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Streszczenie: W ramach niniejszej rozprawy zaprezentowano wyniki wieloletnich badan
nad otrzymywaniem i zastosowaniem modyfikowanych kwaséow rybonukleinowych
(RNA). Celem badan byto opracowanie mozliwie prostych i skutecznych metod
znakowania oraz cyklizacji RNA. Otrzymane tymi metodami czasteczki (analogi RNA)
miaty postuzy¢ jako narzedzia do obrazowania proceséw dostarczania, ekspresji i rozpadu
RNA w uktadach biologicznych oraz jako no$niki terapeutycznej informacji genetyczne;.
W tym celu, zastosowano oddolng strategic badawczg oraz szereg technik

eksperymentalnych ~ (metod syntezy  organicznej i  biochemicznej, analiz
chromatograficznych, elektroforetycznych, spektrometrycznych i spektroskopowych,
metod transkrypcji i translacji in vitro) =z wykorzystaniem malo- oraz

wielkoczgsteczkowych modeli RNA. Na podstawie wstepnych wynikow badan
opracowano metode bezposredniej, chemicznej modyfikacji struktury konca 3' RNA oraz
udoskonalono metode chemoenzymatycznej modyfikacji struktury konca 5 RNA. W
dalszym etapie badan, metody modyfikacji koncéw 5’ oraz 3" RNA zostaty potaczone, w
wyniku czego opracowano metody otrzymywania podwojnie znakowanego oraz kolistego
RNA (circRNA). Podwojnie znakowane RNA zostaly wykorzystane jako sondy
molekularne, ktorych zastosowanie zademonstrowano na przyktadzie badan dynamiki
strukturalnej wybranych RNA czy aktywnosci enzymow nukleolitycznych. Wraz ze
wspotpracownikami, zbadano biologiczne wlasciwosci podwdjnie znakowanego
informacyjnego RNA (mRNA) oraz wykonano obrazowanie dostarczania, lokalizacji i
ekspresji MRNA w komorkach oraz w Danio prggowanym (Danio rerio). Ponadto (wraz
ze wspotpracownikami), otrzymano i zbadano wtasciwosci biologiczne szeregu analogdéw
circRNA. Wyniki tych badan wskazujg na pozytywny wptyw modyfikacji CircRNA (np.
endocyklicznej struktury kapu) na poziomy produkowanego bialtka oraz wydhuizone czasy
pottrwania (wzgledem liniowych form RNA). Z tego powodu, otrzymane opracowanymi
metodami analogi circRNA wykazuja potencjal jako no$niki terapeutycznej informacji
genetycznej.
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Abstract: Herein are presented the results of several years of research on preparation and
application of modified ribonucleic acids (RNA). The aim of the research was to develop
simple and effective methods of labelling and circularization of RNA. The molecules
obtained by these methods (RNA analogues) were to serve as tools for imaging of RNA
delivery, expression and decay in biological systems, and as carriers of therapeutic genetic
information. To this end, a bottom-up research strategy and a range of experimental
techniques (organic and biochemical synthesis methods, chromatographic, electrophoretic,
spectrometric and spectroscopic analyses, in vitro transcription and translation methods)
were employed, using both low and high molecular weight RNA models. As a result of the
preliminary research, a direct chemical method modification of the RNA 3’ end was
developed, as well as a chemoenzymatic method of the RNA 5’ end modification was
refined. During the further stage of research, both methods of RNA modification (for the
5" and 3’ end structures) were combined, which led to the development of methods for
obtaining dually labelled RNA and circular RNA (circRNA). The dually labelled RNAs
were used as molecular probes, that was demonstrated in studies of structural dynamics of
RNA, or the activity of several nucleolytic enzymes. Together with collaborators, the
biological properties of dually labelled messenger RNA (MRNA) were investigated, as well
as imaging of mMRNA delivery, localization, and expression in cells and in zebrafish (Danio
rerio). In addition (together with collaborators), a series of circRNA analogues were
obtained and their biological properties were studied. The results of these studies indicate
positive effects of circRNA modifications (e.g. endocyclic cap structure) on the levels of
the produced proteins, and prolonged half-life (relative to linear forms of RNA). Therefore,
the circRNA analogues, obtained by the developed methods, show potential as carriers of
therapeutic genetic information.
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Spis skrotow:

AA — akrylamid

AcOH — kwas octowy

AEEDA — N-(2-azydoetylo)etylenodiamina

APS — nadsiarczan amonu

ATP — 5'-trifosforan adenozyny

circRNA — kolisty kwas rybonukleinowy

CRISPR — ang. clustered regularly interspaced short palindromic repeats, system obrony
organizméw prokariotycznych (bakterii i archeonéw) przed egzogennymi elementami
genetycznym

CTP — 5'-trifosforan cytydyny

CUuAAC - reakcja azydkowo-alkinowej cykloaddycji katalizowanej jonami miedzi
Cy3, Cy5 — cyjanina trzecia lub piata (barwniki fluorescencyjne)

DBCO - dibenzocyklooktyn

DETA — dietylenotriamina

DMF — N,N-dimetyloformamid
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DNA — kwas deoksyrybonukleinowy
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FAM — fluoresceina (barwnik fluorescencyjny)

FISH — ang. fluorescent in situ hybrydyzation, metoda detekcji kwaséw nukleinowych
FRET — rezonansowy transfer energii Forstera

GMP — 5’-monofosforan guanozyny

GTP — 5'-trifosforan guanozyny

HA — n-heksyloamina

HAA —octan n-heksyloaminy

IEDDA — ang. inverse electron demand Diels—Alder reaction, reakcja Dielsa-Aldera z
odwroconym zapotrzebowaniem elektronowym

iPrOH — 2-propanol, izopropanol

IRES —ang. internal ribosomal enrty site, sekwencja RNA promujaca wigzanie czynnikow
inicjujacych translacje

IVT — transkrypcja in vitro

INcCRNA- dtugi niekodujacy kwas rybonukleinowy
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kodonu stop)

PAGE - elektroforeza na zelu poliakrylamidowym

PEDA — N-(propargilo)etylenodiamina
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1. RNA jako bioczasteczka

1. 1. Struktura i wlasciwosci RNA

RNA jest naturalnie wystepujaca substancjg oraz cennym narz¢dziem
wykorzystywanym w badaniach i terapii. Wlasciwosci, funkcje i zastosowania RNA
wynikaja z jego struktury czasteczkowej. RNA jest biopolimerem z rodziny kwaséw
nukleinowych. Biopolimery sa to duze czasteczki o budowie tancuchowej ztozone z
podjednostek (monomerow) naturalnego pochodzenia. Kwas nukleinowy to biopolimer o
budowie liniowej ktorego monomerami sg nukleotydy. Najczesciej sg to polimery liniowe
(Rys. 1.1.1), ale rowniez moga one przybiera¢ struktur¢ rozgaleziong lub Kkolista.
Nukleotydy sktadaja si¢ z trzech elementow: reszty cukrowej, fosforanowej oraz zasady
azotowej. Cukier i fosforan, polaczone wigzaniem fosfodiestrowym, tworza lancuch
glowny, a zasady azotowe stanowig reszty boczne, potaczone z cukrem wigzaniem N-
glikozydowym. Kazdy z trzech elementéw nukleotydu ma specyficzne wtasciwosci, ktore
konstytuuja strukture przestrzenng i wtasciwosci biopolimeru jako cato$ci.

Struktura chemiczna reszty cukrowej definiuje rodzaj kwasu nukleinowego: ryboza
znajduje si¢ w kwasie rybonukleinowym czyli RNA, natomiast deoksyryboza — w kwasie
deoksyrybonukleinowym czyli DNA. Reszty te roznicuje podstawnik przy atomie wegla
2, w RNA jest to OH, w DNA jest to H, zatem jedynie jeden atom tlenu na nukleotyd.
Obecno$¢ grupy 2’ hydroksylowej rybozy umozliwia tworzenie wigzania wodorowego, CO
jest istotne z perspektywy hydrolizy wigzania fosfodiestrowego. Ponadto, pierScien rybozy
moze przyjac¢ wiele konformacji (dwie gtowne to konformacja N i S), co ma znaczenie z
perspektywy Kinetyki hydrolizy taficucha RNA (Rys 1.1.2).[1

Kolejnym elementem jest reszta fosforanowa. Jedng z najistotniejszych jej cech jest
jonizowalno$¢: w warunkach fizjologicznych (pH cytozolu ~7.2, wewnatrz komorki i
organelli w zakresie 4-8),?1 w jest ujemnie natadowana (pKa~1). Dzieki temu kwasy
nukleinowe sg rozpuszczalne w wodzie, a atomy tlenu majg silnie nukleofilowy charakter.
Kolejna jej istotng cechg jest obecnos¢ atomu fosforu na pigtym stopniu utlenienia (P(V))
o charakterystycznej reaktywnosci. Atom P(V) ma charakter elektrofilowy oraz
indukowalng reaktywnos¢ (np. pod wpltywem koordynacji kationow metali przez atomy
tlenu grupy fosforanowej), co uznaje si¢ powod ,sukcesu” grupy fosforanowej w
naturalnych procesach biochemicznych.B! Przyktadowo, reaktywno$é P(V) jest kluczowa
w syntezie i1 hydrolizie wysokoenergetycznych bezwodnikow fosforanowych obecnych w

trifosforanach rybonukleozydoéw (NTP). Dzigki temu NTP sg zarowno materiatem jak i
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paliwem wykorzystywanym w naturalnym procesie syntezy tancucha RNA czyli
transkrypcji (oméwion0 w Rozdziale 1.2.1). Fosforan to grupa kluczowa takze dla
hydrolizy tancucha gldéwnego RNA, podczas ktorej reaguje z 2" OH pod wplywem
konformacji rybozy czy interakcji z jonami metali dwuwartoéciowych.: 3l

WS
610\0\1" 2 a2
)
70°

HQ o poli(fosforan+ryboza+zasada)
P~0 HO
o 0 0
5&@, Zasada azotowa 5.k<—7, Zasada azotowa
3L/ I/
HO  OH HO  ©OH
nukleotyd nukleozyd
(fosforan+ryboza+zasada) (ryboza+zasada)
Ro.. R
I 5y s
R4S R ¢ R R, 3 R
fN 4 5| SN 3 25N N3
7 [ o 5
pirymidyna ryboza ryboza ryboza
Urydyna Cytydyna Pseudourydyna
R2\ /
R O
CT) f f
Re—</ %
N N/) o J < )\ R J’
I
puryna ryboza ryboza R2 ryboza
Adenozyna Guanozyna Inozyna

R4 =H, OH, OCH3;; R, = H, CH3; R3 = H, CH3; R4 = H, CH3, CHOH, CHO;
R5 = H, CH3, COCH3, RG = H, CH3, R7 = H, CH3

Rysunek 1.1.1: Struktura chemiczna RNA. Struktury zasad azotowych nukleozydoéw na
podstawie . Dla kanonicznych zasad azotowych (wystepujacych w adenozynie,
guanozynie, cytydynie i urydynie) podstawniki R1—R7 = H.

Ostatnim elementem sg zasady azotowe, ktore naleza do grupy heterocyklicznych
zwigzkoéw aromatycznych opartych na architekturze puryny i pirymidyny (Rys. 1.1.1). W
ramach naturalnie wystepujacych czasteczek RNA wyrdzniamy szereg zasad azotowych,
ktore historycznie dzielone sg na ,,kanoniczne” (Adenia, Uracyl, Guanina, Cytozyna) oraz

,niekanoniczne”.™* ® Nazwa ,zasady azotowe” pochodzi do zawartych w nich atoméw
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azotu (endo- i egzocykliczne) oraz mozliwosci ich protonowania (tj. ich zdolnosci do
koordynacji kationu wodoru) w kwasnym $rodowisku. W warunkach fizjologicznych
kanoniczne zasady azotowe sg obojetne elektrycznie (A i C) lub obdarzone czg$ciowym
tadunkiem dodatnim (G i U) (Rys.1.1.3).18/ W ogéInosci, zasady azotowe wystepujace w
naturalnych RNA posiadajg jonizowalne grupy, zawierajgce zarowno atomy azotu jak i
tlenu, o0 pKa w bardzo szerokim zakresie (co najmniej 2—12).[1 Powoduje to, ze dana zasada
azotowa, w zalezno$ci od warunkéw oraz — struktury, moze by¢ zarowno obojetna
elektrycznie, natadowana dodatnio lub ujemnie. Ponadto, wyzej wspomniane atomy azotu
1 tlenu stanowig platforme¢ do tworzenia wigzan wodorowych, ktére sg istotne migdzy
innymi w przenoszeniu informacji genetycznej (Rozdziat 1.2.11 1.2.2). W przeciwienstwie
do sktadnikéw tancucha gléwnego, zasady azotowe sa hydrofobowe, co nadaje kwasom

nukleinowym charakter amfifilowy.

; 3

(0] B fo) B
f) Sciezka |
—_—
0‘}p OH | .0
_o/ \O o ;P" s
s - s\ _ 0
Konformacja N ¢ o o
(dominujaca) Stan przejsciowy
typu N /
0, o}
& 1‘ & o
B _O/P\\O
oH Sciezka Il
—_— [}

o ".
e ¢ SEnG
0 Oq," '.': \o—

. mQ

(Ir(:r:]:',rsn::l:ijlias) Stan przejsciowy

) typu S

Rysunek 1.1.2: Hydroliza wigzania fosfodiestrowego RNA z udziatem grupy 2" OH: wplyw
konformacji pierscienia rybozy na kinetyke i stany réwnowagowe reakcji. B oznacza
zasade azotowa. Na podstawie 1,

Struktura przestrzenna oraz jej dynamika maja bezposrednie przelozenie na
wlasciwosci i funkcje biologiczne RNA.I" 8 Struktura i wihasciwosci chemiczne
nukleotydéw powoduja, ze struktura przestrzenna RNA jest skomplikowana i zasadniczo
nigdy nie przybiera formy kiebka statystycznego.l® ¥ Dzieje sie tak, poniewaz monomery
RNA sa wysoce ,towarzyskie”: moga bra¢ udzial w szeregu rozmaitych oddziatywan
(wewnatrz- i miedzyczasteczkowych) za pomoca kazdej ze swoich trzech czesci.l
Hydrofobowe zasady azotowe ciasno przylegaja do siebie za sprawg oddziatywan van der

Waalsa, w szczego6lnosci naktadania orbitali m (ang. stacking), a polarny tancuch ulega
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solwatacji. Jednoczes$nie tancuch stanowi 2/3 masy polimeru i1 jest jednoimiennie
natadowany, co nadaje ograniczenia elektrostatyczne i konformacyjne catej czasteczce

RNA (Rys.1.1.4).B!

NH, NH,
</NfsN1H+ pKa ~ 3.5 </N | SN
I — Zasada
le N/) ’Tj N/) 7 azotowa
ryboza ryboza PN ‘O OH
o~ pKa ~ 13.0
|+_| @) 0]
7 ~ 7 ~ 7
<N NH pKa ~ 1.6 <N NH pKa 9.2 ij\
A /A A
ryboza ryboza ryboza
NHz NH2
ryboza ryboza ryboza ryboza

HO o3 PKa=10 1o o ¢ pKa-65 O‘Q_/o—§

HO~R! O~ sF\}(\)
Py o

Rysunek 1.1.3: Jonizacja elementéw sktadowych kanonicznych rybonukleotydow. Na
podstawie 61,

Oddziatywania hydrofobowe, w szczegolnosci stacking sa glownym czynnikiem
promujacym heliakalng strukture drugorzedowa RNA. Innymi stowy, charakterystyczna
heliakalna struktura kwasow nukleinowych bardziej przypomina ,,stos monet” niz
,.skrecona drabinke”.[®! Jednym z dowodow na to jest struktura krystaliczna poliadeniny
(A11), ktorej czasteczki tworza podwoéjna helisg w pH 7.[1% W mniejszym stopniu, struktura
drugorzgdowa RNA jest rowniez promowane przez tworzenie wigzan wodorowych migdzy
parami zasad azotowych. Czesto, podkresla si¢ rolg¢ kanonicznych par zasad Watsona-
Cricka (pary A:T, A:U oraz G:C), co w wypadku RNA jest uproszczeniem graniczacym z
trywializacja. W rzeczywistosci, parowanie W-C reprezentuje zaledwie jeden z dwunastu
typow interakcji nukleotydow i zasad azotowych RNA.MY Typy owych interakcji mozna
klasyfikowaé¢ pod katem wzajemnej orientacji wigzan N-glikozydowych, oddziatujacych
krawedzi oraz lokalnej orientacji nici. (Rys.1.1.5) Réznorodno$¢ interakcji nukleotydow,
potaczona z wplywem posttranskrypcyjnych modyfikacji (modyfikacji chemicznych

ktorym podlegaja nukleotydy po procesie transkrypcji) oraz ich charakterem
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rownowagowym, ma kluczowe znaczenie z perspektywy tworzenia specyficznych
motywow strukturalnych i funkcji biologicznych RNA.[*2

Struktura przestrzenna RNA jest dynamiczna i moze si¢ zmieni¢ (spontanicznie lub
pod wptywem bodzcow) w skali od nanosekund do milisekund.®! Z tego powodu lepiej
mowi¢ o populacjach konformeréw RNA 1 o tworzonym przez nie krajobrazie
termodynamicznym niz o (pojedynczej) strukturze RNA (Rys.1.1.6). Ta perspektywa
pozwala lepiej zrozumie¢ i1 precyzyjniej przewidywaé wiasciwosci RNA w uktadach
eksperymentalnych.[’ 8

Model struktury przestrzennej danej sekwencji RNA mozna stworzy¢ za pomocg
zautomatyzowanych metod obliczeniowych.[** ¥l Bynajmniej, ich zastosowanie nie jest
tozsame ze stworzeniem ,,rzeczywistego” modelu danej czasteczki RNA.P 151 Gtownymi
przyczynami tego problemu wydaja si¢ by¢: poziom skomplikowania mechanizméw
odpowiedzialnych za tworzenie struktury przestrzennej RNA oraz niedostateczny stan
wiedzy na 6w temat. Przykladowo, zadaniem wielu z wyzej wymienionych narzedzi jest
znalezienie struktury drugorzedowej danej sekwencji RNA o jak najnizszej energii
swobodnej Gibbsa (struktura MFE, ang. minimum free energy). W tym celu mozna
wykorzysta¢ algorytmy najblizszego sasiada oraz nastepujace zatozenie (parametr
wejsciowy): dla dowolnego nukleotydu, prawdopodobienstwo oddziatywania jednego z
drugim jest jednakowe/state.®] Tnnymi stowy, kazdy nukleotyd moze oddzialywaé z
kazdym, bez ,,dyskryminacji”. W ten sposdb dochodzi do faworyzowania motywow
strukturalnych (np. spinek i petli) o nizszej energii Gibbsa, czgsto podtrzymywane przez
,kanoniczne” pary W-C. To moze by¢ przyczyna, dla ktérej zaobserwowano pozytywna
korelacj¢ miedzy doktadnoscig modeli MFE a odsetkiem nukleotydéw tworzacych pary
W-C, wyznaczonym na podstawie struktur krystalograficznych RNA (Rys.1.1.7).5!
Aktualnie, najlepszym sposobem rzetelnego zastosowania modeli uzyskanych metodami

obliczeniowymi jest ich konfrontacja z danymi eksperymentalnymi.
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Uproszczona reprezentacja \ / Petna reprezentacja struktury \ / Promienie van der Waalsa
struktury drugorzedowej drugorzedowej motywow obrazujace upakowanie
23S rRNA H7 i H34 ,stosow” zasad azotowych

d f H7 “Jﬁs 2= T2
H34 31 33“‘3" ~ GeA

820 C=G
804 809

1

183 Tl

80
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Rysunek 1.1.4: Sposoby reprezentacji struktury przestrzennej RNA na przykladzie 23S
rRNA z E. coli (2904 nt). Na czerwono zaznaczono elementy struktury, ktore nie zostaty
uwzglednione w uproszczonej reprezentacji struktury drugorzedowej. Na podstawie
publikaciji w trybie wolnego dostepu 1,

Oddziatujgce krawedzie

Orientacja wigzan N-glikozylowych
(interacting edges)

orientacja cis

0
0., on 3
HM-H ----- N>§ \ X
H o) e

orientacja trans

Rysunek 1.1.5: Elementy wykorzystywane do precyzyjnego opisu struktury drugorzedowe;j
RNA. Na podstawie 11,
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Rysunek 1.1.6: Dynamika struktury przestrzennej RNA z perspektywy krajobrazu
konformacyjnego. Lokalne minima potencjalu Gibbsa odpowiadajg réznym strukturom
przestrzennym, ktoére charakteryzuja poszczegdlne populacje czasteczek RNA o danej
sekwencji. Zmiana $rodowiska powoduje zmiang krajobrazu. Na podstawie (€,
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dtugosc¢
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Trafnos¢ (accuracy) modelu MFE [%]

Odsetek par W-C na podstawie struktury krystalograficznej [%]

Rysunek 1.1.7: Korelacja miedzy doktadno$cia modelu MFE a odsetkiem par W-C
wyznaczona z wykorzystaniem znanych struktur krystalograficznych RNA o réznych
rozmiarach. Kazdy punkt (rozmiar kropki zalezny od dtugosci RNA) reprezentuje jedng
strukture krystalograficzna o znanym udziale par W-C oraz zgodno$¢ tej struktury z jej
modelem MFE (odsetek prawidtowo wyznaczonych par zasad). Na podstawie publikacji w
trybie wolnego dostepu [,
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1. 2 Wybrane funkcje i wlasciwosci biologiczne RNA

Ogét biologicznych funkcji RNA

RNA jest jednym z kluczowych czynnikow stanowiacych centralny dogmat biologii
molekularnej, opisujacy przepltyw informacji genetycznej w organizmach. Informacja
genetyczna przekazywana jest miedzy kwasami nukleinowymi na drodze transkrypcji
(DNA—RNA), odwrotnej transkrypcji (RNA—DNA) Iub replikacji (DNA—DNA lub
RNA—RNA). Ponadto, informacja genetyczna moze ulec translacji (RNA—biatko) i
jednoczesnej degeneracji (za sprawg degeneracji kodu genetycznego). Owa degeneracja
powoduje, iz w wyniku translacji informacja genetyczna zostaje bezpowrotnie
zredukowana do struktury biatka. Innymi stowy, struktura i wlasciwosci RNA sg kluczowe
z perspektywy ptynno$ci informacji genetycznej. Jest to jedna z gléwnych przestanek
moéwigcych o czasteczkach RNA jako ,,przodkach” wszystkich wspolczesnych
organizmow. Kolejnymi przestankami sa: roznorodno$¢ funkcjonalna oraz konserwatyzm
strukturalny naturalnie wystepujacych RNA.]

