlynarska-Cieslak, A. et al. Nicotinamide-Containing Di- and Trinucleotides as
Chemical Tools for Studies of NAD-Capped RNAs. Org Lett 20, 7650-7655 (2018).

Yoshikawa, M., Kato, T. & Takenishi, T. A novel method for phosphorylation of
nucleosides to 5’-nucleotides. T&r&e&on Letters 5065-5068 (1967).

195



272.

273.

274,

275.

276.

277.

278.

279.

280.

281.

282.

283.

284.
285.

286.

Murakayama, T. & Hashimoto, M. Phosphorylation of alcohols and phosphates by
oxidation-reduction condensation. Bulletyn of the chemical society of Japan 44, 196—
199 (1970).

Kadokura, M., Wada, T., Urashima, C. & Sekine, M. Efficient Synthesis of T-Methyl-
Capped Guanosine 5’-Triphosphate as a 5’-Terminal Unique Structure of U6 RNA via
a New Triphosphate Bond Formation Involving Activation of Methyl
Phosphorimidazolidate Using ZnCI2 as a Catalyst in DMF under Anhydrous
Conditions. Tetrahedron Lett 38, 8359-8362 (1997).

Ho, K., Abele, F., Schlotthauer, J. & J4, A. Synthesis of 5'-NAD-Capped RNA.
Bioconjugate Chem 27, 36 (2016).

Niibel, G., Sorgenfrei, F. A. & Jaschke, A. Boronate affinity electrophoresis for the
purification and analysis of cofactor-modified RNAs. Methods 117, 14-20 (2017).

IGLOI, G. & KOSSEL, H. Use of Boronate-Containing Gels for Electrophoretic
Analysis of Both Ends of RNA Molecules. Methods Enzymol 155, 433—-448.

Song, W., Strack, R. L., Svensen, N. & Jaffrey, S. R. Plug-and-Play Fluorophores
Extend the Spectral Properties of Spinach. J. Am. Chem. Soc 136, 2024 (2014).

Paige, J. S., Wu, K. Y. & Jaffrey, S. R. RNA mimics of green fluorescent protein.
Science (1979) 333, 642-646 (2011).

Haidekker, M. A. et al. Dyes with Segmental Mobility: Molecular Rotors. 267-308
(2010) d0i:10.1007/978-3-642-04702-2_8.

Li, Y., Song, M. & Kiledjian, M. Differential utilization of decapping enzymes in
mammalian mRNA decay pathways. RNA 17, 419-428 (2011).

Taylor, M. J. & Peculis, B. A. Evolutionary conservation supports ancient origin for
Nudt16, a nuclear-localized, RNA-binding, RNA-decapping enzyme. Nucleic Acids Res
36, 6021-6034 (2008).

Jiao, X., Chang, J. H., Kilic, T., Tong, L. & Kiledjian, M. A Mammalian Pre-mRNA 5’
End Capping Quality Control Mechanism and an Unexpected Link of Capping to Pre-
MRNA Processing. Mol Cell 50, 104-115 (2013).

Fredéric Picard-Jean et al. 2°-O-methylation of the mRNA cap protects RNAs from
decapping and  degradation by DXO. PLoS One 1-14 (2018)
doi:10.1371/journal.pone.0193804.

Iversen, P. W. et al. HTS Assay Validation. The Assay guidance manual (2012).

Charenton, C. et al. Structure of the active form of Dcpl-Dcp2 decapping enzyme
bound to m 7 GDP and its Edc3 activator. Nat Struct Mol Biol 23, 982-986 (2016).

Floor, S. N., Jones, B. N., Hernandez, G. A. & Gross, J. D. A split active site couples
cap recognition by Dcp?2 to activation. Nat Struct Mol Biol 17, 1096-1101 (2010).

196



287.

288.

289.

290.

291.

292.

293.

294.

Leija-Martinez, N. et al. The separation between the 5’-3” ends in long RNA molecules
is short and nearly constant. Nucleic Acids Res 42, 13963-13968 (2014).

Tomoo, K. et al. Structural basis for mRNA Cap-Binding regulation of eukaryotic
initiation factor 4E by 4E-binding protein, studied by spectroscopic, X-ray crystal
structural, and molecular dynamics simulation methods. Biochim Biophys Acta Proteins
Proteom 1753, 191-208 (2005).

Chen, N., Walsh, M. A., Liu, Y., Parker, R. & Song, H. Crystal structures of human
DcpS in ligand-free and m7GDP-bound forms suggest a dynamic mechanism for
scavenger mRNA decapping. J Mol Biol 347, 707-718 (2005).

Warminski, M. et al. Amino-Functionalized 5’ Cap Analogs as Tools for Site-Specific
Sequence-Independent Labeling of mRNA. Bioconjug Chem 28, 1978-1992 (2017).

Warminski, M., Warminska, Z., Kowalska, J. & Jemielity, J. mRNA Cap Modification
through Carbamate Chemistry: Synthesis of Amino- and Carboxy-Functionalised Cap
Analogues Suitable for Labelling and Bioconjugation. European J Org Chem 2015,
6153-6159 (2015).

Mamot, A., Sikorski, P. J., Warminski, M., Kowalska, J. & Jemielity, J. Azido-
Functionalized 5’ Cap Analogues for the Preparation of Translationally Active mRNAs
Suitable for Fluorescent Labeling in Living Cells. Angewandte Chemie 129, 15834—
15838 (2017).

Fan, F. et al. Fluorescent Properties of Cyanine Dyes As a Matter of the Environment.
J Fluoresc 34, 925-933 (2024).

Ik, F. et al. Identification and in vitro c har act erization of UDP-GICNAc-RNA cap-
modifying and decapping enzymes. Nucleic Acids Res 52, 5438-5450 (2024).

197