Poza przenoszeniem informacji genetycznej, czasteczki RNA maja zdolno$¢ do
wigzania mato- i wielkoczgsteczkowych ligandéw (aptamery czy RNA wigzace biatka),
katalizy reakcji chemicznych (rybozymy), a nawet do autoreplikacji. W strukturze i
sekwencji, a takze mechanizmach obrobki RNA rybosomalnego (rRNA), transferowego
(tRNA), informacyjnego (mRNA), kolistego (circRNA) oraz rdéznego typu RNA
niekodujacego wystepuja cechy wspolne dla eukariontow, prokariontéw i archeondw.
Ponizej zwiezle opisano wybrane elementy biologii RNA.

DNA-zalezna transkrypcja RNA

Los kazdej z endogennych (tj. naturalnego pochodzenia) czasteczek RNA rozgrywa
si¢ w czterech gtdéwnych aktach: transkrypcji, dojrzewaniu, spetnieniu roli oraz degradacji.
Sa one ze sobg sprzgzone oraz regulowane w skomplikowany sposob. Pierwszym z nich
jest transkrypcja katalizowana przez polimerazy RNA, w szczegolno$ci te wykorzystujace
informacjg genetyczng zawarta w DNA.

Transkrypcja katalizowana przez polimerazy RNA, w szczego6lnos$ci te przepisujgce
sekwencje zakodowane w DNA. Polimerazy RNA zalezne od DNA wykazuja szereg
wspolnych cech mechanistycznych. Jest to grupa zawierajaca zrdznicowane enzymy, przy
czym zaréwno jednoczasteczkowa polimeraza bakteriofaga T7 jak 1 eukariotyczne
kompleksy polimeraz RNA (typu I, II oraz III) dokonuja syntezy RNA w takich samych

trzech etapach: inicjacji, elongacji i terminacji (Rys. 1.2.1).17%° Pod nieobecnos¢
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inicjatora, produktem transkrypcji jest RNA (transkrypt) o zadanej sekwencji, ktore
zwierajg grupe 5’ trifosforanowg na pierwszym nukleotydzie (na koncu 5') oraz 2’,3'-diol
rybozy nukleotydu znajdujacego si¢ na ostatnim nukleotydzie (na koncu 3’) transkryptu. Z
drugiej strony, réznice w mechanizmach transkrypcji objawiaja si¢ przede wszystkim w
sferze jej regulacji. Co do zasady, regulacja transkrypcji moze zachodzi¢ za sprawa
elementow cis, znajdujacych sie¢ w ramach czasteczki zawierajacej dany gen (np. kaseta
TATA czy promotor transkrypcji) lub elementow trans (np. biatkowe czynniki
transkrypcyjne). W eksperymentalnej i przemystowej syntezie RNA najczesciej stosowang
polimerazg RNA jest ta pochodzaca z bakteriofaga T7, zatem mechanizm transkrypcji

katalizowany przez ten enzym postuzy jako przyktad (Rys. 1.2.2).
i

\ Tss ik 5

5//'\/3‘;\ Nié matrycowa/\/\’\}

DNA ==

Ni¢ kodujaca \

Babel
transkrypcyjny
——
Pol | {@,_ 3
rRNA rybosomalne R J
AR
Polll §<‘x Cﬂnﬁmﬂ! E SnRNA  snoRNA circRNA
mRNA IncRNA miRNA mate mate koliste
informacyjne dtugie mikro  jadrowe  jaderkowe

niekodujgce

: & 1F T

tRNA

U6 snRNA 5S rRNA
transferowe

Rysunek 1.2.1: Schemat procesu DNA-zaleznej transkrypcji RNA u eukariontow. TSS:
miejsce rozpoczecia transkrypcji (ang. transcription start site). Na podstawie 1€,

Transkrypcja rozpoczyna si¢ od inicjacji, w trakcie ktérej dochodzi do stworzenia
babla transkrypcyjnego (Rys. 1.2.2) na drodze: wigzania DNA przez polimeraze W
obszarze sekwencji promotora (23 pz, pozycje od -17 do +6), rozplecenia dwuniciowego
DNA i syntezy krotkich fragmentéw RNA (8-12 nt). W genomie bakteriofaga T7 obecnych
jest siedemnascie roznych sekwencji wyznaczajacych miejsca rozpoczecia transkrypcji

(TSS, pozycje od -1 do +1).[2% 211 W celu przejscia do fazy elongacji, kompleks babla
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transkrypcyjnego musi przejsé szereg drastycznych zmian konformacyjnych.!*® 221 Jest to
krytyczny moment, od ktorego zalezy, czy synteza RNA zajdzie dalej czy dojdzie do
przedwczesnej dysocjacji kompleksu i uwolnienia produktéw przerwanej transkrypcji.
Jego powodzenie oraz koncowa wydajno$¢ transkrypcji zaleza od wielu czynnikow, takich

jak sekwencja promotora oraz jej kontekst (elementy cis przed pozycja -17 oraz za +6).1%
24]

Inicjacja Elongacja

TATATTTCTGG ACACGTTACGT
5' TAATACGACTCAC CGCACGGCT 3' 5' GACAGGCTC TGCGCACGGC 3'

3' ATTATGCTGAGTG +1 +6 GCGTGCCGA 5' 3' CTGTCCGAGn-10  n-5 n ACGCGTGCCG 5'
-17 ATATCCCTCAC n-15  GTGTGCCGCTT n+1  n+5 n+10
5' GGGAGUG 3' GCACACGGCGA 3!

A
5' UUUUU

¥ .7 Matrycowa
‘ DNA

Rysunek 1.2.2: Struktura krystalograficzna babla transkrypcyjnego (polimeraza RNA T7)
na etapach inicjacji oraz elongacji transkrypcji. Na podstawie 221,

W trakcie elongacji bagbel przybiera konformacj¢ optymalng dla translokacji
polimerazy wzdtuz matrycowej nici DNA, mie¢dzy innymi dzigki obecnosci kanatu
wyjsciowego dla nowopowstalej nici RNA. Szacowana predkos¢ syntezy tancucha RNA
na tym etapie moze osiaga¢ ponad 150 nukleotydéw na sekunde.®! Ruch polimerazy jest
napedzany hydroliza bezwodnika fosforanowego i nastgpczej eliminacji pirofosforanu
magnezu z centrum aktywnego enzymu (Rys. 1.2.3). W trakcie elongacji dochodzi do
symetrycznego splatania i rozplatania nici DNA, co minimalizuje straty energetyczne
zwigzane ze zmianami konformacyjnymi.

Do terminacji transkrypcji dochodzi za sprawa sekwencji terminatorowych. Sa nimi
sekwencje palindromowe, ktorych transkrypcja prowadzi do stworzenia struktury spinki
RNA. Spinka utworzona na koncu 3’ RNA destabilizuje kompleks bagbla i promuje jego
dysocjacje.’! Naturalne sekwencje terminatoréw bakteriofaga T7 nie gwarantujg
wydajnego konczenia transkrypcji Mozna ja zwigkszy¢ poprzez mutacje powodujace
stabilizacje struktury spinki RNA.I'": 20 Alternatywna forma terminacji transkrypcji,

dostepng wytacznie w uktadach in vitro, jest spadek polimerazy z DNA (ang. runoff
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transcription). To techniczne rozwigzanie rowniez nie jest doskonale ze wzgledu na
zwigkszong heterogennos$¢ sekwencji koncow 3’ wyprodukowanych transkryptow oraz

powstawanie immunogennych produktéw ubocznych (dwuniciowych RNA, dsRNA).[27 28]

Kompleks substratu (insercja NTP) Kompleks produktu przed translokacja
i+1 i i+1
5 et T

RNA Ksm"\s./
MGN

a,B-[Mg:ATP]
D537

eloeyojsues) pazid efoeuriojuoyy

Zmiana konformacyjna l Translokacja
- [Mg:PPi]

1hheyojsuey od ef>ew.iojuoy

Kompleks substratu przed insercja NTP Kompleks produktu po translokacji

Current Opinion in Structural Biology

Rysunek 1.2.3: Centrum aktywne polimerazy RNA T7 w trakcie zmian konformacyjnych
towarzyszacych translokacji. Kationy magnezu oznaczono literami A i B. Na podstawie
publikacji 19,

Dojrzewanie informacyjnego RNA

Dojrzewanie RNA jest kluczowym etapem z perspektywy funkcjonowania
transkryptomu. W jego trakcie dochodzi do uscislenia sekwencji, struktury chemicznej oraz
wigzania produktow transkrypcji z czynnikami trans, odpowiedzialnymi za dalsze losy
danej czasteczki RNA (tj. funkcja, degradacja, transport i lokalizacja). W przypadku
produktow polimerazy RNA typu Il, proces dojrzewania zachodzi kotranskrypcyjnie (w
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trakcie transkrypcji) jak i posttranskrypcyjnie (po jej zakonczeniu). Dalej omowiono trzy
glowne etapy dojrzewania eukariotycznego mRNA (kaping, splicing i poliadenylacja).
Kapowanie (ang. capping) jest procesem zachodzacym natychmiast po zakonczeniu
inicjacji transkrypcji. W wyniku kapowania dochodzi do przeksztalcenia grupy 5’
trifosforanowej (ppp-RNA) w strukture kapu (inaczej czapeczki, ang. cap), ktora sktada si¢
z reszty N7-metyloguanozyny (m’G) potaczonej mostkiem 5'-5' trifosforanowym z
pierwszym nukleotydem transkryptu (Rys. 1.2.4). Podstawowa $ciezka syntezy struktury
kapu jest transfer grupy guanylowej z udzialem GTP oraz nast¢pcza metylacja w pozycji
N7. Jej produktem jest struktura ,,Cap 0” (m’Gppp-RNA). Koniec 5' RNA moze ulegaé
dalszym modyfikacjom, w szczegdlnosci metylacji grup 2’ OH (Cap 1, Cap 2),
hipermetylacji guanozyny (TMG cap) czy metylacji pozycji N6 sagsiadujacej adenozyny
(mBA).12%-31 Metylacja oraz inne posttranskrypcyjne modyfikacje chemiczne RNA maja
kluczowy wptyw z perspektywy regulacji jego biologicznej funkcji (przyktadowo translacji
dla mRNA, rRNA i tRNA,; splicingu lub regulacji dla snRNA, IncRNA i miRNA), jego

degradacji czy immunogennos$ci.[*0-3
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Rysunek 1.2.4: Schemat procesu kapingu eukariotycznych RNA. SAM: S-
adenozylometionina, SAH: S-adenozylohomocysteina. Na podstawie 3% 32,

Rownolegle do fazy elongacji transkrypcji zachodzi splicing (czytaj splajsing),
ktorego zasadniczym celem jest osiggnigcie docelowej sekwencji mRNA z jego prekursora
(pre-mRNA). Splicing moze rowniez by¢ etapem biosyntezy innych typow RNA, migdzy
innymi kolistego RNA (circRNA). Mozna wyr6zni¢ dwa mechanizmy splicingu:
katalizowany przez spliceosom (czytaj splajsosom) oraz splicing autokatalityczny. W obu
wypadkach splicing prowadzi do potaczenia sekwencji eksonowych (ulegajacych
ekspresji) w wyniku dwoch, regioselektywnych reakcji transestryfikacji i eliminacji
sekwencji intronowych (niekodujacych, wewnatrz genu; Rys. 1.2.5). W przypadku

wiekszos$ci eukariotycznych pre-mRNA, splicing zachodzi z udziatem spliceosomu, czyli
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kompleksu ztozonego z biatek i SNARNA (maty jadrowy RNA) o funkcji katalitycznej.[3* 2l
W tym celu grupa 2’ OH adenozyny, znajdujacej si¢ w punkcie rozgatezienia, prowadzi
atak nukleofilowy na grupe 3',5'-fosfodiestowa wyznaczong przez miejsce cigcia 5. W
wyniku transestryfikacji dochodzi do syntezy wigzania 2',5'-fosfodiestrowego (zawartego
w strukturze petli intronu) oraz uwolnienia grupy 3’ OH na ostatnim nukleotydzie eksonu.
Uwolniona grupa 3’ OH eksonu prowadzi kolejny atak nukleofilowy, tym razem na grupg
3',5'-fosfodiestowg wyznaczong przez miejsce cigcia 3'. W wyniku drugiej transestryfikacji
dochodzi do potaczenia sekwencji eksonowych za pomoca wigzania 3',5'-fosfodiestowego
i eliminacji intronu o strukturze petli (inaczej lassa, ang. lariat). Wyeliminowane petle
RNA moga by¢ wykorzystane, migdzy innymi jako prekursory regulatorowych miRNA lub
circRNA. W splicingu autokatalitycznym intron jest rybozymem wykorzystujagcym ligand
(guanozyne lub jej fosforany). Ligand pelni funkcje¢ donora grupy hydroksylowej (3" OH),
ktora wchodzi w pierwsza reakcje transestryfikacji. Ostatecznie, autokatalityczny splicing
prowadzi do potaczenia eksonow i eliminacji intronu w formie liniowej (inaczej nici).
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Rysunek 1.2.5: Poroéwnanie splicingu A) katalitycznego (z udzialem kompleku
spliceosomu) oraz B) autokatalitcznego (z udziatem rybozymu i liganda guaninowego). Na
podstawie publikacji w trybie wolnego dostepu %1,

Istotnym aspektem regulacji splicingu jest splicing alternatywny, w wyniku ktérego
powstaja izoformy mRNA: czasteczki mRNA pochodzace z transkrypcji jednego genu oraz
roéznigce si¢ sekwencjg kodujacg (kolejnoscig eksondéw). Wiekszos¢ (>95%) ludzkich
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MRNA ulega alternatywnemu slipingowi, co jest kolejnym czynnikiem pogtebiajagcym
réznorodno$¢ i dynamike transkryptomu oraz powigzanego z nim proteomu (sumie
wszystkich biatek w komorce w danym momencie). Do regulacji alternatywnego splicingu
wykorzystywane sa IncRNA (dtugie niekodujace RNA).B¢!

Splicing z udziatem spliceosomu jak i splicing autokatalityczny nie wymagaja
zuzycia energii pochodzacej z hydrolizy bezwodnikow fosforanowych (tj. NTP). To mozna
ttumaczy¢ tym, ze opiera si¢ On na ,,energetycznie obojetnych” reakcjach transestryfikacji
oraz wzroscie entropii towarzyszacej eliminacji intronowego RNA (innymi stowy, splicing
mogtby byé napedzany sitami entropowymi).7]

Jeszcze przed terminacja transkrypcji, pre-mRNA ulega odcigciu i poliadenylacji z
udziatem kompleksu CPF (ang. cleavage and poliadenylation factor).® *1 W ten sposob
otrzymuje kolejny (obok kapu na koncu 5') charakterystyczny element strukturalny:
homopolimeryczng sekwencj¢ adeniny (tzw. ogon poliA) na koncu 3'. Oba elementy sa
kluczowe z perspektywy translacji oraz degradacji mMRNA. Odpowiedz na pytanie, ktory z
elementow ma wigksze znaczenie z perspektywy regulacji ekspresji genow nie jest prosta,
ani jednoznacznie sformutowana. Co do zasady, wzrost dlugosci ogona poliA (w zakresie
od 30 do ponad 250 nukleotydow) wydtuza czas pottrwania mRNA.B! Analogicznie do
splicingu, odcigcie i poliadenylacja moga mie¢ alternatywne przebiegi.[ 40!

Degradacja informacyjnego RNA

Mimo wysokiej intensywnosci transkrypcji, RNA w komoérkach nie ulega
akumulacji. Dzieje si¢ tak ze wzgledu na istnienie ztozonych, zdegenerowanych (jeden cel
moze zosta¢ osiagnigty na wigcej niz jeden sposob) i $ci§le kontrolowanych procesow
degradacji RNA.[* S3 one zaangazowane, miedzy innymi, w kontroli jakosci i
wykrywaniu btedow powstatych w trakcie obrobki (ang. processing) endogennych RNA
czy rozpoznawaniu transkryptow pochodzenia zewngtrznego (egzogennych, np.
wirusowych).*2l W procesach degradacji RNA mozna wyréznié¢ kilka typow czynnikow
trans: rybonukleazy (inaczej RNazy), helikazy, polimerazy oraz biatka opiekuncze (inaczej
szaperonowe, ang. chaperones). Kluczowa aktywnos¢ przypisuje si¢ rybonukleazom, ktore
klasyfikowane sa ze wzgledu na miejsce i mechanizm hydrolizy (inaczej cigcia) RNA.
Wyrdznia si¢ endonukleazy, dokonujace cigcia wewnatrz czasteczki RNA (np. RNaza A,
RNaza T1 i RNaza H), egzonukleazy dziatajace w kierunku 5'—3’ (np. Ratl i XRN 1) oraz
egzonukleazy dziatajace w kierunku 3'—5' (np. PNPaza, RNaza R i kompleks PAN1/2).[*
4. 4l Dgziatanie egzonukleaz jest $cisle powigzane z czynnikami oddziatujacymi ze

specyficznymi strukturami znajdujacymi si¢ koncach RNA, takimi jak enzymy i
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kompleksy dekapujace (np. RppH i Dcpl/2).4% 44 Helikazy ,rozplataja” struktury
drugorzegdowe RNA oraz wspomagaja dysocjacje zwigzanych z nimi makromolekularnych
ligandow (np. bialek), co powoduje, iz znajduja zastosowanie na wszystkich etapach
procesu ekspresji genow.[*! Polimerazy (np. kompleks TRAMP) rozbudowuja koniec 3’ o
sekwencje poliA lub poliU, bedace sygnatem i swoistym ,,pasem startowym” dla 3'—5’
egzonukleaz, co znajduje swoja analogic w poliubikwitynacji biatek.[** “61 Bialka
opiekuncze, takie jak pierscieniowy kompleks Lsml-7, peinig funkcje regulatorows,
poprzez selektywne promowanie oddziatywan RNA-RNA lub RNA-biatko. Jednym z
najbardziej charakterystycznych i uniwersalnych elementow maszynerii degradacji RNA
jest kompleks egzosomu, ktory taczy ze soba aktywno$¢ helikazy, endonukleazy oraz
3'—5' egzonukleazy.[*! 47]

Z perspektywy eukariotycznego mRNA, procesy degradacji zachodza na kazdym z
etapow jego funkcjonowania (Rys. 1.2.6).*Y W wyniku niepowodzenia procesu
kapowania, moze dojs¢ do degradacji od konca 5’ i terminacji transkrypcji za sprawa
egzonukleazy Ratl. Dalej, na etapach elongacji transkrypcji i splicingu, moze doj$¢ do
degradacji transkryptu i/lub syntezy prekursorow matych jaderkowych RNA (snoRNA).
Jezeli nie, pre-mRNA ulega odcieciu i poliadenylacji, a 5’ egzonukleazg Rat1 ,,Sciga” (ang.
chase) i ,,torpeduje” (ang. to torpedo) kompleks RNA polimerazy |1, co finalizuje procesy
transkrypcji i dojrzewania mRNA. Dalej mRNA jest eksportowane z jadra do cytoplazmy.
Niepowodzenie na tym etapie skutkuje degradacja za pomocg kompleksow dekapujacych
i egzonukleaz. MRNA w cytoplazmie ulega translacji, ktorej mechanizm omoéwiono w
dalszej czesci teksu. Jezeli mRNA zawiera bledng sekwencje, moze ono ulec degradacji
juz w pierwszej rundzie translacji na trzech roznych $ciezkach: NMD (ang. nonsens
mediated decay), spowodowana wystgpieniem przedwczesnego kodonu stop; NSD (ang.
non-stop mediated decay), spowodowana brakiem kodonu stop; lub NGD (ang. no-go
mediated decay), spowodowana przedwczesnym zatrzymaniem rybosomu. W dalszych
rundach translacji rowniez moze doj$¢ do degradacji NSD lub NDG i terminacji translacji.
Rownolegle, w trakcie prawidtowo zachodzacej translacji ogon poliA ulega stopniowemu
skroceniu za sprawa kompleksu Cafl-Ccr4d-NOT. Deadenylacja, dekapowanie oraz
translacja sa ze soba sprzgzone w czasie i przestrzeni, a mechanizm owego sprzgzenia jest
polem wieloletniej debaty.*°l W cytoplazmie, nieaktywne translacyjnie czasteczki mRNA
sa gromadzone, wraz z bialkami odpowiedzialnymi za degradacje MRNA, w
dynamicznych strukturach (granulach) zwanych ciatkami P (ang. processing bodies, P-

bodies).[*®! Procesy zachodzace w granulach, ich powstawanie oraz rola w regulacji
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ekspresji genow réwniez pozostaja przedmiotem intensywnych badan. Ponadto, istotnym
elementem posttranskrypcyjnej regulacji ekspresji gendéw jest endonukleolityczne cigcie

mRNA z udziatem miRNA oraz siRNA.[“1 4]
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Rysunek 1.2.6: Procesy obrobki i degradacji produktéw transkrypcji katalizowanej przez
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NGD - $ciezka spowodowana przedwczesnym zatrzymaniem rybosomu (ang. No-go
mediated decay). Na podstawie publikacji w trybie wolnego dostepu “1,

Geneza i postulowane funkcje kolistego RNA

Koliste RNA (ang. circular, circRNA) réznig si¢ od pozostatych, naturalnie
wystepujacych polimeréw rybonukleotydéw jedna, gldéwna cecha — topologia. Sa to
czasteczki, ktorych konce 5’ oraz 3' ulegly polaczeniu i w konsekwencji zanikowi.
Podobnie jak w przypadku roéznicy migdzy DNA i RNA, z perspektywy czasteczki RNA
jako catosci, cyklizacja jest stosunkowo niewielkg zmiang (np. jest kwestig kondensacji
grupy 5’ fosforanowej i 3’ OH), ktora niesie ze sobg szereg powaznych konsekwencji z
perspektywy jej wlasciwosci. Aktualnie, sa one obiektem intensywnych badan.0-52

Pierwsza fala badan nad circRNA przypada na okres od lat siedemdziesigtych do lat
dziewigédziesigtych ubieglego wieku. Wtedy zidentyfikowano pierwsze czasteczki
CircRNA, glownie pochodzenia wiroidowego i wirusowego, a nieliczne przypadki
odnotowane u eukariontéw byly interpretowane jako produkty btednego splicingu (ang.
miss-splicing). Rozwdj techniczny, w szczegélnosci metod wysokoprzepustowego
sekwencjonowania kwasow nukleinowych, zainicjowat na przetomie pierwszych dekad
XXI wieku kolejng fale, ktorej czesécia jest niniejsza rozprawa.

Glownym mechanizmem powstawania eukariotycznych circRNA jest alternatywny
splicing, to jest splicing ,,wsteczny” (ang. back-splicing) z udziatem sekwencji eksonowych
lub intronowych pre-mRNA. (Rys. 1.2.7) W procesie wstecznego splicingu moga braé
udziat zarowno spliceosom jak i specyficzne sekwencje intronowe. Z tego powodu
izoformy circRNA stanowia ,.konkurencje” dla pre-mRNA w Kontekscie regulacji
transkryptomu i powigzanego z nim metabolizmu komorki. Z drugiej strony, cyrkularna
topologia jest najczesciej sprowadzana do odpornosci CircRNA na dziatanie egzonukleaz,
ktora ttumaczy si¢ wydtuzenie czasow ich zycia oraz akumulacji w komorkach. Ponadto,
wykryto zréznicowane poziomy szczegdlnych sekwencji circRNA w zaleznos$ci od typow

komorek 1 tkanek.

28



Transkrypcja

”\ ————— Eison 1 —JERGBRANI— premRNA

petla
*...-"] intronowa
GUJ c
l eksonowo-

eksonowy intronowy intronowy

Jadro CircRNA C GircRNA C ciroRNA 7/ : '

Cytoplazma izoformy circRNA CiRNA

g— _X

5——-—--—3

bezposreni
backsplicing

wychwyt lub translokacja
konkurencyjne wigzanie miRNA biatek

T N
RBP
s oo ‘

konkurencyjne wigzanie biatek CIEEEITS (el ) (e s

5 @& 5@
3 ' TATATA 3' (WIATA

inhibicja translacji translacja circRNA

mRNA

Rysunek 1.2.7: Postulowane funkcje biologiczne circRNA. Na podstawie publikacji w
trybie wolnego dostepu 51,

Lista postulowanych funkcji circRNA stale si¢ powigksza. Co do zasady, circRNA
pelnig funkcje regulacyjng poprzez wigzanie biatek 1 kwaséw nukleinowych
zaangazowanych w: transkrypcje, splicing, translacje i degradacje mRNA (np. poprzez

wigzanie miRNA), odpowiedZ immunologiczng oraz inne szlaki metaboliczne i
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rozwojowe. Ponadto, niektore sekwencje circRNA mogg ulega¢ translacji na drodze
mechanizmow niezaleznych od struktury kapu (np. zaleznych od sekwencji IRES,
opisanych w dalszej czgsci tekstu).

Wymienione wlasciwosci i funkcje circRNA widziane sg jako atrakcyjne z
perspektywy zastosowan diagnostycznych i terapeutycznych.®*% Przyktadowo, ludzka
slina 1 krew stanowig bogate zrodto circRNA, a specyfika ich ekspresji zostata powigzana
z wystepowaniem szeregu stanéw chorobowych. Z tego powodu probuje si¢ wykorzystaé
circRNA jako markery choréb uktadéw: endokrynowego (np. cukrzycy), oddechowego
(np. gruzlicy), pokarmowego (np. nowotwordéw jelita lub trzustki) czy nerwowego (np.
choroby Parkinsona lub Alzheimera). Aktualnie prowadzone sg réwniez badania, w
ktorych circRNA stanowia cele terapeutyczne.®®! Z perspektywy niniejszej rozprawy,
szczegolnie istotne jest potencjalne zastosowanie syntetycznych circRNA jako nosnikow
terapeutycznej informacji genetycznej.[55-5]

Zaletg oraz jednym z podstawowych problemow badan nad circRNA jest ich
stosunkowo krotka historia. Z tego powodow wiele z postulowanych zjawisk zwigzanych
z CircRNA zostata udokumentowana na niewielkiej liczbie niezaleznych przyktadow.
Ponadto, nowos$¢ i innowacyjno$¢ owej dziedziny idg w parze z konkurencyjnoscia, ktora
przyczynia si¢ do powstawania presji, pospiechu i w konsekwencji (pozornych)
sprzecznosci W obserwacjach. Przyktadami takich sprzecznosci s3 immunogennosé
circRNA na drodze aktywacji receptorow RIG-I czy wysoki odsetek falszywie
pozytywnych wynikow sekwencjonowania circRNA.B” %1 7 tego powody warto uzbroi¢
si¢ w sceptycyzm, cierpliwos$¢ oraz inwestowa¢ w udoskonalanie metod badawczych,
ktorych rozwdj rowniez stat si¢ bardzo intensywny. Szczegdlnie atrakcyjne stalo si¢
udoskonalanie technik sekwencjonowania i analizy bioinformatycznej, nadekspresji,
wyciszania, wykrywania, izolacji, syntezy czy uwzglednienie efektow konformacyjnych
CircRNA B2

Translacja mRNA i circRNA u eukariontow

W wyniku translacji powstajg biatka (polipeptydy) na podstawie informacji
genetycznej zawartej w strukturze RNA. W procesie zaangazowane sg trzy glowne
elementy: kodujacy RNA (tj. mRNA lub circRNA), kompleks rybosomu oraz tRNA. Do
transferu informacji genetycznej dochodzi za posrednictwem kontaktu struktury
kodujacego RNA oraz tRNA w trojnukleotydowych obszarach kodonu oraz antykodonu.
Natomiast, relacje sekwencji kodujacego RNA 1 docelowego biatka okresla

zdegenerowany i ewolucyjnie uniwersalny kod genetyczny.[®® Najwiekszym, najbardziej
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ztozonym (i jednym z najstarszych ewolucyjnie) elementem maszynerii translacyjnej jest
rybosom (eukariotyczny, 80S, 4200 kDa), sktadajacy si¢ z dwoch podjednostek (matej 40S
i duzej 60S), ztozonych z czterech czasteczek RNA (18S, 5S, 28S i 5.8S) i1 ponad
pi¢édziesigciu biatek. Te ostatnie stanowig mniejszo$¢ masy kompleksu rybosomu.
Struktura aktywnego kompleksu rybosomu (zawierajgca rybosom, kodujgce RNA oraz
tRNA) zawiera trzy obszary, w ktorych dochodzi do syntezy polipeptydu, wigzania i
dysocjacji tRNA: E (jak ,,wyjscie”, ang. exit), P (jak peptydylo-tRNA) i A (aminoacylo-
tRNA). Z mechanistycznego punktu widzenia, w procesie translacji mozna wyr6zni¢ trzy
etapy: inicjacje¢, elongacje oraz terminacj¢. Kazdy z tych etapoéw jest wybitnie ztozony, a

szczegoly ich mechanizméw pozostaja obiektami intensywnych badan.[% 50 6% 621 v

dalszej czeSci tekstu wyrdzniono proces inicjacji translacji oraz poréwnano jego
mechanizmy dla mRNA oraz circRNA (Rys.1.2.8).

MRNA circRNA
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5' IRES

Rysunek 1.2.8: Postulowane mechanizmy inicjacji translacji mMRNA oraz circRNA. RBP:
biatka wigzace RNA. Na podstawie publikacji w trybie wolnego dostepu %,

W  o0golnosci, kanoniczny mechanizm inicjacji  kap-zaleznej translacji
eukariotycznego mRNA przewiduje szereg sprzezonych w czasie i przestrzeni zdarzen:
powstanie kompleksu preinicjujacego 43S (PIC, ztozony z 40S, inicjatorowgo metionino-

tRNA oraz czynnikow elF2 i elF3); wigzanie struktury kapu na koncu 5’ przez czynnik
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elF4E; powstanie kompleksu inicjujgcego translacje, ztozonego z: struktur konca 5’ i 3’
MRNA, biatek wigzacych owe struktury (elF4E oraz PABP) oraz czynnikéw elF4G i
elF4A; oddziatywanie PIC z kompleksem inicjujacym translacj¢ za posrednictwem IF4G i
elF4A; ,odnalezienie” i zwigzanie kodonu start (AUG) przez PIC z wykorzystaniem
aktywno$ci helikazy oraz interakcji z kompleksem inicjujgcym translacje. Istnieje wiele,
alternatywnych mechanizméw inicjacji translacji. W szczeg6lnosci, wyrdznia si¢
mechanizmy zalezne od sekwencji typu IRES (ang. internal ribosomal entry site) oraz
mechanizmy zalezne od modyfikacji m6A.[0 6. 83 641 W pierwszym przypadku, struktura
przestrzenna sekwencji IRES jest zdolna do wigzania czynnikow ITAF (ang. IRES trans-
acting factors), przyktadowo biatek zwigzanych ze stresem komérkowym, oraz czynnikow
promujacych translacje, takich jak elF3, elF4G oraz elF4E.1%1 Z drugiej strony, inicjacja z
udzialem m6A wymaga czynnikéw o aktywnosci metylotransferaz (np. METTL3) lub
biatek selektywnie wigzacych sekwencje zawierajace m6A (np. YTHD).% €1 QOpa
wymienione mechanizmy inicjacji niezaleznej od kapu znalazly centralne miejsce w
dyskusji na temat translacji circRNA.[52 55-57. 66, 67]

Zardéwno koliste jak 1 liniowe czasteczki RNA moga ulegac translacji niezaleznej od
kapu (co do zasady, obecnos¢ kapu na koncu 5’ liniowego RNA moze by¢ wtorna lub
zapewnia¢ ochrong przed degradacja w kierunku 5'—3’). Co wigcej, w trakcie translacji,
liniowe czasteczki kodujace ulegajg niekowalencyjnej cyklizacji. Jedng z hipotez
tltumaczacych to zjawisko sg fizyczne wiasciwosci RNA — termodynamicznie
uprzywilejowane struktury RNA zawieraja Konce 5’ oraz 3’ blisko siebie, bez koniecznosci
udzialu czynnikéw trans.® 50 Innymi stowy, niekowalencyjna cyklizacja mRNA
zachodzaca w trakcie translacji, ktora objawia si¢ miedzy innymi powstawaniem kolistych
polisomow, miataby by¢ promowana przez strukture kodujacego RNA, nie za§ czynnikow

inicjujacych translacjg.
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2. RNA jako narzedzie

2.1 Terapie genowe

O terapiach genowych

Terapie genowe sa aktualnie jedng z najbardziej dynamicznych i obiecujacych
dziedzin z pogranicza biotechnologii i medycyny. Definicja terapii genowej nie jest
jednoznaczna, przy czym oryginalnie krazy wokot traktowania informacji genetycznej jako
celu terapeutycznego.l®®721 W ramach niniejszej rozprawy zaproponowano nastepujaca
definicje: terapia genowa zaklada wykorzystanie informacji genetycznej jako celu
terapeutycznego (np. edycja patologicznego genu) lub jako $rodka terapeutycznego (np.
suplementacja genetyczna), co wymaga zastosowania kwasoéw nukleinowych o charakterze
czynnikow Cis (np. no$niki terapeutycznej informacji genetycznej) lub trans (np. o
charakterze regulatorow ekspresji patologicznego genu). Terapie genowe mozna podzieli¢
ze wzgledu na miejsce i okolicznos$ci ich dziatania (in vivo, in situ lub ex vivo) oraz na tryb
i efekt ich dzialania (przejsciowy lub stabilny). Terapie genowe in vivo zaktadaja
wprowadzenie $rodka terapeutycznego do organizmu pacjenta i jego systemowe
dostarczenie (np. przez krwioobieg) do docelowego organu lub tkanki (np. mézgu, watroby
czy kanatu kregowego), w ktorym ma zadziataé terapeutyczny kwas nukleinowy. Podobnie
jest w wypadku terapii in situ, z ta r6znica, ze w ich wypadku srodek terapeutyczny jest
dostarczany bezposrednio do organu lub tkanki (np. gatki ocznej, nowotworu czy limfy).
Podejscie ex vivo zaklada pobranie komorek pacjenta (np. komorek macierzystych,
nowotworowych lub uktadu odpornosciowego), manipulacje (np. edycj¢ genomu) i
hodowl¢ w warunkach in vitro i nastepcze wprowadzenie ich do organizmu pacjenta. Po
dostarczeniu, terapeutyczny kwas nukleinowy moze dziata¢ w sposob przejsciowy (np. W
celu suplementacji genetycznej lub regulacji ekspresji genow) lub stabilny (np. w celu
rozszerzenia lub edycji genomu pacjenta).

Ponad trzydziestoletnia historia terapii genowych zawiera zaréwno spektakularne
sukcesy (np. leczenie pacjentow dotknigtymi chorobami neurodegeneracyjnymi,
nowotworami, wrodzong $lepota czy zastosowanie szczepionek mRNA w pandemii
COVID-19), tragiczne wydarzenia (np. $mier¢ Jessego Gelsingera w 2000 roku) oraz
kontrowersje (np. ,,dzieci CRISPR” w 2018 roku).%® "I Sposréd garstki dopuszczonych
oraz tysigcy terapii genowych w trakcie badan klinicznych mozna wyr6znic: terapie
przeciwnowotworowe i spersonalizowane, szczepionki przeciwzakazne, produkcje

przeciwciat, leczenie chorob wrodzonych oraz choréb rzadkich.[ ™% 731 Rozwoj terapii
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genowych (rozumianych jako ,klasyczne” terapie genowe Oraz zastosowanie
terapeutycznych oligonukleotydow lub mRNA) wigze si¢ z bezprecedensowym wzrostem
gospodarczym. Rozmiary wspodtczesnego rynku wyzej wymienionych technologii mozna
szacowaé¢ na blisko 50 miliardow dolaréw.[’ Jest to, miedzy innymi, zwigzane z
zwigkszonymi kosztami badan podstawowych i klinicznych. W wypadku ,.klasycznych”
terapii (np. z zastosowaniem matoczasteczkowych lekow), koszty badan klinicznych
liczone s3 w dziesigtkach lub stekach milionéw dolaréw.[’™ W celu zwickszenia
bezpieczenstwa potencjalnych pacjentow, koszty badan klinicznych innowacyjnych terapii
genowych ulegajg zwielokrotnieniu. Niestety, to moze prowadzi¢ do jeszcze wyzszych
kosztow ponoszonych przez konsumentow. Koszty wielu terapii genowych chordb
rzadkich i nowotworowych siegaja dziesiatek lub setek tysiecy dolaréw na pacjenta.[’]
Skrajnym przypadkiem jest Onasemnogene abeparvovec (Zolgensma), uznawany za
najdrozszy lek na §wiecie. Terapia rdzeniowego zaniku migsni (SMA) z jego uzyciem to
koszt ponad dwoch milionéw dolardw na pacjenta.l’®! Jednym z probleméw majacych
potencjalnie najwickszy wplyw na rozwdj 1 ,,0blicze” terapii genowych w przysztosci jest
dynamiczna rownowaga miedzy zapotrzebowaniem i innowacyjnoscig a dostepnoscia,
regulacja i bezpieczenstwem.!]

W Kklasycznym rozumieniu, podstawowg strategig terapii genowej jest zmiana na
poziomie genomu za pomoca czynnikéw cis lub trans. W tym celu mozna zastosowaé
wektory wirusowe jako no$niki informacji genetycznej (czynniki cis), zawartej w formie
dwu- lub jednoniciowego DNA Ilub RNA. (Rys. 2.1.1) W przypadku wektorow
wirusowych mozemy rozdzieli¢ ich mechanizmy dzialania na te, ktére zachodza bez
integracji (wektory adenowirusowe, AdV oraz wektory wirusow zwigzanych z
adenowirusami, AVV) lub z integracja terapeutycznej informacji genetycznej z genomem
gospodarza (wektory lentiwirusowe i retrowirusowe).l’”> 81 W wypadku pierwszych,
informacja genetyczna w formie DNA ulega importowi do jadra i nastgpczej translacji. W
wypadku drugich, informacja genetyczna w formie RNA ulega odwrotnej transkrypcji,
importowi do jadra, integracji z genomowym DNA i nast¢pczej translacji. Bledy na etapie
integracji z genomowym DNA moga prowadzi¢ do genotoksycznosci, przyktadowo do
aktywacji protoonkogendéw Czy przerwania genéw supresji nowotworow.['1 W celu
precyzyjnej zmiany genomu mozna zastosowa¢ metode CRISPR (ang. clustered regularly
interspaced short palindromic repeats), nagrodzong w 2020 roku nagrodg Nobla z
chemii.[”® 8% System CRISPR ma swoje korzenie w mechanizmach obronnych archeonow

I bakterii przed infekcja wirusowsg. Opiera si¢ on na dziataniu kompleksu biatek Cas i RNA
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(Rys. 2.1.2).[8% Biatka Casl-Casl3 petnia w kompleksie funkcje biatek wiazacych,
efektorowych, o aktywnosci helikazy lub nukleolitycznej (jak w wypadku Cas9 i Cas13,
ktore posiadajg aktywnos¢ DNazy i RNazy odpowiednio). W sktad kompleksu wchodzi
jedna (sgRNA ang. single-guide RNA) lub dwie czasteczki RNA (crRNA:tracrRNA, ang.
CRISPR RNA (crRNA)-trans-activating CRISPR RNA (tracrRNA) complex), ktérych
celem jest wigzanie komplementarnej sekwencji DNA lub RNA (np. celu terapeutycznego)
oraz ,rusztowanie” dla sktadnikow bialkowych. Aktywny kompleks jest zdolny do
selektywnego cigcia sekwencji wskazanego genu, po ktorym moze dojs¢ do edycji
pojedynczych par zasad, a nawet wstawienia lub wyciecia wigkszego obszaru DNA. W ten

sposOb mozna korygowa¢ mutacje, wyciszac¢ lub wzmacnia¢ ekspresje istniejacych genow.

porowy

* ' o AAV F Receptor glikoproeteinowy
Lentiwirus B= ‘ ‘ ,
\ Endosom
> /-\ )
, ?771]1 1652 X =) ]

ekspresja 1.
wirusowego genu

@o—-o

synteza drugiej
dwuniciwe DNA nici DNA

Y « 2
Odwrot \
Receptory blonowe tranirr%‘;a \
gospodarza ﬁ
Jadrowy
kompleks porowy
DNA gospodarza
zintegrowany z Integraza

|
ekspresja W|ruswym DNA
wirusowego
ger;u.'r‘ “";/

Jadro

&

</,

!

Jadro
e

Kopleks
preintegracyjny

Rysunek 2.1.1: Schematy mechanizmoéw wprowadzania informacji genetycznej z udziatem
wektorow lentiwirusowych lub AAV. 1-6 kolejne etapy uwalniania, obrobki i ekspres;ji
wprowadzanego genu. Na podstawie publikacji w trybie wolnego dostepu 781,
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Rysunek 2.1.2: Schematy naturalnych kompleksow CRISPR. TniQ: regulatorowe biatko
wigzace DNA; PAM: sekwencja DNA bezposrednio za celem cigcia (ang. protospacer
adjacent motif). Na podstawie publikacji w trybie wolnego dostepu 1.

Kolejng strategig terapii genowych jest regulacja genomu lub transkryptomu za
pomoca oligonukleotydéw (kwaséw nukleinowych o dhugosci ponizej stu nukleotydéw) o
charakterze czynnikow trans i dziataniu przejsciowym (Rys. 2.1.3).1'%1 Wyr6znia si¢ dwa
glowne typy terapeutycznych oligonukleotydow: antysensowne (ASO, ang. antisense
oligonucleotides) oraz analogi krotkiego interferujacego RNA (siRNA, ang. small
interfering). ASO moga postuzy¢ do posttranskrypcyjnego wyciszania gendéw poprzez
wigzanie docelowej sekwencji MRNA i promowanie endonukleolitycznego ciecia
katalizowanego przez RNaz¢ H. Ponadto, poprzez komplementarno$¢ i selektywne
wigzanie, mogg tworzy¢ zawade steryczng w wybranym rejonie kodujacego RNA. W ten
sposOb mozna przeprowadzi¢ ,.korekte” na etapach splicingu i poliadenylacji pre-mRNA
lub hamowa¢ translacjc MRNA zainicjowang na przedwczesnym kodonie start. Z drugiej
strony, analogi siRNA moga wchodzi¢ w funkcje ich naturalnych odpowiednikow
(promowa¢ endonukleolityczne cigcie wskazanego mRNA) lub dziata¢ w przeciwnym
kierunku, czyli stymulowaé translacjc wybranego mMRNA na drodze inhibicji
endonukleolitycznego cigcia z udziatem miRNA 1 kompleksu RISC. Ze wzgledu na
niewielki rozmiar (typowo 20-30 nt), terapeutyczne oligonukleotydy otrzymywane sg na
drodze syntezy chemicznej. To pozwala opatrze¢ je w szereg modyfikacji w obrgbie zasad
azotowych, reszty cukrowej, potaczenia monomerow czy wyposazy¢é w dodatkowe grupy
funkcyjne takie jak biatka i peptydy (np. przeciwciala), lipidy i steroidy (np. cholesterol)
czy sacharydy (np. N-acetylogalaktozaming, GaINAc). Modyfikacje chemiczne pozwalaja
zwigkszy¢ trwalo$¢ oligonukleotydow na czas transportu i1 dzialania w organizmie,
zwigkszy¢ powinowactwo i selektywnos¢ wzgledem danego celu czy zwigkszy¢

wydajno$¢ i selektywnos$¢ dostarczania do wybranych komorek.
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Rysunek 2.1.3: Mechanizmy posttranskrypcyjnej regulacji ekspresji genow za pomocag
terapeutycznych oligonukleotydéw. Na podstawie /%,

Terapeutyczne mRNA i circRNA

Z perspektywy niniejszej rozprawy, najistotniejszg strategig terapii genowych jest
dostarczenie genu za pomocg kodujacego RNA (tj. mRNA lub circRNA), czyli ingerencji
w transkryptom za pomoca czynnika CiS w trybie przejsSciowym. Z perspektywy
historycznej, badania w kierunku terapeutycznego zastosowania kodujacego RNA
rozpoczely sie juz w latach szes¢dziesigtych dwudziestego wieku, wraz z odkryciem
informacyjnego RNA.I"3 81 8 pierwsze proby zastosowan rozpoczely sie¢ w latach
dziewigcdziesigtych, a w 2002 roku pierwsze badania kliniczne immunoterapii ex vivo z
udziatem mRNA. Najbardziej dynamiczny okres rozwoju dziedziny mozna zaobserwowaé
w drugiej dekadzie dwudziestego pierwszego wieku. To wtedy dochodzi do dynamicznego
rozwoju technologii produkcji terapeutycznego mRNA w skali przemystowej, wzrostu
liczby patentow i badan klinicznych, pojawienia si¢ nowych rozwigzan technologicznych

(np. udoskonalonych metod dostarczania, sprzezenia z metodologiag CRISPR, zastosowania
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samopowielajgcych mMRNA czy circRNA), oraz zatwierdzenia i masowej produkcji
szczepionek MRNA przeciw SARS-CoV-2.[63:84]

W przypadku szczepionek RNA, kodowana informacja genetyczna stuzy do
immunizacji organizmu pacjenta: jest wychwytywana i nastepnie wykorzystywana do
sformutowania wtorej odpowiedzi immunologicznej. Innymi stowy, efekt dostarczonej
informacji genetycznej ulega zwielokrotnieniu i utrwaleniu za sprawag uktadu
odporno$ciowego pacjenta. Z tego powodu w szczepionkach stosuje si¢ stosunkowo niskie
dawki RNA oraz jedno- lub kilkukrotne dawkowanie, co niesie niskie ryzyko
toksycznosci.[? 8 Przyktadem sa szczepionki mMRNA przeciw SARS-CoV-2, kodujace
wirusowe biatko kolca (Rys.2.1.4).

SARS-CoV-2

q b 4 '3 biatko kolca D8+ -
wieio\y ;
OO e ==
) g gen kolca —
tredd wer "
LNP-mRNA { { E ) ! )
\ S /
e T epitopy proteasom I\
. s .
S R e — T
mRNA kolca T
mRNA 1 ’
Komorka somatyczna lizosom APC

Rysunek 2.1.4: Schemat dziatania immunizacji za pomocg szczepionki mMRNA przeciw
SARS-CoV-2. Po wstrzyknigciu domigsniowym, lipidowe nanoczastki zawierajace mRNA
(LNP-mRNA) sa internalizowane przez komorki somatyczne (np. komorki migsniowe) i
komorki prezentujace antygen (APC, ang. antygen presenting cells). Ponadto, LNP-mRNA
moga koncentrowac si¢ w weztach chtonnych, gdzie przebywaja inne komorki uktadu
odporno$ciowego. Antygeny (biatka kolca, ang. spike protein) wyprodukowane w
cytoplazmie s3 degradowane przez proteasomy, a powstale epitopy sa prezentowane
glowne przez biatka MHC klasy I (ang. major histocompatibility complex) limfocytom T
CD8+. Antygeny moga by¢ rowniez endocytowane przez komodrki APC, gdzie sa
degradowane w lizosomach 1 dalej prezentowane limfocytom T CD4+ za posrednictwem
biatek MHC klasy II. Ponadto, wydzielane antygeny moga by¢ internalizowane przez
receptory limfocytow B i dalej przetwarzane w celu prezentacji limfocytom T CD4+. TCR:
receptor komorek T. Na podstawie publikacji w trybie wolnego dostepu 821,

Poza zastosowaniem do masowej immunizacji, mozna wyr6zni¢ Sszereg typoéw
»klasycznych” terapii genowych wykorzystujacych kodujagce RNA: suplementacja
genetyczna (np. dostarczanie genow bialek bedacych w niedomiarze), edycja genow
(poprzez sprzgzenie z metodologia CRISPR), medycyna regeneracyjna (np.

przeprogramowanie komoérek macierzystych), immunoterapia nowotworéw oraz terapia
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przeciwciatami (np. chordb zakaznych) (Rys. 2.1.5).% 73 8l Qsiagniecie wyzej
wymienionych efektéw terapeutycznych wymagaja znacznie (50-1000 krotnie) wyzszych
poziomoéw wyrazanego (produkowanego, ulegajacego ekspres;ji) biatka, wielokrotnego lub
regularnego dozowania oraz metod selektywnego dostarczania terapeutycznego RNA. To

zwigksza ryzyko toksycznosci oraz wystapienia efektow ubocznych.["]
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Rysunek 2.1.5: Specyfika i zastosowanie szczepionkowych i terapeutycznych mRNA. Na
podstawie publikacji w trybie wolnego dostepu 72,

Ze wzgledu na ujemny tadunek, kwasy nukleinowe nie penetrujg bton komorkowych.
Sa tez stale narazone na dziatanie nukleaz obecnych w komoérkach i krwioobiegu. W celu
ochrony przed degradacja oraz pokonania biologicznych barier, opracowano szereg metod
dostarczania, opierajgcych si¢ na opakowaniu (ang. packaging) RNA za pomocg zwigzkow
o charakterze lipidowym lub o strukturze btony lipidowej (Rys. 2.1.6).[2 73821 Opakowane
RNA moga by¢ przechowywane i stosowane w formach zawiesin, ktore mozna
wprowadzi¢ do organizmu pacjenta (np. poprzez zastrzyk lub cewnikowanie). Po dotarciu
do celu, w wyniku kontaktu opakowania z btong komérkowa, RNA jest uwalniane do

cytoplazmy na drodze zaleznej od rodzaju opakowania. Dalej, RNA jest procesowane w
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zalezno$ci od swojej struktury i sekwencji. Najczeséciej stosowanym i najbardziej
kompaktowym (50-100 nm) rodzajem opakowania sg nanoczastki lipidowe (LNPs, ang.
lipid nanoparticles). Ich formutowanie (ang. formulation) polega na kontrolowanym
mieszaniu roztworu wodnego, zawierajacego RNA z roztworem alkoholowym,
zawierajacym mieszanke lipidow. Mieszanka moze zawiera¢ lipidy strukturalne,
kationitowe lub jonizowane (zapewniajg tfadunek dodatni i wigzanie RNA), powltokowe
(np. zawierajace reszty glikolu polietylenowego) oraz dodatki (np. cholesterol). LNPs sa
udoskonalane juz od szesciu dekad pod katem minimalizacji immunogennosci,
zwigkszania biokompatybilnosci, Stabilno$ci nanoczastek w roztworze, skutecznosci
uwalniania RNA oraz powtarzalnosci i skali ich produkcji. Rozwijane sa rowniez
alternatywne  no$niki  kwaséw  nukleinowych.  Przyktadem sa  pecherzyki
zewnatrzkomoérkowe (EVS, ang. extracellular vesicles). Zaliczaja si¢ do nich, naturalnie
wydzielane przez komorki struktury takie jak egzosomy (50-150 nm) i ektosomy (50-500
nm). Sa one, migdzy innymi, odpowiedzialne za komunikacj¢ migdzykomorkowa. Sg tez
atrakcyjnymi srodkami transportu substancji terapeutycznych ze wzglgdu na wysoka
biokompatybilnos¢ oraz niskg immunogennos¢. W potaczeniu ze zdolnoscig do
ukierunkowanego dostarczania (pelna selektywnos¢ nigdy nie jest mozliwa), sa
atrakcyjnymi nosnikami terapeutycznego RNA. Gtéwnymi problemami zwigzanymi z
klinicznym zastosowaniem EVs jest niska wydajnos¢ i powtarzalnos¢ ,,pakowania”.
Obiecujaca alternatywa sg Opakowania biomimetyczne, bedace hybryda naturalnych i
syntetycznych no$nikow. Przyktadem sg noséniki zbudowane z syntetycznego rdzenia (np.
LNPs, metaliczne lub niemetaliczne nanoczastki) i otoczki naturalnego pochodzenia (np.
EVs).
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Rysunek 2.1.6: Rodzaje 1 wtasciwosci no$nikow (opakowan) terapeutycznego RNA. Na
podstawie publikacji w trybie wolnego dostepu 72,

Kolejnym istotnym aspektem terapii genowych jest projektowanie i produkcja
kodujacych czasteczek RNA. Sa one projektowane jest zar6wno na poziomie struktury
chemicznej, przestrzennej oraz sekwencji w celu zwigkszenia ich stabilno$ci, modulacji ich
immunogennosci, optymalizacji kinetyki i wydajnosci ich translacji (Rys. 2.1.7).[2 73 86]

W strukturze chemicznej wprowadza si¢ modyfikacje, ktore obejmujg zasady
azotowe, reszty cukrowe i wigzania fosfodiestrowe tancucha gtownego, ogona poliA oraz
kapu.32 73 87 8l W gzczegélnosci, sosowane sa: modyfikacje tiofosforanowe,
boranofosforanowe i metylenofosfonianowe, zmniejszajace podatno$¢ na hydrolize
nukleolityczna; alkilowanie i benzylowanie nukleofilowych atomow zasad i rybozy, ktore
zmniejszaja immunogennos¢ i moga promowac translacje; niekanoniczne zasady azotowe,

jak pseudourydyna i N1-metylopseudourydyna, ktore rowniez wplywaja na translacje i
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immunogenno$¢ kodujacego RNA. Inng formg modyfikacji chemicznej jest cyklizacja,
rozumiana jako kowalencyjne potaczenie koncow 5’ i 3'.155 57 %81 Koliste czasteczki RNA
wykazuja wydtuzong ekspresje kodowanego genu, co moze by¢ korzystne z perspektywy
farmakokinetyki.

5' Kap ogon poliA
translacja i stabilnosé

mostek fosforanowy, zasady

azotowe, cukier i sekwencja

translacja, stabilnos¢ i immunogennosé
mostek fosforanowy, zasady azotowe, cukier

mRNA .
"
SUTR ORF 3'UTR
translacja i stabilnos¢ translacja, stabilnosc i translacia i stabilnosé

ZZCECY EEIENE L EE S immunogennos¢ zasady azotowe i sekwencja

zasady azotowe i sekwencja

niemodyfikowane mRNA samopowielajgce mRNA
ORF replikaza ORF
@ﬂfbr ,UJZ, poliA @_ﬂmr _r _,Erlz,.po”A
5'UTR 3'UTR 5'UTR 3'UTR

modyfikowane mRNA IEEQA I@A
- ORF
@_ﬂf[_, -'UJ(/ poliA

IRES
5'UTR 3'UTR NS

Rysunek 2.1.7: Schemat kodujagcego RNA jako nos$nika terapeutycznej informacji
genetycznej. Wyro6zniono na nim elementy takie jak kap, sekwencje UTR, ORF oraz ogon
poliA wraz z wptywem ich modyfikacji na wlasciwosci mRNA. Zobrazowano réwniez
podziat terapeutycznego mRNA na niemodyfikowane, modyfikowane (w tym koliste) oraz
samopowielajace. Na podstawie publikacji w trybie wolnego dostepu 72,

Struktura przestrzenna oraz sekwencja kodujacego RNA sg parametrami
nieroztagcznymi oraz réwnie istotnymi co wyzej wymienione modyfikacje chemiczne. Z
perspektywy efektu terapeutycznego kluczowa jest sekwencja otwartej ramki odczytu
(ORF, ang. open reading frame), zawarta miedzy kodonami start i stop wiacznie. Nie tylko
przektada si¢ na sekwencje aminokwasowa bialka, ale rowniez na kinetyke jego translacji
I zwijania. Ze wzgledu na degeneracje kodu genetycznego, dtugos¢ sekwencji ORF oraz
poziom skomplikowania efektow majacych wptyw na kinetyke translacji (np. dostepnosé
aminoacylo-tRNA w danym $rodowisku czy struktura przestrzenna RNA) optymalizacjg
sekwencji ORF wykonuje si¢ za pomocg zaawansowanych narzedzi obliczeniowych,

takich jak uczenie maszynowe.® Analogiczne ztozony zwiazek mozna zaobserwowaé
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miedzy wlasciwosciami RNA (tj. stabilnoscig, immunogennoscia i wydajnoscia translacji)
a niekodujgcymi rejonami jej sekwencji (UTR, ang. untranslated region), co dalej
podkresla nieroztaczno$¢ struktury przestrzennej (catosci) czasteczki RNA 1 jej
wiasciwosci.l®® Co do zasady, sekwencje 5’ oraz 3' UTR stanowig rejony wigzania
regulatorowych elementow trans, w szczegdlno$ci w procesie translacji. Analogiczne
funkcje i wlasciwos$ci mozna przypisa¢ sekwencjom typu IRES oraz ogonowi poliA, ktore
formalnie sa wyodrgbniane od grupy UTR (prawdopodobnie ze wzgledéw historycznych).
Mimo strukturalnej ,,prostoty” zalezno$¢ miedzy dilugoscia ogona poliA a iloscia
produkowanego biatka nie jest jasna.l*®! Ponadto, prowadzenie modyfikacji ogona poliA
(np. poprzez jego segmentacj¢) na poziomie sekwencji lub struktury chemicznej rowniez
moze mieé¢ pozytywny wpltyw z perspektywy zastosowan terapeutycznych.[®*%1 Z drugiej
strony, sekwencje IRES charakteryzujg si¢ klasyfikacja i historig badan niezalezng od
terapeutycznego mRNA. Glownym elementem wspolnym jest zastosowanie sekwencji
IRES przy projektowaniu circRNA jako no$nika terapeutycznej informacji genetycznej.l®
%.94] Jednym z probleméw zastosowania sekwencji IRES jest ich stosunkowo duzy rozmiar
(czgsto powyzej 500 nt), ztozona i tylko cze¢$ciowo zrozumiana struktura przestrzenna i
mechanizm wigzania czynnikéw inicjujacych translacje. Wydajnos$¢ translacji IRES-
zaleznej jest (zazwyczaj) nizsza niz kap-zaleznej. Niemniej, w odpowiednim konteks$cie
strukturalnym i pod wplywem modyfikacji, sekwencje IRES zawarte w kolistych RNA
mogg stanowi¢ atrakcyjng alternatywe dla ,,klasycznych” terapeutycznych mRNA. Kolejng
nowoscig jest zastosowanie dodatkowej sekwencji kodujacej wirusowa replikaza (np.
biatka Nsp1-4 z alfawirusa) w celu dostarczania samopowielajacych si¢ czasteczek mRNA
(saRNA, ang. self-amplifying).®® Podobnie jak w wypadku circRNA, zastosowanie
saRNA ma na celu wydtuzenie czasu, w ktorym zachodzi ekspresja terapeutycznej
informacji genetycznej.

Aktualnie, jedyna wydajng i skalowalng $ciezka syntezy kodujacego RNA jest
transkrypcja in vitro (IVT) i nastgpcza chromatografia.®l Do IVT wykorzystane sa
wirusowe polimerazy DNA-zalezne, takie jak polimeraza RNA SP6, T3 czy T7. Ta ostatnia
jest najczesciej wybierana oraz modyfikowana na potrzeby minimalizacji produktow
ubocznych (tj. dwuniciowego RNA) czy wykorzystania syntetycznych analogow
substratow.1?8 % 971 Kolejnym elementem mieszaniny IVT jest matrycowe DNA, ktore
mozna otrzyma¢ na drodze linearyzacji plazmidu lub reakcji polimeryzacji tancuchowej
(PCR, ang. polymerase chain reaction).[®®! Sa to metody komplementarne: plazmidowe

DNA mozna produkowaé¢ w duzej skali z udzialem hodowli bakteryjnej, natomiast za
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pomoca reakcji PCR mozna szybko otrzymac wigcej roznorodnych sekwencji kodujacych.
Sekwencja matrycowego DNA, w szczegdlnosci promotor i jego kontekst, sg istotne z
perspektywy optymalizacji produkcji RNA metodg IVT.[?4l Ostateczna ilosé i jakosé
produktow IVT jest zalezna od wielu czynnikéw, przez co optymalizacja warunkow reakeji
jest trudna. Z pomocg moga przyj$¢ zaawansowane metody analizy danych, przyktadowo
optymalizacja bayesowska (Rys 2.1.8).B41 Z jej pomoca mozna pokierowaé proces
optymalizacji zarowno pod katem czynnikow intuicyjnych (np. stgzenia NTP,
matrycowego DNA, czasu i temperatury reakcji), ale rowniez pod katem czynnikdéw
nieintuicyjnych, jak rodzaj kofaktora (znacznie lepszy jest octan niz chlorek magenzu (11)),
czy wartos¢ pH (optymalna w przedziale 6.6-6.8). Jako$¢ produktow IVT mozna
sprowadzi¢ do homogennosci wlasciwego produktu RNA (w szczegdlnosci w ramach
struktury konca 5’ oraz 3') oraz ilosci produktéw ubocznych. Homogennos¢ mozna
zwigkszy¢ na drodze wydajnego kapowania 1 poliadenylacji, ktore mozna przeprowadzi¢
zaréwno  kotranskrypcyjnie jak i  posttranskrypcyjne.” %t % powstawanie
immunogennych produktéw ubocznych mozna ograniczy¢ za pomocg mutantow polimeraz
lub czynnikow chaotropowych.[” 1% Niezaleznie od jakosci, produkty IVT trzeba
wyizolowa¢ z mieszanin reakcyjnych w sposob wydajny i tagodny. Klasycznymi
technikami jest strgcanie soli RNA za pomocg soli litu lub sodu, czgsto w polaczeniu z
odbiatczaniem na drodze ekstrakcji w ukladzie fenol/chloroform.l’%M W celu izolacji
produktéw wysokiej czystosci w powtarzalny i skalowalny sposob stosuje si¢ metody
chromatograficzne.['?l Do najbardziej rozpoznawanych naleza chromatografia w uktadzie
faz odwroconych (np. RP-HPLC)E® 191 chromatografia jonowymiennal*®l, saczenie
molekularnet® 58 chromatografia na ztozach powinowactwa (np. oligo-dT)1t%! czy

celulozowych1%],

Kofaktor Kofaktor [nM] DTT [mM] Ppaza [U/mL] Inh. Rn. [U/mL] NTPs [mM] DNA[nM] Sper.[mM] T7 RNP [U/mL] Temp. [°C] pH Czas [min] fin. mRNA [g/]
Ma(OA 100 10 10 2000 10 100 10 50 000 50 8 12.91
9(OAc), - Voo 2000 o — "

MgCl,

Rysunek 2.1.8: Optymalizacja bayesowska warunkéw transkrypcji  in  vitro.
Optymalizowane warunki: rodzaj i stezeni kofaktora; stezenie ditiotreitolu (DTT),
pirofosfatazy (Ppaza), inhibitora RNaz (Inh. Rn.), trifosforanéw rybonukleotydéw (NTPs),
matrycy (DNA), spermidyny (Sper.), polimerazy RNA T7; temperatury, pH i czasu reakcji.
Fin. mRNA: koncowe stezenie produktu (wydajnos¢ IVT). Na podstawie publikacji w
trybie wolnego dostepu 84,
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2.2 Bioobrazowanie i sondy molekularne RNA

Zjawisko fluorescencji i rezonansowego transferu energetycznego

Zjawisko podstawowe polega na elektronowej absorbcji i nastepczej emisji $wiatla.
Absorbowane i emitowane fotony odpowiadajg rdznicy energii miedzy singletowymi
stanami wzbudzonymi (S: i S2) a podstawowym (So). Te sytuacje opisuje nizej
zamieszczony diagram Jabtonskiego (Rys. 2.2.1).2%7] Ze wzgledu na prawdopodobienistwo
wzbudzenia do drugiego stanu elektronowego (S2) oraz na wyzsze stany oscylacyjne,
jeszcze przed emisja zachodzi przejscie wewnetrzne (z Sz do S1, ~1072 s). Alternatywa jest
przejscie migdzysystemowe, ze wzbudzonego stanu singeltowego do tripletowego (z S1 do
T1), po ktérym zachodzi zabronione przejscie (z T1 do So) i emisja fosforescencyjna.
Fluorescencja i fosforescencja naleza do Kkategorii zjawisk luminescencyjnych,
zachodzacych zarowno w uktadach eksperymentalnych jak i naturalnych. Zjawisko
fluorescencji charakteryzuje si¢ za pomocg nastgpujacych parametrow: widma
fluorescencji, czasu zycia fluorescencji (t) oOraz wydajnosci kwantowej (Q).
Podstawowemu zjawisku fluorescencji towarzysza inne, przyktadowo wygaszanie czy
rezonansowy transfer energii.

Widma absorpcyjne i fluorescencyjne to jedne z bardziej charakterystycznych
wlasciwosci materii. Ksztatty ich obwiedni, bedace funkcja wspotczynnika absorbcji badz
wydajnosci kwantowej emisji, odpowiadaja populacjom fotonow (0 danej energii lub
dtugosci fali) zaabsorbowanych lub wyemitowanych przez dany typ czasteczki (fluorofora)
lub ich ukladu. Na widma maja wptyw czynniki wewngtrzne (struktura i wiasciwosci
fluorofora) oraz zewngtrzne (np. temperatura, rozpuszczalnik i inne czgsteczki). Widma
absorbcji i fluorescencji sg najczesciej lustrzanymi odbiciami przemieszczonymi o
odlegtos¢ Stokesa, co wigze si¢ z wzbudzaniem wyzszych stanéw oscylacyjnych. Kazdy
wzbudzony stan wraca spontanicznie do podstawowego So. Sredni czas, po ktorym
odnotowujemy to zjawisko to parametr czasu zycia fluorescencji t (~10 ns, inaczej czas
rozpadu), ktorego odwrotnoscig jest suma czestosCi przejS¢ promienistych I' (emisji,
inaczej czestosci rozpadu) oraz czestosci przejs¢ bez promienistych (np. na drodze
wygaszania). Wydajnos¢ kwantowa Q jest stosunkiem fotonéw wyemitowanych do
zaabsorbowanych. Mozna ja przestawi¢ jako iloczyn czestosci emisji I i czasu zycia T (Q
= I"-1). Wydajnos¢ kwantowa moze by¢ zanizona przez zjawiska towarzyszace, takie jak
wygaszanie. Wyrdznia si¢ wygaszanie statyczne oraz dynamiczne. W wypadku

wygaszania statycznego, fluorofor wchodzi w stabilizujace oddziatywania z czasteczkami

45



wygaszacza (np. kompleksy). Wygaszanie dynamiczne polega na zderzeniach czgsteczek
w stanie S1 i bezpromienistg wymian¢ energii z otoczeniem. Z tego powodu stopien

wygaszania dynamicznego jest zalezny od stezenia wygaszacza.
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Rysunek 2.2.1: Zjawisko fluorescencji i rezonansowego transferu energetycznego Forstera
(FRET). ki — stale wygaszania statycznego (r6zne mechanizmy), kq — stata wygaszania
dynamicznego, Q — wygaszacz. Na podstawie 2071,

Kolejnym zjawiskiem towarzyszacym fluorescencji jest rezonansowy transfer
energii. Przyktadem jest rezonans Forstera (FRET, ang. Fdrster resonance energy
transfer), zachodzacy z udziatem dalekozasiggowych oddziatywan dipolowych. Do jego
zaj$cia potrzebne sg dwa fluorofory (donor i akceptor) o naktadajacych si¢ widmach emisji

i absorbcji (Rys. 2.2.1). Po wzbudzeniu donora moze dojs¢ do transferu energii ze stanu Sz
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i wzbudzenia elektronow akceptora (z Ao do A1), bez udziatu fotonu. Czestos¢ transferu
jest parametryzowana za pomocg statej czestosci transferu (kt), bedacej funkcja odlegtosci
miedzy donorem i akceptorem (r). Kwantowa wydajnosc¢ transferu (E) to stosunek czestosci
transferu do sumy czestosci transferu i czestosci emisji donora (kp lub tpl). Czestosé i
wydajno$¢ transferu sg silnie i odwrotnie zalezne od odlegtosci miedzy donorem i
akceptorem (k1 i E ~ r®). Z tego powodu wprowadzony zostat termin odlegtosci Forstera
(Ro), przy ktorej transfer zachodzi z potowiczng wydajnoscig. Dzigki niej mozna wykresli¢
zalezno$¢ wydajnosci transferu E od wzglednego dystansu miedzy donorem a akceptorem
(r/Ro). Wartosci Ro mozna wyznaczy¢ eksperymentalnie: najczesciej zawieraja sie w
przedziale 10-60 nm, co odpowiada odlegtosciom w skali czgsteczkowej. Dzigki temu, po
odkryciu ponad sto lat temu, zjawisko FRET znalazto zastosowanie w badaniach jako
,.czasteczkowa linijka”.[*%] Poza wzgledna odlegtoscia donora i akceptora, na wydajno$é
transferu maja wplyw: wydajno$¢ kwantowa donora, powierzchnia naktadania widm
donora i akceptora oraz wzajemna orientacja tych czasteczek. Analogicznie jak w wypadku
absorbcji spolaryzowanego $wiatla, rezonans migdzy donorem 1 akceptorem jest
uzalezniony od orientacji ich dipolowych momentéw przejscia, ktére sa wektorami
zdefiniowanymi w przestrzeni struktury czasteczki. Transfer jest najwydajniejszy, kiedy
wektory sg wspotliniowe (——), mniej wydajny kiedy sa rownolegte (11), a nawet
catkowicie zahamowany kiedy sg prostopadte (T—).

Zjawisko fluorescencji mozna wykorzystaC w obserwacjach mikroskopowych
uktadow biologicznych.[ 19 Limit rozdzielczosci klasycznego mikroskopu optycznego
to potowa dlugosci widzialnej fali $wietlnej (200—400 nm), co umozliwia obserwacje w
skali komorek i struktur stukomoérkowych. Sytuacja ulega zmianie, gdy preparat zawiera
czasteczki zdolne do emisji $wiatta. Analogicznie jak w wypadku teleskopii gwiazd, za
pomoca mikroskopii fluorescencyjnej mozliwe jest rejestrowanie obrazow o wysokim
kontrascie (stosunku sygnatu do tla) oraz rozdzielczo$cig na poziomie pojedynczych
czasteczek. W tym celu, preparat umieszczony na stoliku mikroskopu musi zostaé
o$wietlony wigzka $wiatta wzbudzajgcego, by nastepnie $wiatlo emitowane w wyniku
fluorescencji probki zostato zebrane przez obiektyw (Rys. 2.2.2). Charakterystycznym
elementem mikroskopu fluorescencyjnego jest kostka filtrowa (ang. cube filter), ktora
zawiera trzy filtry: prostopadte filtry $wiatta wzbudzajacego i emitowanego (na $ciankach
kostki), oraz filtr dichroiczny (inaczej zwierciadto dichroiczne) na przekatnej kostki. Filtry
prostopadte przepuszczaja $wiatto o ograniczonym zakresie dlugos$ci fali (np. filtr $wiatta

niebieskiego 450-500 nm lub zielonego 500-550 nm). Zwierciadto dichroiczne odbija
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czg$¢ pasma widzialnego (np. Swiatto niebieskie) a pozostatg czes¢ (np. Swiatto w zakresie
od zieleni do czerwieni) przepuszcza. Ten prosty, niemniej kluczowy element uktadu
optycznego mikroskopu pozawala na selektywne wzbudzenie preparatu i jednoczesna
selekcj¢ emitowanych fotonoéw (sposrod wszystkich zebranych przez obiektyw). Jednym z
kamieni milowych dla mikroskopii fluorescencyjnej jako narzedzia do $sledzenia procesow
komorkowych byto odkrycie i nastepcze wykorzystanie fluorescencyjnych biatek
zaangazowanych w bioluminescencj¢ (np. zielone bialko fluorescencyjne, GFP ang. green

fluorescent protein).
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Rysunek 2.2.2: Budowa klasycznego mikroskopu fluorescencyjnego. Na podstawie 1991,

Bioobrazowanie mRNA

Wiele procesow komorkowych, w ktorych zaangazowane jest MRNA zostalo lepiegj
zrozumianych za sprawg obrazowania metodg mikroskopii fluorescencyjnej. W tym celu,
mozna zastosowac jedng z wielu metod znakowania i detekcji mRNA (Rys. 2.2.3). W
szczegOlnosci  mozna zastosowaé  fluorogeniczne aptamery, koniugaty bialek
fluorescencyjnych 1 wigzacych mRNA, sondy hybrydyzacyjne lub kowalencyjng
modyfikacje RNA (w tym sondy molekularne RNA). Ostatni wymieniony zbiér metod
zostal omowiony w nastgpnym rozdziale.

Fluorogeniczne aptamery to struktury RNA zdolne do wigzania matoczasteczkowych
fluoroforow, ktorych wydajno$¢ kwantowa fluorescencji znacznie wzrasta w wyniku
wigzania przez aptamer. Aptamery moga by¢ wykorzystane zardwno w syntetycznych
sekwencjach mRNA jak i mogg zosta¢ wprowadzone do sekwencji endogennego genu jako
element reporterowy.!1% 11 Odkryto oraz zsyntezowano wiele aptameréw, w tym
fluorogenicznych o ,,warzywnych” nazwach: broccoli, spinach (emisja zielonego $wiatta)
oraz corn (emisja zottego swiatla). Wyrdzniono prace, w ktorej opisano otrzymanie drogg
ewolucji in vitro (metoda SELEX) aptameru pepper zdolnego do silnego wigzania

analogow HBC (czasteczki zaprojektowanej na bazie fluorofora biatka GFP).[1Y
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Zaprezentowano roéwniez zastosowanie aptameru pepper do lokalizacji mRNA czy
kompleksu CRISPR-Cas?9.

Biatka wigzace A. Koch etal. 2020
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Rysunek 2.2.3: Bioobrazowanie mRNA i znakowanie niekowalencyjne: zastosowania

biatek wigzacych RNA, fluorogenicznych aptameroéw oraz sond hybrydyzacyjnych w
mikroskopii fluorescencyjnej. Na podstawie 11131,

Za zloty standard wsrod wyze] wymienionych metod uznaje si¢ zastosowanie
koniugatow biatek wigzacych RNA i fluorescencyjnych.l*2 1141 Jednym z najstarszych jest
system oparty na zastosowaniu biatek powlokowych bakteriofaga MS2 wiazacych
fragmenty sekwencji RNA kodujacej genom wirusa. Ze wzglgdu na konieczno$é
wprowadzenia sekwencji reporterowej w ramach docelowego mRNA (najczgsciej
dwadzie$cia cztery powtdrzenia w obszarze niekodujagcym) oraz wyrazania
transgenicznego biatka reporterowego (hybrydy biatka wigzacego i fluorescencyjnego),
systemy tego typu znajduja zastosowanie glownie w detekcji endogennych mRNA.
Wyré6znionym przykladem jest praca, w ktorej dokonano transfekcji komoérek z
wykorzystaniem  bicistronowego konstruktu, prowadzacej do ekspresji MRNA
zawierajacego strukture kapu i ogon poliA, sekwencje IRES, sekwencje 3’ UTR
zawierajaca spinki wiazace MS2 oraz sekwencje ORF kodujace reporterowe antygeny.[**?
Wraz z fluorescencyjnymi hybrydami biatek (przeciwciat lub MS2) zarejestrowano zmiany

potozenia tancucha mRNA i porownano Kinetyke translacji zaleznej od kapu i translacji
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zaleznej od sekwencji IRES. Co ciekawe, autorzy pracy nie zaobserwowali znacznych
r6éznic miedzy czgsto$ciami inicjacji translacji zaleznej od kapu i IRES (czesto$¢ obu to oK.
raz na 100 sekund). Zaobserwowali jednak, iz przejscie ze stanu nieaktywnego
translacyjnie do aktywnego (aktywacja translacji, ok. raz na 10 000 sekund) zachodzi o
rzad wielko$ci rzadziej niz przejscie odwrotne (ok. raz na 1 000 sekund). Wyjatkiem byty
MRNA ulegajace translacji kap-zaleznej (aktywowane): w ich wypadku aktywacja
(rownolegtej) translacji IRES-zaleznej zachodzita o rzad wielkosci czgsciej (oK. raz na 1
000 sekund). Sugeruje to istnienie zwigzku miedzy translacja zalezng od kapu oraz
translacjg zalezng od IRES (pierwsza pozytywnie wptywa na drugg).

Sondy hybrydyzacyjne to najczesciej syntetyczne oligonukleotydy kowalencyjnie
potaczone z barwnikami fluorescencyjnymi (np. rodaming lub cyjaning). Sekwencja sondy
jest projektowana tak by oddziatywata z wybrang sekwencja docelowg mMRNA (np. metoda
FISH, ang. fluorescent in situ hybrydyzation). Sondy hybrydyzacyjne znalazty
zastosowania miedzy innymi w lokalizacji endogennych mRNA czy $ledzenia dostarczania
syntetycznego mRNA in vitro.['® 115 1181 Wyrézniono przykladowa prace, w ktorej
wykorzystano szereg sekwencji oligonukleotydowych, ktore w wyniku hybrydyzacji z
docelowym mRNA tworzyty ,,punkt zaczepienia” dla fluorescencyjnych oligonukleotydow
0 strukturze metastabilnej spinki.[**®l Tego typu strategia pozwolita na wiazanie wielu
fluoroforow z docelowym mRNA i lokalne zwigkszenie intensywnos$ci emisji. Ze wzgledu
na mechanizm hybrydyzacji mozliwe bylo zaprojektowanie szeregu sekwencji
oligonukleotydowych, ktore wykorzystano do rownolegtego zobrazowania dystrybucji
tkankowej ekspresji pieciu genéw w organizmie modelowym (Danio pregowanym, Danio

rerio).
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2.3 Metody modyfikacji kodujacego RNA

Podzial strategiczny i metodologiczny

Opublikowane metody chemicznej modyfikacji (w tym kowalencyjnego
znakowania) RNA mozna klasyfikowa¢ wedtug szeregu kryteriow. W ramach niniejszej
rozprawy wyr6zniono dwa systemy Kklasyfikacji: podziatl strategiczny oraz podziat
metodologiczny. Podziat strategiczny uwzglednia: miejsce modyfikacji (region czasteczki
RNA); przebieg procesu modyfikacji oraz uktad, w ktérym zachodzi; pochodzenie
substratu RNA (Rys. 2.3.1). Podzial metodologiczny uwzglednia trzy gtdéwne kategorie:
metody enzymatyczne, chemiczne oraz chemoenzymatyczne (Rys. 2.3.2). W Tabeli 1
dokonano przegladu prac z lat 1978-2021, w ktorych wykorzystano wyzej wymienione
metody w celu znakowania RNA lub syntezy sond molekularnych. W przegladzie
pomini¢to przyktady chemicznej syntezy oligonukleotydow RNA ze wzgledu na

ograniczone zastosowanie w dziedzinie modyfikacji kodujacego RNA.
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Rysunek 2.3.1: Strategiczny podziat przyktadow modytikacji i znakowania mRNA.
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Rysunek 2.3.2: Metodologiczny podziat przyktadéw modyfikacji i znakowania mRNA.

Czasteczka RNA moze by¢ znakowana wewnetrznie lub na koncach 5' i 3', w obrebie
tancucha, reszty cukrowej lub zasad azotowych. Wewnetrzng modyfikacje mozna
przeprowadzi¢ zarbwno w sposob zalezny od sekwencji (specyficzny) lub niezalezny od
niej (niespecyficzny). Modyfikacje mozna przeprowadzi¢ bezposrednio, w trakcie
transkrypcji (kotranskrypcyjnie) lub po jej zakonczeniu (posttranskrypcyjnie), lub w
procesie wieloetapowym. Procedura modyfikacji moze by¢ przeprowadzona zarowno W
syntetycznym uktadzie eksperymentalnym (in vitro), jak i w hodowlach komérkowych lub
w organizmach (in vivo) na endogennym lub egzogennym RNA.

Najwickszym zbiorem metod jest modyfikacja na drodze katalizy enzymatycznej.
(Rys. 3.2.3) W ogolnosci, modyfikacja (podstawnik, np. znacznik fluorescencyjny) moze
by¢ wprowadzona kotranskrypcyjnie lub posttranskrypcyjnie przez ligaze, polimeraze lub
transferaze. W tym celu, enzym wykorzystuje syntetyczny analog substratu lub kofaktora,
ktory zawiera pozadang modyfikacje w swojej strukturze (np. analogi nukleotydow
potaczone z barwnikiem fluorescencyjnym), co moze powadzi¢ do zmniejszenia
aktywnosci enzymu. Najczesciej wykorzystywane sa enzymy wirusowe (np. bakteriofagow
T4 1 T7), czgsto zmutowane w celu zwickszenia aktywno$ci w obecnosci nienaturalnego
substratu lub kofaktora. Ligaza RNA | T4 i z nukleotydowe substraty pNp (5',3'-difosforan
nrybonukleozydu) byly pierwotnie wykorzystywane do radioznakowania RNA na koncu
3" W pézniejszych pracach wykorzystano analogi pNp zawierajace znaczniki (np.
barwniki fluorescencyjne lub biotyne) lub bioortogonalne grupy chemiczne potaczone z

zasada azotowa lub 3'-fosforanem czasteczki pNp.[1'812%1 |igaza RNA | T4 posada rowniez
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aktywno$¢ 5’ adenylazy, co zostalo zastosowane do modyfikacji konca 5 RNA z
wykorzystaniem analogow ATP.1?41 Modyfikacja z wykorzystaniem polimeraz zaktada
zastosowanie analogéw NTP modyfikowanych w obrgbie zasady azotowej, rybozy lub
fosforanow. Polimerazy mozna zastosowac zarowno do modyfikacji kotranskrypcyjnej jak
i posttranskrypcyjnej. W przypadku modyfikacji kontraksrpycyjnej, z udziatem DNA-
zaleznej polimerazy RNA (np. T7, T3 lub SP6) modyfikacja moze odby¢ si¢ na etapie
inicjacji (w obrgbie konca 5') lub elongacji (wewnetrzna, niespecyficzna).
Kotranskrypcyjna modyfikacja 5’ odbywa si¢ z udzialem inicjatora, do ktorych zaliczamy
analogi 5'-fosforanow nukleotydow (NMP), 5',3'-dinukletudéw (NpN), dinukleotydowych
oraz trinukleotydowych analogéw kapu (m’GpppN oraz m’GpppNpN).[118: 122, 123, 125-131]
Do modyfikacji w fazie elongacji, najczgsciej stosuje si¢ analogi zawierajgce modyfikacje
w obrebie zasad pirymidynowych (analogi UTP i CTP).[*32-1%] Aternatywnie, mozliwe jest
wprowadzenie  modyfikacji  tancucha  fosfodiestrowego  (np.  borano-  lub
triofosforanowych) z  wykorzystaniem analogow ATP.B1 Do  modyfikacji
posttranskrypcyjnej mozna zastosowaé enzymy o aktywnosci polimerazy takie jak:
polimeraza poliA (PAP), polimeraza 6, polimeraza DNA (Klenow) czy syntetyczne
rybozymy.[87: 137, 140-1471 \w tych wypadkach modyfikacja sprowadza si¢ do wydtuzenia
RNA od konca 3’ z udzialem analogéw NTP. Analogiczny efekt uzyskano poprzez
zastosowanie analogow UTP i terminalnej urydylotransferazy (TUTazy).* Innymi
transferazami, wykorzystywanymi do modyfikacji RNA, sg enzymy kapujace (np. VCE),
metylotransferazy (np. GlaTgs, Emcl, CAPAM, METTL) oraz transglikozylaza
guaninowa tRNA (TGT), wykorzystujace odpowiednio analogi GTP, S-adenozylo
metioniny (SAM) oraz niekanoniczej zasady azotowej (preQ). Ich zastosowanie wymaga
specyficznych elementow strukturalnych, takich jak 5'-trifosforan (VCE), 5’ kapu (grupy
GpppN, m’GpppN, m’GpppAmpN, enzymy GlaTgs, Emcl i CAPAM) lub nukleotydéw
purynowych znajdujacych w sekwencji specyficznie rozpoznawanej przez transferaze
(METTL i TGT).[242 149154 podobnie jak w wypadku transferaz, do modyfikacji zaleznej
od sekwencji RNA wykorzystano katalityczne kwasy nukleinowe i analogi GTP
(deoksyryboymy) lub ATP (rybozymy).*%5-3571 K atalizuja one reakcje miedzy grupa 2' OH
a trifosforanem (z eliminacjg pirofosforanu), ktérej selektywnos$¢ zapewnia sekwencja

katalitycznego kwasu nukleinowego, komplementarna do wybranego celu RNA.
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Rysunek 2.3.3: Wybrane reakcje enzymatyczne stosowane do znakowania i modyfikacji
MRNA.

Wyzej wymienione metody enzymatyczne byly wykorzystywane do wprowadzania
nienaturalnych grup funkcyjnych, ktore wykorzystano w nastepczej reakcji chemiczne;j.
(Rys. 3.2.4) To podejscie, okreslane jako metody chemoenzymatyczne, pozwala na
wprowadzenie grup o wysokiej i specyficznej reaktywnosci, przeprowadzenie
wieloetapowej modyfikacji oraz na rozszerzenie wachlarza docelowych modyfikacji. W
pierwszym etapie (enzymatycznym) wprowadzane byty grupy takie jak aminy, azydki,
alkeny i alkiny, ktore ulegaty nastgpczym reakcjom z estrami NHS, cykloaddycji (CUAAC,
SPAAC, iEEDA), ligacji Staudingera lub reakcji Suzuki.[}18 122 123,125-127, 130, 131, 136-138, 142,
151,152, 154, 158-161] § 7 czeg6lnie korzystne okazato si¢ zastosowanie pochodnych azydkowych
i reakcji SPAAC, co umozliwito selektywna modyfikacje i znakowanie mRNA in vitro i w

komorkach. [122. 130, 131, 137, 142, 160]
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Rysunek 2.3.4: Wybrane reakcje chemiczne stosowane do znakowania i modyfikacji
mRNA metodami chemoenzymatycznymi, oraz do bezposredniej reakcji chemicznej z
udziatem kompleksow platyny.

Niska wydajno$¢, ograniczona specyficzno$¢ substratowa i wysoki koszt
zwiekszania skali sg czestymi ograniczeniami metod opartych na reakcjach katalizowanych
przez biatka lub kwasy nukleinowe. Bezposrednia chemiczna modyfikacja RNA jest
wydajng alternatywag dla metod enzymatycznych. Niestety, tylko nieliczne metody
chemiczne zostaly zastosowane do bezposredniej chemicznej modyfikacji RNA (nie
uwzgledniajac syntezy modyfikowanych oligonukleotydow),[120 121, 162-165]

Jedna z bardziej unikalnych metod bezposredniej chemicznej modyfikacji RNA jest
oparta na reakcji oksydacyjnego rozszczepiania nadjodanem (inaczej reakcji
rozszczepiania nadjodanem lub utleniania nadjodanem, Rys. 3.2.5). W trakcie reakcji, 2',3'-
diol (wicynalny cis-diol) obecny w czasteczkach RNA (w obrebie rybozy na koncu 3') jest
przeksztatcany w acykliczng 1,5-dialdehydowa pochodna, ktora moze zosta¢ nastgpnie
sfunkcjonalizowana na drodze reakcji z odpowiednim N-nukleofilem. W
najwczesniejszych badaniach (w latach pieédziesigtych XX w.), rozszczepianie

nadjodanem zastosowano do analizy struktury kofica 3' RNA naturalnego pochodzenia.[*%:
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1671 pozniej zaobserwowano, ze w obecnosci pierwszorzedowych amin i hydrazydoéw, 1,5-
dialdehyd jest podatny na reakcje aminowania, prowadzaca do imin.[*8-17% Od tego czasu
zjawisko to zostato wykorzystane do sprzggania utlenionego konca 3' RNA z aminami lub
hydrazydowymi pochodnymi barwnikow fluorescencyjnych, biotyny, kwasow

nukleinowych, biatek i zywic (przeglad prac z lat 1952-2018 w Tab. 2).

RNA RNA RNA RNA
heg b e
E— — R —
J Z: HO™ N ~OH N
HO  ©OH o) & b

Rysunek 2.3.5: Schemat reakcji utleniajgcego rozszczepiania nadjodanem, nastepczej
reakcji aminowania z N-nukleofilem i redukcji do stabilnej pochodnej morfolinowej. X:
zasada azotowa.

Mozna wyr6zni¢ dwa podejscia stosowane w reakcji utlenionego RNA z N-
nukleofilami. Pierwsze podejscie obejmuje reakcj¢ dialdehydu z pochodng hydrazyny i
nastepcza izolacje RNA.I!8 711751 powstawanie imin jest odwracalne, przez co
wyizolowane produkty sa niestabilne. Obejsciem tego problemu jest zastosowanie
aminowania redukcyjnego (tj. aminowanie w obecnosci czynnikow redukujacych takich
jak borowodorek sodu lub cyjanoborowodorek sodu), co prowadzi do powstania stabilnej
pochodnej morfoliny.l16% 170, 176181 '\ przypadkach, w ktérych zastosowano
pierwszorzedowe aminy lub ich pochodne, wydajnos¢ redukcyjnego aminowania byta
znaczaco wyzsza niz aminowania,[16%177:180.1831 Cg jstotne, w ramach wyzej wymienionych
prac mozna zauwazy¢ duze zroznicowane warunkow na etapach utleniania i aminowania:
pH (5-10), czas reakcji (0.3 h—7 dni), temperatura (0-37 °C), stezenie nadjodanu (0.3 mM—
1 M), dlugo$¢ (1-350 nt) i stezenie (5 M—100 mM) substratu RNA oraz rodzaj i st¢zenie
N-nukleofila. Towarzysza im zroznicowane wydajnos$ci znakowania/modyfikacji (26—
99%). Mimo, iz w niektorych pracach parametry wptywajace na przebieg i wydajnosc
reakcji byty optymalizowane do pewnego stopnia, wzgledna reaktywnos¢ roznych N-
nukleofili, wptyw dlugoséci i stgzenia RNA, oraz inne kluczowe czynniki nie byly
systematycznie badane.

Tabela 1: Przeglad prac, w ktorych zastosowano enzymatyczne (ko- lub
posttranskrypcyjne), chemiczne lub chemoenzymatyczne metody modyfikacji RNA.

Il:(e):l:g; Miejsce Etapy Zastosowanie Rok
1) 5'-adenylacja przez lig. RNA 1
chemoenz. | fosforan 5’ | T4 z analogami ATP znakowanie in vitro 19970158]
2) Reakcja z estrem NHS
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Alkilacja odczynnikami

chem. fosforan 5’ . . modyfikacja in vitro 2016[162
diazowymi
' 1) konden.saq.a. fosfoegm1du synteza sond 199011631,
chem. fosforan 5 2) redukcja disiarczkow molekularnveh 20181120 121]
3) addycja Michaela Y
1) IVT z analogami AMP 2003 i
chemoenz. koniec 5’ (5'-R lub N6-R) znakowanie in vitro 200811251
2) Reakcja z estrem NHS
.o 1) IVT z 5'-nonborneno-GMP Lo [126]
chemoenz. koniec 5 2) reakcja iEEDA znakowanie in vitro 2011
.o 1) IVT z 5'-propargilo-GMP synteza sond [118]
chemoenz. koniec 5 2) CUAAC molekularnych 2013
1) IVT z dinukleotydem alkin-
chemoenz. koniec 5’ dUpG znakowanie in vitro 20141271
2) reakcja CuAAC
enz. Kap 5' IVT7Z analogami . znakowanie mRNA in 2013084
R-m’GpppG (R: barwnik . [129]
kotrans. (ryboza) . . vitro 2018
fluorescencyjny, biotyna)
enz. kap 5’ Kapowanie z VCFT ! . znakowanie mRNA in [149]
osttrans (ryboza) fluorescencyjnymi analogami vitro 2016
p ' ad GTP lub m’GTP
Kap 5’ 1) alkilacja przez GlaTgs z
enz. (zafada analogami SAM znakowanie in vitro 2013-2016
posttrans. N2G) ’ 2) reakcja CuAAC, SPAAC, (151, 159]
iEEDA i inne
enz. kap 3 D alkllaqla przez Eeml z znakowanie mRNA in 150
osttrans (zasada, analogami SAM vitro i w komorkach 2016
P ' N7G) 2) reakcja SPAAC
enz. kap 5 1) alkllaqla przez CAPAM z smakowanie mRNA in .
osttrans (zasada, analogami SAM vitro i w komorkach 20211
P ) N6A) 2) reakcja SPAAC
1) IVT z R-m’GpppG
Kap 5’ (R: NH, N3) znakowanie mRNA in 130, 131]
chemoenz. (ryboza) 2) reakcja z estrem NHS lub vitro i w komorkach 2017
SPAAC
Kap 5' 1) IVT z 5'-etynylo-GDP modyfikacja mRNA in [161]
chemoenz. (mostek) 2) reakcja CuAAC vitro 2017
enz. Kap 5' IVT z FAM-Capl (trinukleotyd znakowanlc? (122, 123]
Kotrans (ryboza) m’GpppNpG) fluorescencyjne 2021112
) Y PPPTP mRNA in vitro
Wewngtrzne | IVT z fluorescencyjnymi znakowanie 132
enz. . . . ) 200101321
nieselektywne | analogami 5-R-UTP (R: barwnik fluorescencyjne [133]
kotrans. . L 2007
(zasada) fluorescencyjny) mRNA in vitro
Wewngtrzne reakcja z udziatem reaktywnych znakowanie
chem. nieselektywne Kom Jleks()w latvn (II)y Y fluorescencyjne 200301641
(zasada) P pratyny mRNA in vitro
Wowneirme | iy 5 adzilen
chem. nieselektywne . X znakowanie in vitro 2020016]
(zasada) funkcjonalnych aldehydow
2) reakcja SPAAC
enz Wewngetrzne | IVT z fluorescencyjnymi znakowanie
) nieselektywne | analogami tCTP (tricyklicznej fluorescencyjne in 20101341
kotrans. :
(zasada) cytydyny) vitro
Wewnetrzne
koirrljﬁs selektywne | PLOR (modyfikacja metody IVT) znakowanie in vitro 20[11355,7123?]1 8
' (zasada)
Wewnetzne | 4 1yt analogami 5-N-UTP lub znakowanie 2016113,
chemoenz. | nieselektywne 5-etynylo-UTP fluorescencyjne in 201911371
(zasada) yny vitro i w komorkach
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2) reakcja CuAAC, SPAAC lub
ligacja Staudingera

Wewngetrzne .
chemoenz. | nieselektywne g i;{j:%ﬂ;fﬁiml >-I-UTP znakowanie in vitro 20180138]
(zasada) J
Wewnetrzne . .
koirrl;ﬁs nieselektywne gg)z analogami ATP (0-S i a- modyfikacja in vitro 2020187
) (mostek) }
enz Wewngtrzne | IVT z fluorescencyjnymi znakowanie
Kotrans nieselektywne | analogami tCTP (tricyklicznej fluorescencyjne in 20210139
) (zasada) cytydyny) vitro
enz. V:eel\gl?tqtgrtll: gﬁgigeszgszaqg ?nlggr;iio cami znakowanie in vitro i 20151
posttrans. (zasgda) preQ Yy & w komorkach 2017053
1) reakcja cykloaddycji z
chem Wewnetrzne | udzialem N6 i N1 adeniny i synteza sond 201612018
’ selektywne | reaktywnego oligonukleotydu molekularnych (175, 186]
2) reakcja CuAAC
Wewngetrzne D transfer. zasady z TGT i znakowanie i regulacja
chemoenz. | selektywne analogami preQ o translacji mRNA in 20180154
‘ 2) reakcja iEEDA Iub fotoliza i . .
(zasada) . .. vitro 1 w komoérkach
aktywacja translacji
enz steel\évl?t@t\fvzrrllee 1) alkilacja przez METTL3-14
pos ttrans (zase}llda lub METTL16 z analogami SAM znakowanie in vitro 20210152
N6A) 2) reakcja CuAAC
wewngetrzne .. 155
. . znakowanie i synteza 200701531,
posttrans. se(i’eyl;tg;vlr)le deoksyrybozymy i analogi GTP sond molekularnych 01401561
wewngetrzne .. .
. . znakowanie 1 synteza 20191
posttrans. se(i;l;tg;:)le rybozymy i analogi GTP sond molekularnych 20200157
elongacja z udziatem rybozymu o smakowanie i
posttrans. koniec 3’ aktywnoéci polimerazy i T 2018147
analogow NTP modyfikacja in vitro
— - =
po:tltlrze{ns koniec 3’ Eiapqa przez lig. RNATTA 2P| i nakowanic RNA 1978017
1) ligacja przez lig. RNA1T4 z
chemoenz. Koniec 3’ propargilo-pUp synteza sond 20130181
2) CuUAAC molekularnych RNA
enz. koniec 3’ Eﬁi?ezferrzlsz 'Eg;nlilljrz:llloTjnZli synteza sond 2017-2020
posttrans. PNp ymy & molekularnych RNA [Hs-121]
1) ligacja przez lig. RNA1T4 z Z;?;ioy;nﬁzr?ﬁs}?
chemoenz. Koniec 3’ analogami pR°Ap ’ 202101221231
2) SPAAC synteza sond
molekularnych RNA
posetl:rzéns k"ggf A3 / Z‘?gga‘”a przez PAP z analogami | yio/nakowanie RNA | 19930140
koniec 3’/ .
chemoens poliA ;z:llsnag;?i%ﬂzez PAPZ znakowanie mRNA in | 2012-2021
"| (zasada lub 2) rea%(c'a SPAAC. CUAAC vitro 1 w komorkach [137, 141, 142]
ryboza A) . ’
enz. konz)e;ic A3 / elongacja przez PAP z analogami modyfikacja i 2020187]
posttrans. (1211)ﬁcuch) ATP (a-S i 0-BH3) translacja mRNA
enz elongacja na matrycy DNA przez 199601431,
ost trains koniec 3’ polimeraze DNA T (Klenow) z o~ | radioznakowanie RNA 20160144
P ' 2p ATP 20170145]
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enz. . , elongacja przez polimeraze¢ 0 z Lo [146]
posttrans. koniec 3 analogami dUTP i ddUTP znakowanie in vitro 2019
enz elongacja przez TUTazg z
' koniec 3’ fluorescencyjnymi analogami znakowanie in vitro 202001481
posttrans.
UTP
1) utlenianie nadjodanem
chem. koniec 3’ 2) aminowanie / aminowanie rézne Tabela 2
redukcyjne

Tabela 2: Przeglad prac, w ktorych zastosowano modyfikacje rybonukleotydéw lub RNA
za pomocg utleniajgcego rozszczepiania nadjodanem i aminowania lub aminowania
redukcyjnego. Wz: wydajno$¢ znakowania. *Wydajno$¢ o0szacowana na podstawie

zaprezentowanych w publikacji

danych,

niepodana bezposrednio.

**Wydajnos¢

znakowania lub podwojnego znakowania (utleniania, aminowania i naste¢pczej reakcji

CuAAC).
Warunki L .
Substrat o . Nukleofil Warunki aminowania Wz Rok
utleniania
100 mM substrat, 1952 i
100 mM NalOs, 24 brak Brak 195311661
h @25°C bd
1 mM substrat, 1 33 mM dialdehyd, 200
mM NalOg, pH 5-6, glicyna mM nukleofil, pH 8, 16 h 195501671
0.5 h @25°C @?25°C
1 mM substrat, 1 ! Il\r/l[M (LI? ldfe};y(c)l ’ 11 (()) _1(1)\2
mM NalOs, pH 5-6, | metyloamina | o 00 cO0 i T bd 196101701
0.5 h @25°C NaBHa, pH 5-10, 1-20 h
@?25°C
60 mM substrat, 7 mM dialdehyd, 33 mM
100 mM NalO4, pH metyloamina nukleofil, 90 mM NaBHa, T7% 19630167
5-6, 0.3 h @25°C pH >8, 18 h @25°C
Adenozyna, hydrazyd kwasu .
AMP. ATP 20 mM substrate, izonikotynowego 10 mM dialdehyd, 10 mM 70-
N}’)N > | 100 mM NalO4, pH b nukleofil, pH 5-9,2 h 99% 197401711
2-7,0.5h @4°C @25°C
benzoesowego
karboksylaza 0—-6 mM dialdehyd, 10-20
0.1 mmol NalOg, . . U/ml enzym, 0-60 mM bd 1976L176]
pH7, 1 h@4cc | Prosromanowa NaBH4, pH 8.4, 0.6
(enzym) h@25°C
50 mM dialdehyd, 140
lievna mM nukleofil, 250 mM bd
ghey NaBH;CN, pH 8,2 h
176 @37°C 177
Jak w 197617 0.8 mM dialdehyd, 0.8 pM 1985177
immobilizowany nukleofil, 0-53 mM bd
diaminoheksan NaBH;CN, pH &, 2 h
@37°C
5 mg/ml RNA, 100 | hydrazyd kwasu | 5 mg/ml dialdehyd, 12 mM
mM NalOg, pH 5.0— | 2-hydroksy-3- nukleofil, pH 5,2 h bd 196011681
6.0, 1 h @25°C naftowego @37°C
tRNA i 0.5-3 mg/ml RNA, Q.l puM—0.1 mM
rRNA hydrazyd dialdehyd, 12 mM
25 mM NalO4, pH . bd 19720187
(70-350 nt) 5.0-6.0, 1 h @25°C agarozy (ztoze) nukleofil, pH 5, 0.2-2 h
T @25°C
fluorescencyine ~5 mg/ml dialdehyd, ~2
jak w 196011681 Y] mM nukleofil, pH 5.6,2h | ~60%* | 1974[172
hydrazydy, @37°C
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semikarbazydy i

karbohydrazony
~0.1 mM RNA, 1 M tiosemikarbazyd ~0.5 mM dialdehyd, 10
KIO4,pH 5,0.5h fluoresceiny mM nukleofil, pH 5.6, 16 h | ~85%%* 1994(1731
@0°C @0°C
1 mM nukleofil, pH 8.0, 5
3 mM NalO4, pH etylenodiamina, mM NaBH;CN, 1 h ~80- 19940178]
54,1 h@25°C diaminoheksan @37°C, dalej + 5 mM 99%*
NaBHas, 0.2 h @37°C
30 M RNA, 40 30 uM dialdehyd,6102rillM 19950179
mM KIO, 1 h hydrazyd nukleofil, pH 5.6, bd 20090111
@25°C biotyny @37°C, dalej + 40 mM 20100182
NaBHg4, pH 8, 0.5 h @4°C
50 uM RNA, 2.5 tiosemikarbazyd 50 uM dialdehyd, 1 mM
mM NalOy, pH 5, fluoresceiny nukleofil, pH 5.0, 16 h bd 200011881
0.9 h @0°C @0°C
100 mM NalOy, pH | hydrazyd lucifer | 100 mM nukleofil, pH 5.0, 990 19951891
5, 1.5 h @25°C yellow 4 h @25°C
mMzNI?IO%gIé 6.0, 5'-amino RN NaBH:CN, pH 6.0, 168 h | ~227°
@ @25°C
. 25 uM dialdehyd, 1 mM
O}‘%ITN‘? 5 uM RNA, 30 mM o S'-ami nukleofil, 5 mM
(17-2100 | "Na10, pH 6.0, 1 h | 21alog d'amm‘" NaBH:CN, pH 8.0,2h | ~50%* | 201401%0
@25°C cytydyny @37°C, dalej + 5 mM
NaBHy, 0.2 h @37°C
10-200 uM RNA, 10—200151M f(viialdehyd, 4110}? ~99%*.
100 mM NalOs, pH | propargiloamina mM nurieolt’, pH 7.7, 7 20170183
5,0.5 h @37°C @37°C, dalej + 100 mM QRO+
e NaBH:CN, 0.5 h @37°C
regulatorowe | 27 uM RNA, 2.5 17 uM dialdehyd, 0.5 mM 26—
RNA mM NalOs4, pH 5.5, | hydrazyd Cy3 nukleofil, pH 7.0, 16 h 37%, 20180173
(>300 nt) 1.5 h @25°C @25°C 5%**
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Metody cyklizacji RNA

Szczegdlng forma modyfikacji jest cyklizacja, rozumiana jako kowalencyjne
potaczenie koncoéw 5’ i 3’ RNA. Obecnie znane metody cyklizacji RNA oparte sg na
reakcjach chemicznych, enzymatycznych lub reakcjach autokatalitycznych, angazujacych

sekwencje zawarte w prekursorach circRNA (pre-circRNA, Rys. 3.2.6).

Cyklizacja autokatalityczna (sytem PIE)

Cyklizacja chemiczna i enzymatyczna Wesselhoeft 2018 G-OH 1
Namakoto 2020 H prekursor
RA MY e
5 3 s L f~f.>\,..., E2 IRES ORF E1
T0-p=0 NN , ’
RNA N o 1 «IE'- \u 3’ Intron 5’ Intron
® ;uf:;kw, . ° :0 ¥ ") £0C, HOBt ,OSLO °:f:;
g o é D</n I n/) §E 2%
HN  OH | k z G-
o OoH r
A g
Dwueapowa synteza circRNA produkty przej$ciowe
o
o—il?'—o' 5 FHN 1) EDC, HOBY, o_ﬁ_n 2)ligaza RNA 2, o_ﬁ_;‘.
< o DNA (szyna) o DNA (szyna) < o \
—_— Emm——
o
OHY & 0‘-%"-0 O—E—o/
" 3-HO P-5' o
Jednoetapowa synteza circRNA
shiss i DNA 55y EDC, 2y
= " (szyna) HOBt O—EjN
> > produkty
o o 55 ]i p ;E ﬂ
- H oI G-
R [
o 3HN P-5' o
v 3’ Intron 5’ Intron

Rysunek 2.3.6: Wybrane przyktady cyklizacji kodujacego RNA za pomoca metod
chemicznych, enzymatycznych i autokatalitycznych.

Chemiczna cyklizacja wykorzystuje syntetyczne pre-circRNA, takie jak 3'
fosforylowane RNA lub 3'-amino RNA, ktére ulegaja kondensacji (z 5'-OH lub 5'-
fosforanem odpowiednio) indukowanej bromocyjanem (BrCN) Ilub 1-etylo-3-(3-
dimetyloaminopropylo)karbodiimidem  (EDC).*®)  Chemiczna synteza kwasow
nukleinowych w fazie stalej jest dogodng metodg otrzymywania modyfikowanych
oligonukleotydow, jednak nie nadaje si¢ do produkcji dlugich (> 200 nt) sekwencji RNA.
W konsekwencji, circRNA otrzymywane metodami chemicznymi koduja stosunkowo
krotkie sekwencje (oligopeptydowe epitopy, np. FLAG tag) i majg ograniczone
zastosowanie w konteks$cie dostarczania genow.

Enzymatyczng cyklizacj¢ mozna przeprowadzi¢ z pomoca ligaz, w szczeg6lnosci T4
RNA ligazy | oraz 11.5% 1921 Oba enzymy wymagaja 5’ monofosforylowanych prekursorow.
W pierwszej kolejnosci, prekursory sg adenylowane na koncu 5', a nastepnie ligowane z
grupa 3 OH rybozy.'® Ligacja moze zachodzi¢ miedzyczasteczkowo lub

wewnatrzczasteczkowo, co prowadzi odpowiednio do oligomeryzacji lub cyklizacji

61



prekursora. Zaobserwowano, ze aktywnos$¢ ligaz jest silnie zalezna od dtugosci i sekwencji
pre-CircRNA, co jest niekorzystne z perspektywy ich zastosowania.[°6-58 194, 191

Jedne z najskuteczniejszych metod cyklizacji RNA wykorzystujg aktywno$é
katalitycznych kwasow nukleinowych.[56-58: 1951981 przykiadem jest cyklizacja RNA in vitro
przy uzyciu systemu PIE (ang. permuted intron-exon) i zoptymalizowanych sekwencji
intronowych zaangazowanych w autokatalityczny splicing.’® 51 Pre-circRNA
wykorzystywane w systemie PIE sktadajg si¢ z sekwencji docelowego circRNA (np.
zawierajacej URT/IRES 1 ORF) oflankowanej sekwencjami przepotowionych
intronow.%¢1 Taki uktad pozwala na zajscie autokatalitycznego splicingu wstecznego (ang.
backsplicing), ktory prowadzi do utworzenia circRNA i eliminacji sekwencji
przepotowionych intronéw. Kolejnym przyktadem jest zastosowanie systemu Tornado
(ang. Twister-optimized RNA for durable overexpression) do cyklizacji RNA in vitro oraz
w komorkach.*¥1 W tym wypadku cyklizacja zachodzi z udziatem flankujacych sekwencji
rybozymu Twister. W wyniku spontanicznej reakcji rybozymow, powstaje prekursor
zawierajacy grupe 5’-OH (na koncu 5) oraz 2’,3'-cykliczny fosforan na koncu 3, ktore sa
wykorzystywane w wewnatrzczasteczkowej ligacji katalizowanej przez ligaze RtcB.
Metody oparte na aktywno$ci autokatalitycznych kwasow nukleinowego wymagaja
projektowania i optymalizacji na poziomie sekwencji, co ogranicza ich zastosowanie (nie
moga by¢ zastosowane do cyklizacji pre-circRNA o dowolnej sekwencji). Ponadto
aktywnos¢ autokatalityczna moze zosta¢ zaburzona poprzez wprowadzenie chemicznych

modyfikacji (np. niekanoniczych zasad azotowych na etapie 1VT).[7]
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Czesc¢ II: Cel 1 wyniki badan
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Cel badan

Podstawowym celem niniejszej pracy badawczej bylo opracowanie metod pozwalajacych
na selektywng modyfikacje chemicznej struktury koncow 5’ oraz 3" RNA. RNA jest
tancuchowym polimerem, w ktorym konce 5’ oraz 3’ sg strukturalnie unikalne. Dzigki swej
unikalnosci, miaty zosta¢ wykorzystane do regioselektywnej modyfikacji RNA.
Modyfikacja konca 3’ miata by¢ osiggnigta za pomocg bezposredniej metody chemicznej
— potaczeniem nastepczych reakcji oksydacyjnego rozszczepienia 2',3'-diolu rybozy i
aminowania redukcyjnego. Modyfikacja konca 5’ miata odby¢ si¢ za pomoca metody
chemoenzymatycznej, kombinacji transkrypcji in vitro oraz chemii bioortogonalnej. Ta
strategia miata pozwoli¢ na regioselektywne i niezalezne wprowadzenie znacznikow
(przyktadowo barwniki fluorescencyjne czy hapteny) lub innych grup funkcyjnych, w
obrebie struktury RNA. Swoistym rozszerzeniem koncepcji funkcjonalizacji koncow 5' i
3’ miala by¢ chemoenzymatyczna cyklizacja RNA, w trakcie ktorej sfunkcjonalizowana
grupa 5' konca brataby udzial w wewnatrzczasteczkowej reakcji aminowania redukcyjnego
z utlenionym koncem 3'. Kolejnym celem badawczym bylo ustalenie wptywu modyfikacji
(funkcjonalizacji lub cyklizacji) RNA na jego wlasciwosci biochemiczne, biofizyczne i
biologiczne. W szczegdlnosci, ustalony mial by¢ wptyw modyfikacji na mobilnos¢
chromatograficzng i1 elektroforetyczng, wtasciwosci fluorescencyjne, oraz podatno$¢ na
aktywnos$¢ nukleolityczng. Badania miaty rowniez obja¢ proces translacji i bioobrazowania
modyfikowanego RNA w uktadach in vitro oraz in vivo. Ostatecznym celem badan byto
otrzymanie 1 zastosowanie modyfikowanego RNA jako sond molekularnych czy nosnikoéw
terapeutycznej informacji genetycznej. Cele badan zostaty zilustrowane na nastepnej

stronie.
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1. Modyvfikacja konca 3' RNA

1. 1. Zalozenia i strategia badan

Pierwszym celem badawczym byto opracowanie mozliwie prostej, wydajnej oraz
uniwersalnej metody pozwalajacej na selektywna modyfikacj¢ struktury konca 3’
wielkoczasteczkowego RNA (w szczegdlnosci mRNA). W momencie rozpoczecia prac
(rok 2018), opublikowane metody enzymatyczne i1 chemoenzymatyczne zostaly
wykluczone ze wzgledu na ich ograniczong wydajnos$¢ (ligaza T4, polimeraza 6), brak
kontroli nad umiejscowieniem (polimeraza T7) lub liczbg wprowadzanych modyfikacji
(polimerazy poliA i T7). Dodatkowymi barierami byly ograniczenia wynikajace ze
specyficznos$ci substratowe] oraz kosztow produkcji enzymow, czy z dostgpno$ciag
analogow ich substratow lub kofaktorow. W swietle tego, sktoniono si¢ ku zastosowaniu
metody chemicznej — oksydacyjnego rozszczepienia 2',3'-diolu rybozy nadjodanem i
nastgpczego aminowania redukcyjnego. W celu uproszczenia zapisu, metoda ta bedzie
okreslana mianem ,,PORA”, co stanowi akronim od sformutowania w jezyku angielskim:
periodate oxitation and reductive amination.

Zastosowanie metody PORA mialo potencjalnie oming¢ wiele z wyzej wymienionych
ograniczen charakteryzujagcych metody enzymatyczne 1 chemoenzymatyczne. W
szczegllnosci, mechanizm rozszczepiajacego utlenienia miat zapewni¢ wysoka
regioselektywnos$¢ 1 kontrole¢ nad liczba wprowadzonych modyfikacji. Ponadto, w
przeciwienstwie do reakcji bioortogonalnych, rozszczepiajace utlenienie angazuje
naturalny element struktury RNA (wicynalny 2'.3’-cis diol rybozy), co pozwala
przeprowadzi¢ t¢ reakcj¢ bezposrednio na niemodyfikowanym kwasie rybonukleinowym.
Stosujac metody enzymatyczne, budowa i charakter podstawnika, ktory stanowi docelowa
modyfikacje konca 3" RNA, jest ograniczony do struktury analogow nukleotydow.
Przyktadowo, analogow nukleotydow wyposazonych w barwniki fluorescencyjne, hapteny
czy podstawniki bioortogonalne. Mechanizm aminowania redukcyjnego wykorzystuje
czasteczke N-nukleofila, co znaczaco rozszerza wachlarz potencjalnych podstawnikow i
typow modyfikacji. W szczegdlnosci, 6w N-nukleofil moze stanowi¢ element powierzchni
nanoczgstki, peptydu, biatka, czy modyfikowanego kwasu nukleinowego. Kolejng zaleta
metody PORA jest jej niski koszt, wynikajacy z zastosowania prostych odczynnikow
chemicznych (t.j. pierwszorzedowe aminy, metanadjodany i cyjanoborowodorki).
Zardéwno zalety 1 wady metody PORA, wynikaja z jej oparcia na posttranskrypcyjnych

reakcjach chemicznych. W obecnosci katalizatora (t.j. enzymu) reakcje zachodzg szybciej,
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przez co mozna prowadzi¢ je w tagodniejszych warunkach. Stosunkowo niska stabilno$¢
wielkoczasteczkowego RNA dyktuje zastosowanie mozliwie tagodnych warunkow. W
szczegolnosci, oznaczato to konieczno$¢ prowadzenia reakcji w roztworze wodnym o
obojetnym odczynie (pH 6-7), w niskiej temperaturze (0-40 °C) i mozliwie krotkim czasie.
Zastosowanie PORA ma swoje korzenie w latach pi¢c¢dziesigtych dwudziestego wieku. Od
tego czasu zostala wykorzystana do modyfikacji nukleozydow, nukleotydow,
oligonukleotydéw, tRNA i rRNA. Mimo tego, w pracach z lat 1952-2018 metoda PORA
nie zostata wystandaryzowana czy wystarczajaco zbadana pod katem wplywu struktury N-
nukleofila, czy rozmiaru i stezenia substratu RNA. Co wigcej, nie znalazta zastosowania
do RNA o dlugosci przekraczajacej 400 nukleotydow, w szczegdlnosci do modyfikacji
MRNA (patrz Tab. 2 w rozdziale 2.3 Metody modyfikacji kodujgcego RNA).

Ze wzgledu na ograniczenia dostepnych metod analitycznych, dazono do
rozdzielenia problemow wynikajacych z przebiegu reakcji chemicznych (utleniania 1
redukcji) od problemow wynikajacych z wtasciwosci wielkoczasteczkowego RNA. W tym
celu zastosowano oddolng strategic badawczg (ang.: bottom-up approach). W praktyce
oznaczato to rozpoczgcie badan od prob modyfikacji na matoczasteczkowych modelach

konca 3" RNA i stopniowe zwigkszanie ich rozmiaréw (Rys. 1.1).
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Rysunek 1.1: Strategia badan nad modyfikacja konca 3" RNA. A) Schemat metody
modyfikacji na drodze rozszczepiajacego utleniania
redukcyjnego (PORA). B) Dobdr metod analitycznych (oraz ich rozdzielczos¢) w

zalezno$ci od rozmiaru modelowego RNA.
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1. 2. Przebieg aminowania redukcyjnego w zaleznosci od doboru N-
nukleofila

Jako pierwszy, matoczasteczkowy model konca 3’ RNA, obrano 5’-monofosforan
guanozyny (GMP). Wybor ten byl podyktowany jego dostepnoscia (dostepny handlowo,
tani), dobrg rozpuszczalno$cia w wodzie (lepszg niz rybonukleozydow) czy optymalnymi
wlasciwosciami chromatograficznymi (czasy retencji krotsze niz dla AMP i znacznie
wigksza retencja niz dla UMP czy CMP). Co najistotniejsze, rozmiar czasteczki GMP miat
pozwoli¢ na z wysokorozdzielczg analize produktow za pomocg metod HPLC i MS,
potencjalnie dajac wglad w przebieg transformacji rybozy.

W pierwszej kolejnosci podjeto proby otrzymania dialdehydowej pochodnej GMP
(GMP-dial, Rys. 1.2.1) w wyniku rozszczepiajacego utlenienia nadjodanem potasu (KIO4).
Utlenianie zachodzito szybko i ilosciowo, pod warunkiem, ze reakcja byta prowadzona bez
dostepu do $Swiatta. Wyizolowany na drodze stragcania GMP-dial pozostawal stabilny w
trakcie przechowywania w formie zamrozonego roztworu. Rozmrozony roztwor GMP-dial
byt wykorzystywany w probach aminowania redukcyjnego. Aminowanie redukcyjne byto
prowadzone w tagodnych warunkach (30°C, pH 6.0, czas reakcji ponizej dwoch godzin),
przy zastosowaniu niskiego stezenia GMP-dial (1 mM), ré6znych N-nukleofili (monoamin
alifatycznych, diamin, tioamin, aminokwaséw, etanoloaminy i hydrazyny) w dwukrotnym
nadmiarze (1-2 mM, dwie grupy NH: na czasteczke GMP-dial) oraz cyjanoborowodorku
sodu jako reduktora (NaBH3CN, 10 mM). Probki mieszanin reakcyjnych byty pobierane w
punktach czasowych (co 20 min) i analizowane za pomocg HPLC i MS (Rys. 1.2.1-1.2.3).
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Rysunek 1.2.1: Aminowanie redukcyjne GMP-dial w zalezno$ci od N-nukleofila. A)
Schemat reakcji. B-D) Profile HPLC produktow reakcji, ktore zostaly nastepnie
zanalizowane za pomocg MS.

Najwigksze roznice w przebiegach reakcji objawiaty si¢ pod wpltywem zmiany
nukleofila (zwiazki 1-10 na Rys. 1.2.1). W wypadku wigkszo$ci z nich powstawaty
niewielkie Iub sladowe ilo$ci produktéw aminowania redukcyjnego (Rys. 1.2.1B-C). Trzy
nukleofile: hydrazyna (9), cysteamina (7) oraz etylenodiamina (10), wyrozniaty si¢ pod
katem reaktywnosci. Reakcja migdzy GMP-dial a hydrazyng prowadzita do cz¢$ciowe;j
(~50% po 60 min reakcji) konwersji substratu do morfolinowej pochodnej GMP (Rys.
1.2.2B, zwiazek 1V). W reakcji z cysteaming powstawal produkt inny niz analogiczna
pochodna morfoliny. Na podstawie wynikow analizy MS oraz opublikowanych badan
dotyczacych reakcji migdzy aldehydami a cysteaming lub aminokwasami*®! uznano, iz
jest to produkt zawierajacy pierscien tiazolidynowy (Rys. 1.2.2A, zwigzek I1I). Wylacznie
w trakcie reakcji z etylenodiaming (EDA), GMP-dial ulegat niemal catkowitej konwersji

do pozadanego produktu GMP-EDA (Rys. 1.2.1D, Rys. 1.2.3 zwigzek V).
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Rysunek 1.2.2: Przebieg i analiza produktow aminowania redakcyjnego GMP-dial w
obecnosci cysteaminy (A) lub hydrazyny (B).

Te obserwacje stanowity podstawe do dalszych badan nad mechanizmem reakcji
aminowania redukcyjnego miedzy GMP-dial i EDA (Rys. 1.2.3). W tym celu, badano jej
przebieg pod wplywem zmiennego pH (4.5, 6.0 lub 8.0) i stezenia cyjanoborowodorku (1
lub 10 mM). W pH 4.5 reakcja prowadzila selektywnie do GMP-EDA oraz ulegata
przyspieszeniu przy wyzszym st¢zeniu reduktora. Zwigkszenie pH z 4.5 do 6 dodatkowo

zwigkszato szybkos$¢ reakcji 1 konwersj¢ do GMP-EDA. W pH 8 reakcja migdzy EDA a
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GMP-dial zachodzita rownie szybko co w pH 6, jednak prowadzita glownie do cze$ciowo
zredukowanej, iminowej pochodnej (Rys. 1.2.3A, zwiazek IV). Na tej podstawie okreslono
optymalne warunki aminowania redukcyjnego (pH 6, 10 mM NaBH3CN) bedace punktem

odniesienia w pozniejszych eksperymentach.
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Rysunek 1.2.3: Przebieg i analiza produktow reakcji aminowania redukcyjnego miedzy
GMP-dial a etylenodiaming. A) Struktury bedace interpretacjg widm masowych pikow o
oznaczonych czasach retencji. B-D) Profile HPLC produktéw reakcji prowadzonych w
zmiennym warunkach pH (4.5, 6.0 lub 8.0) oraz stgzenia NaBH3CN (1 lub 10 mM).

W trakcie reakcji biegnacych przy nizszym stezeniu reduktora, zaobserwowano
powstawanie dwodch izomerycznych produktéw posrednich. Powstawaty one w

proporcjach zaleznych od pH, a ich masy monoizotopowe odpowiadatly pochodnej
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iminowej 1 imidazolidynowej (Rys. 1.2.3A, zwigzki II i IIl) — czasteczkom o strukturze
analogicznej do produktow reakcji z cysteaming (Rys. 1.2.2A, zwigzki Il 1 IIT). Ponadto, w
trakcie reakcji z EDA nie zauwazono charakterystycznego produktu posredniego, analogu
2,4-morfolinodiolu (t.j. zwigzku II z Rys. 1.2.2B).

Na tej podstawie zaproponowano mechanizm reakcji wykorzystujacy powstawanie
alternatywnego  produktu  posredniego: analogu zawierajgcego  ugrupowanie
imidazolidynowe (Rys. 1.2.3 zwigzek III). Obecnos¢ motywu N-C-C-Nukleofil (jak w
wypadku EDA, cysteaminy czy etanoloaminy) mialaby umozliwia¢ powstawanie
pieciocztonowego ugrupowania zawierajacego atom wegla 2’ lub 3’ nukleotydu (Rys.
1.2.4). W zwigzku z tym, spodziewano si¢ wplywu grupy nukleofilowej (OH, NH2, SH) na
jego formowanie oraz na szybko$¢ reakcji. Dodatkowo, wptyw grupy nukleofilowej bytby
zalezny od pH, ze wzgledu roznice pKa sasiadujacej grup aminowej (7.6)12%! tiolowej
(~8.2)% ¢czy hydroksylowej (~16)2%. W przypadku EDA, obecnos¢ dwoch
nukleofilowych atoméw azotu miataby pozwala¢ na zajécie czteroetapowej transformacii,
sktadajacej si¢ z dwukrotnej redukcji i dehydratacji, prowadzacej do GMP-EDA.
Zaproponowany mechanizm jest zgodny z wynikami badan nad reakcjami miedzy
omawianymi N-nukleofilami z aldehydami oraz mig¢dzy dialdehydowymi pochodnymi
rybonukleozydow z tris(hydroksymetylo)aminometanem**],

Zaproponowany mechanizm nie wykluczal mozliwosci, w ktorej N-alkilowe
pochodne EDA wykazywalyby podobng reaktywno$¢ co EDA. Ten wniosek postuzyt do
zaprojektowania nowego wariantu metody PORA, ktora miata by¢ podstawa do osiagnigcia
podstawowego celu badawczego — selektywnej modyfikacji struktury chemicznej konca
3’ RNA.
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Rysunek 1.2.4: Schemat reakcji, ktorym ulega GMP-dial w warunkach aminowania
redukcyjnego. Mechanizmy reakcji w obecnosci trzech N-nukleofili zaproponowano na
postawie zjawisk opisanych w literaturze oraz zaobserwowanych w trakcie badan.
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1. 3. Modyfikacja RNA za pomocg analogow EDA

By zweryfikowac¢ t¢ hipoteze, przeprowadzono synteze szeregu pochodnych EDA.
W tym celu postuzono si¢ metodami chemii klik, w szczego6lnosci reakcja CuAAC oraz
estrami NHS (Rys. 1.3.1). To pozwolitlo na przeprowadzanie jednoetapowych syntez
analogow EDA, wychodzac z prostych lub dostgpnych handlowo prekursoréw.
Podstawowymi  prekursorami byty dietylenotriamina (DETA) i N-
(propargilo)etylenodiamina (PEDA), oraz pochodne barwnikéw fluorescencyjnych (Cy3,
Cy5, FAM i pHrodo), biotyny czy cyklooktynu (DBCO). Przeprowadzono rowniez syntez¢
N-(2-azydoetylo)etylenodiaminy (AEEDA), w celu poszerzenia wachlarza potencjalnych
modyfikacji konca 3’ RNA.

DETA % ester NHS
H\// N+ Cu N:N\N@
HNT * N e /\/H\/g/
PEDA H2N
H s\ H
H B
N Z "N\ N NH
e T e Tk
o o)
AEEDA
Biot-EDA
HO5S SOy’
- W
/ n
H N\/\ /\/
FAM-EDA H
H N:N\ N
HN NN AN
Cy3-EDA n=1
Cy5-EDA n=2

H,N
\/\N/\/ M
pHrodo-EDA DBCO-EDA O

ulega redukcji ulega redukcji

Rysunek 1.3.1: Struktury analogéw EDA oraz schemat ich syntezy (reakcje CUAAC oraz
estrtow NHS). Analogi pHrodo-EDA oraz DBCO-EDA okazaly si¢ nieodpowiednie do
przeprowadzenia aminowania redukcyjnego ze wzgledu na ich podatno$¢ na czynniki
redukujace.

W pierwsze] kolejnosci przeprowadzono proby PORA z wykorzystaniem 5'-

monofosforanu triurydyny (pUs) oraz PEDA (Rys. 1.3.2). Zaobserwowano, ze reakcja
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utleniania zachodzita szybko, jednak jej produkt (pUs-dial) byt podatny na rozktad w
trakcie izolacji. Zoptymalizowano utlenianie pUz pod katem czasu i stezenia KIOs. Udato
si¢ znaczaco zmniejszy¢ stezenie utleniacza (z 30 mM do 1 mM) przy zachowaniu
krotkiego czasu reakcji (20 min) i obnizeniu temperatury (z 30°C do 25°C). W celu
optymalizacji aminowania redukcyjnego badano przebiegi reakcji przy roznych stezeniach
pUs-dial (10, 100 lub 1000 uM), PEDA (0.1, 1.0 lub 10 mM) oraz NaBH3CN (5, 50, 500
mM) (Rys. 1.3.2). W obecnosci wyzszych stezen PEDA (1 i 10 mM) oczekiwany produkt
pUsz-EDA-P powstawal w sposob wydajny i selektywny (68-99%). Przy jej najnizszym
stezeniu (0.1 m) zaobserwowano zachodzenie reakcji eliminacji (do pU2p) oraz redukcji
(do pUs-diol) i znacznie obnizenie wydajnos$ci aminowania redukcyjnego (5-16%). Na
podstawie wynikow optymalizacji zaproponowano protokét PORA, bedacy dwuetapowym
procesem odbywajacym si¢ w jednym naczyniu (Rys. 1.3.3). W pierwszej kolejnosci
roztwor pUsz (0.1-1 mM) byt inkubowany przez 30 min w ciemni, w temperaturze 25°C i
w roztworze nadjodanu (1.0-1.5 mM). Nastepnie do mieszaniny dodawano rozwory buforu
(koncowo 100 mM KH2PO3 pH 6), NaBH3CN (koncowo 20 mM) oraz analogu R-EDA
(konncowo 1 mM) i kontynuowano inkubacj¢ przez dwie godziny. W ten sposob otrzymano
analogi trinukleotydu (pUs-EDA-R) zawierajace grupy 3’-aminowe, -azydkowe, -
alkinowe, sulfo-cyjaninge 3 (Cy3), sulfo-cyjnaning 5 (Cy5), biotyng czy
karboksyfluoresceing (FAM) z wydajno$ciami rzedu 75-99%.

W celu poréwnania reaktywnosci analogow R-EDA z innymi N-nukleofilami
przeprowadzono pomiary kinetyki aminowania redukcyjnego. Za pomoca HPLC mierzono
wzgledne zmiany stgzenia substratu (pUz-dial) i jego konwersje do pozadanego produktu
w czasie. Wyniki dopasowano do modelu reakcji drugiego rzedu 1 wyznaczono state
szybkosci reakcji (Rys. 1.3.4). State szybkosci reakcji dla wiekszo$ci zastosowanych amin
(0.1-1.7 M1s1) czy hydrazyny (1.3 Ms™) byly znacznie nizsze niz dla EDA (6.2 M1s?) i
jej pochodnych (4.5-6.0 Ms?). Wolniejsze reakcje byly tez mniej wydajne (5-66%).
Wyjatkiem pos$rod analogow R-EDA byta N-acetyloetlyenodiamina (AcEDA), ktora
okazata si¢ jednym z najmniej reaktywnych nukleofili (0.1 M?s™, 7%). Wyniki tych badan
sa zgodne z hipotezg dotyczaca mechanizmu aminowania redukcyjnego z EDA i jej

analogami.
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Rysunek 1.3.2: Optymalizacja metody PORA z wykorzystaniem pUs i PEDA. A) Schemat
reakcji zaobserwowanych w trakcie procesu. B-C) Profile HPLC produktow reakcji
aminowania redukcyjnego w zalezno$ci od stezenia pUz lub PEDA. D) Profile HPLC
produktow reakcji utleniania w zaleznosci od stezenia KIO4 oraz reakcji eliminacji w
zalezno$ci od temperatury.
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Rysunek 1.3.3: Modyfikacja pUs z wykorzystaniem optymalnych warunkow oraz
analogow EDA. A) Schemat reakcji oraz ich wydajnosci (na podstawie HPLC, po dwoch
godzinach aminowania redukcyjnego) w zaleznosci od struktury zastosowanego N-
nukleofila. B) Chromatogramy HPLC zarejestrowane na kazdym etapie modyfikacji pUs z
wykorzystaniem Cy3-EDA. C) State szybkosci reakcji drugiego rzedu dopasowane do
danych uzyskanych na drodze analizy HPLC przebiegu aminowania redukcyjnego.
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Rysunek 1.3.4: Badania kinetyki aminowania redukcyjnego za pomocg HPLC. Profile
HPLC produktéw reakcji z hydrazyna (A) oraz EDA (B). C) Stopien przereagowania
substratu (pUs-dial) w czasie w zaleznosci od zastosowanego nukleofila. D) Zaleznos¢
odwrotno$ci stezenia substratu od czasu reakcji. Liniowa zalezno$¢ odwzorowuje przebieg
reakcji drugiego rzedu, a nachylenie dopasowanej prostej stanowi statg szybkosci reakcji.

W celu zastosowania metody PORA do modyfikacji RNA o wigkszej masie
czasteczkowej, wykorzystano reakcje transkrypcji in vitro (IVT). W pierwszej kolejnosci
przeprowadzono syntezg 5'-trifosforanu polirybonukleotydu o dlugosci 35 nukleotydow
(ppp-RNAO1) na drodze IVT. Nastgpnie, RNA poddano kolejno znakowaniu 3’ Cy3,
izolacji 1 analizie HPLC (Rys. 1.3.5). Identyfikacj¢ produktéw 1 substratow
przeprowadzono dzigki pomiarom absorbancji i fluorescencji eluatu w uktadzie HPLC,
oraz jego analizie elektroforetycznej. Ponadto, w wyniku znakowania czas retencji RNA

znaczgco si¢ wydtuzat, co pozwolito na wyznaczenie wydajnosci reakcji. Znakowanie ppp-
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RNAOI (10 uM) zachodzito wydajnie (83%) przy zastosowaniu 1 mM Cy3-EDA, a
zwigkszenie st¢zenia barwnika (2-4 mM) miato marginalny wptyw na wydajnos¢ rekeji
(79-81%). Nastepnie, zwieszono rozmiar modelowego RNA (z 35 do 276 nukleotydow,
ppp-RNAO02), ktéry zostat wykorzystany do dalszej optymalizacji PORA. W tym celu,
zbadano wydajno$¢ znakowania w zaleznosci od pH (5.5, 6.0, 6.5, 7.0 lub 7.6), temperatury
(10, 20, 30 lub 40 °C) oraz czasu (1 lub 3 godziny) aminowania redukcyjnego (Rys. 1.3.6).
W celu okreslenia stopnia niespecyficznej degradacji ppp-RNAO02 w danych warunkach,
przeprowadzono réwnolegle ,,slepe” proby znakowania (mock), w ktérych pominieto etap
utleniania nadjodanem (Rys. 1.3.7). Wyniki wszystkich 80 prob wskazuja, iz stopien
degradacji 1 wydajno$¢ znakowania nie zaleza od pH, a ich optimum odpowiada inkubacji
w 20°C przez trzy godziny lub w 30°C przez godzing (Rys. 1.3.8). Na tej podstawie
okreslono, iz optymalne warunki aminowania redukcyjnego to pH 6.0, temperatura 25°C
oraz czas reakcji w zakresie 120-140 minut. Ostatecznie, wykorzystano je do modyfikacji
wielkoczasteczkowego RNA (t.j. mRNA), o rozmiarach w zakresie 900-2000 nukleotydow
(wybrane posrod RNAO5S—-RNA17, Tab. 3 oraz Tab. 5 w rozdziale 4. 3. Badania wykonane
ze wspolpracownikami: optymalizacja cyklizacji RNA). Zaskakujaco, w wyniku
znakowania czasy retencji wielkoczasteczkowego RNA rowniez ulegaly znacznemu
wydhuzeniu (Rys. 1.3.9). Jak wcze$niej, to zjawisko zostalo wykorzystano do badania
przebiegu 1 wydajnosci znakowania. Jego wyjasnienie zostato zaproponowane na
pézniejszym etapie badan oraz w dalszej czesci niniejszej rozprawy (rozdziat 2.3. Efekt
,kotwiczenia”). Konsekwencja wykorzystania wielkoczasteczkowego substratu bylo
obnizenie jego stezenia w mieszaninie reakcyjnej (0.2-2 uM). Mimo tego, wydajnosci
znakowania pozostawaly wysokie (80-85%) oraz nie wykryto degradacji RNA
spowodowanej procedurg znakowania.

Jedna z przewag metody PORA nad metodami enzymatycznymi jest to, Ze nie
wykorzystuje ona kosztownych odczynnikow, w tym podatnych na utrate aktywnos$ci
enzymow. By to zademonstrowac, przeprowadzono seri¢ eksperymentow majacych na celu
zwigkszenie skali znakowania RNA. W pierwszej kolejnosci przeprowadzono znakowanie
3’ Cy3 na modelu ppp-RNA06 (mRNA kodujace eGFP, 1065 nt) przy rosnagcym stezeniu
substratu (0.4-6.3 uM, 0.2-3.6 g/l, Rys. 1.3.10). Wydajnos¢ znakowania byta obnizona (52-
75%) po przekroczeniu stezenia ~3 uM (1.8 g/l). Przeprowadzono réwniez reakcje na
mniejszym modelu mRNA (ppp-RNAO0O4, 237 nt). Ich wydajnos¢ nie zmieniata si¢ w
badanym zakresie stezen (1-16 uM, 0.1-1.9 g/1). Stezone roztwory kwasoéw nukleinowych

charakteryzuja sie zwiekszona lepkoscia.l?®®1 W przypadku badanego RNA, zjawisko to
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mozna byto zaobserwowac¢ w trakcie pipetowania roztworéw o stezeniu przekraczajgcym
jeden gram na litr. Przypuszczalnie, wzrost lepkosci roztworu jak i spadek wydajnosci
znakowania majg t¢ sama przyczyng. Ostatecznie, przeprowadzono reakcj¢ znakowania
ppp-RNAO06 w skali 500 pg (1.14 g/l). Po izolacji na drodze stracania otrzymano 376 pg
(75%) materialu RNA zawierajacego 77% (~290 pg) fluorescencyjnego produktu ppp-
RNAO06-Cy3 (Rys. 1.3.10).
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Rysunek 1.3.5: Znakowanie konca 3’ oligonukleotydu RNA (ppp-RNAO1, 35 nt) za
pomoca Cy3-EDA. A) Schemat przebiegu eksperymentu. B-F) Profile HPLC produktow
znakowania w zaleznosci od st¢zenia Cy3-EDA (1-4 mM) oraz obliczone na ich podstawie
wydajno$ci znakowania.
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Rysunek 1.3.6: Optymalizacja znakowania RNA (RNAO02, 276 nt) pod katem pH, czasu i
temperatury inkubacji. B-H) Profile HPLC produktéw uzyskanych w pH 6.5.
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Rysunek 1.3.7: Stabilnos¢ RNA (RNAO2, 276 nt) w zaleznos$ci od pH, czasu i temperatury
inkubacji. B-H) Profile HPLC produktéw degradacji uzyskanych w pH 6.5.
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Rysunek 1.3.8: Wyniki optymalizacji znakowania RNA (RNAO2, 276 nt). Stabilnos¢ RNA
oraz wydajnos¢ znakowania w zalezno$ci od pH (A) lub temperatury (B). C) Mapa
parametrow stabilno$ci 1 wydajnosci dla wszystkich reakcji, pogrupowanych ze wzgledu
na czas 1 temperature inkubacji. Parametry stabilnosci (stosunek nieuszkodzonego RNA do
catosci RNA) 1 wydajnosci (stosunek znakowanego do sumy nieznakowanego i
znakowanego RNA) wyznaczono na podstawie analizy chromatogramow HPLC.

84



5 —
-9x106 = S0-  N—
3x105- % 45 — et —
L 40- S m
© 1 — IF 650/665 nm 3 . v P
o g = - .
€ 2x1054 —-6%x108 o
_5 2x10 wydajnosé @ 25- .- =
o 4 znakowania Cy5: 75% B o
0 c
-1 <]
< 1x1051 3
]
Q
E ®
]
0 O,
7
0 10 20 15% PAA, 7 M mocznik, 1x TBE
Czas [min]
B 1.5x10¢- — | m[s|pf#|m]
- 9x10€ % 1000- st —
4 g 600- s |
] 400- s —_—
. m
300- e )  — — S—
S 1x108- — IF 650/665 nm E 2
c ) o 200-
E 1 wydajnose o
o znakowania Cy5: 82% -I:_h
n
g 5%105 %
w
[z}
T @
=
£,
0 e
0 10 10% PAA, 7 M mocznik, 1x TBE
Czas [min]
C1.5x106- 5
- 0x106 @ -
i ! a 3000- we— - -
) 2000- M—_- -—
B, 1x106- — IF 650/665 nm ; ?, 1500- MU e s e DR
2 i - 6x106 Q1000 WEEE ®
E 1 wydajnosé : o a— e
s znakowania Cy5: 83% : g
o ]
I 5
2 5x10 L 3x106 é
Q
. @
3
9,
0 T T T T I T -0
0 10
1 % Agaroza, 1x TBE
D 404
] frakcja: i1i2 !
30 P i - streptawidyna + streptawidyna
8 i 2l sz R 2
2 1 wydajnosé . gl g3~ 3B[3] | ~]|8&
] biotynylacji: 79% | = = B T = = I
£ 20 » | o n | o
[=]
2 3000- [
< e -
- el R
1000 &% ST
500- W L
200- W -

Czas [min]

1 % Agaroza, 1x TBE

Rysunek 1.3.9: Zmiana mobilno$ci chromatograficznej RNA pod wptywem znakowania
konca 3'. Profil HPLC oraz analiza elektroforetyczna produktow znakowania A)
ArcaRNAOL (35 nt), B) ArcaRNAO02 (276 nt) oraz C) ArcaRNAO3 (1065 nt). Oznaczenia
probek naniesionych na zel: m — marker dtugo$ci RNA, S — substrat RNA, P — produkty
znakowania, fr — frakcje chromatograficzne (ich granice oznaczono za pomocg pionowych
przerywanych linii na chromatogramach). D) Profil HPLC oraz analiza elektroforetyczna
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w warunkach natywnych (test zmiany mobilnos¢ elektroforetycznej, EMSA) produktow 3’
biotynylacji ArcaRNA10 (908 nt). RNA (~293 kDa) zawierajace grupe biotyny wigze si¢
ze streptawidyng (55 kDa), przez co po dodaniu biatka powstaje kompleks o zmniejszone;j
mobilnosci elektroforetyczne;.
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Rysunek 1.3.10: Znakowanie RNA w duzej skali. A) Wykresy zalezno$ci wydajnosci
znakowania od stezenia ppp-RNAO4 lub ppp-RNAO06. B) Zdjecia produktu znakowania w
skali pot miligrama (ppp-RNAO06-Cy3), po aminowaniu redukcyjnym i izolacji na drodze
strgcania. Namiarowy barwnik jest skutecznie usuwany w alkoholowym przesaczu
(pierwsze trzy probowki od lewej) od produktu RNA (ostatnia probowka od lewej, na
gornym zdjegciu w formie statej, ponizej w formie roztworu). C) Chromatogramy HPLC
substratu i produktu znakowania ppp-RNAO06 w skali pot miligrama.

Wydajnosci modyfikacji RNA metoda PORA z wykorzystaniem analogow EDA
zostaly przedstawione w Tabeli 3. Rezultaty optymalizacji doprowadzity do opracowania
prostej, wydajnej oraz uniwersalnej metody modyfikacji konca 3’ RNA. Prostote
zawdziecza wykorzystywaniu dost¢gpnych (handlowo badz syntetycznie) odczynnikow,
naturalnej struktury konca 3' RNA oraz izolacji poprzez stracanie. Jest wydajna i
ekonomiczna ze wzgledu na niski koszt odczynnikow (50-500 PLN na gram RNA),
wysokg konwersje substratu w produkt (75-99%) oraz krotki czas (10-12 godzin)

potrzebny na realizacje catego procesu, od etapu IVT do produktu koncowego wysokiej
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jakosci (po HPLC). Jest wszechstronna, poniewaz toleruje szeroki zakres rozmiarow (3—
2000 nt) 1 stezen (0.2 uM — 1 mM) RNA, oraz wachlarz modyfikacji, wykraczajacy poza
zaprezentowane do tej pory barwniki fluorescencyjne, hapteny czy grupy bioortogonalne.
W ten sposoéb zrealizowano pierwszy cel badawczy i1 zarazem utworzono podstawe do
realizacji celow ostatecznych — podwojnego znakowania i cyklizacji RNA.

Tabela 3: Wydajno$ci znakowania RNA okre$lone za pomocg HPLC w zaleznos$ci od
warunkéw i1 rodzaju znakowania

Dhugos¢ RNA Stezenie RNA Warunkl' Rodzaj oraz wydajno$¢ [%] znakowania
[n] M) SRR,
redukcyjnego 3/b 5rc 5'+3 rd
3 100-1000 A 85-99 b.d. b.d.
3 10-100 B 75-85 b.d. b.d.
30-300 1-30 B 75-85 73-95 74-88
900-2000 0.2-3 B 75-85 74-88 46-56

®Warunki aminowania redukcyjnego: A) 10 mM R-EDA, 100 mM NaBHsCN, 500 mM
KH2PO4 pH 6.0; B) 1 mM R-EDA, 20 mM NaBH3CN, 100 mM KH2PO4 pH 6.0.
bWydajnosci znakowania 3’ metoda PORA. “Wydajnosci znakowania 5’ za pomoca reakcji
SPAAC. “Wydajnosci podwojnego znakowania (sprzezenie 5’ SPAAC oraz 3' PORA). b.d.
— brak danych. Metodologia znakowana 5’ za pomoca reakcji SPAAC oraz podwojnego
znakowania (5’ + 3') zostaly opisane w ramach rozdziatu 2. Podwojne znakowanie RNA.
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2. Podwojne znakowanie RNA

2. 1. Kotranskrypcyjna modyfikacja konca 5’ i reakcja SPAAC

Dalsza realizacja niniejszego projektu badawczego wykorzystywata metode
transkrypcji in vitro (IVT). Zaletami IVT jest to, ze mozna jg zastosowa¢ do syntezy RNA
o (niemalze) dowolnej dtugosci, nie wymaga stosowania zaawansowanego sprzgtu (t. j.
zautomatyzowany syntezer), toksycznych czy wrazliwych na wilgo¢ odczynnikow.
Ponadto, jest szybka (od zmieszania odczynnikow do izolacji produktow w kilka godzin),
oraz mozna ja wykorzysta¢ do kotranskrypcyjnej modyfikacji RNA. Jednym ze sposobow
na przeprowadzenie kotranskrypcyjnej modyfikacji jest zastosowanie analogow substratow
polimerazy, pelnigcych funkcje inicjatora transkrypcji. W trakcie reakcji, polimeraza
wykorzystuje analog jak pierwszy transkrybowany nukleotyd, w wyniku czego dochodzi
do selektywnej modyfikacji konca 5 nowopowstatego RNA. Jedng z wad IVT jest
ztozonos¢ reakcji — jej przebieg i koncowy rezultat zalezg od wielu, czgsto nieoczywiscie
powigzanych, czynnikow. Nawet przy =zastosowaniu polimerazy RNA T7, czyli
najdoktadniej zbadanego 1 najczesciej stosowanego do IVT enzymu, przewidzenie ilosci 1
jakosci koncowych produktow jest trudne. Z tego powodu, optymalne warunki IVT trzeba
wyznaczy¢ eksperymentalnie (dla danej sekwencji lub modyfikacji RNA), co wydarzyto
si¢ rOwniez w trakcie realizacji niniejszego projektu badawczego.

Zaobserwowano znane efekty, przykltadowo zalezno$¢ ilo$ci produktow IVT od
stezenia trifosforanow rybonukleozydoéw (NTP) czy chlorku magnezu(Il) (Rys. 2.1.1).
Wydajnos¢ IVT, mierzona jako catkowita ilos¢ RNA wyprodukowanego na jednostke
objetosci mieszaniny reakcyjnej (wyrazana w gramach na litr), zalezy (najczgsciej) liniowo
od stezenia trifosforanu nukleozydu, bedacego w niedomiarze. Ta obserwacja jest
prawdziwa dla mieszanin IVT, w ktorych obecne sg dostatecznie wysokie stezenia chlorku
magnezu oraz pirofosfatazy drozdzowej, ktéra zapobiega powstawaniu pirofosforanu
magnezu. Jest to trudno rozpuszczalny produkt uboczny hamujacy aktywnos¢ polimerazy.
W celu kotranskrypcyjnej modyfikacji 5 wprowadza si¢ inicjator, co dalej komplikuje
przebieg IVT. Inicjator konkuruje z pierwszym transkrybowanym nukleotydem (GTP lub
ATP w zaleznosci od sekwencji promotora). W celu zwigkszenia wydajnosci
wbudowywania inicjatora mozna zwigkszy¢ jego stezenie. To moze prowadzi¢ do
niepozadanych efektow, takich jak inhibicja polimerazy, wspolstracenie z jonami magnezu
czy nawet z matrycowym DNA. Te zjawiska utrudniaja przeprowadzenie wydajnej

transkrypcji. W praktyce, najbardziej uzytecznymi substratami polimerazy (w tym
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inicjatorami) sg te, ktore nie zaburzaja jej aktywnos$ci czy przebiegu transkrypcji w

ogolnosci.
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Rysunek 2.1.1: Wybrane czynniki majace wptyw na wydajnos¢ IVT. A) Widma
absorpcyjne roztworéw wyizolowanych produktow IVT w zalezno$ci od poczatkowego
stezenia GTP w mieszaninie reakcyjnej (po 5 mM A/C/UTP). B) Wykres zaleznosci
wydajnosci IVT wyrazonej jako stosunek masy RNA wyizolowanego z mieszaniny
reakcyjne] o okreslonej objetosci. Wartos¢ te mozna okresli¢ na podstawie objetosci
mieszaniny reakcyjnej IVT oraz pomiarow widm absorpcyjnych wyizolowanych
produktow. C) Zalezno$¢ wydajnosci IVT od stezenia NTP lub MgClo. Wszystkie
transkrypcje byly prowadzone na matrycy RNA13 w temperaturze 37°C przez jedng (C)
lub trzy godziny (A, B).

W konteks$cie znakowania, odpowiednimi reagentami sg inicjatory zawierajace grupe
azydkowa (Rys. 2.1.2). Grupa azydkowa jest stosunkowo mata, polarna i obojetna
elektrycznie. To ulatwia jej umiejscowienie w obrebie struktury inicjatora w sposob
minimalizujacy ryzyko obniZzenia rozpuszczalno$ci, powstania zawady sterycznej 1
zaburzenia aktywnos$ci polimerazy. Przyktadem takiego inicjatora jest N3-ARCA (lub Ns-
m’GpppG, Rys. 2.1.2), ktérego synteze, whasciwosci i zastosowanie opublikowano juz w
2017 roku.® W ramach niniejszego projektu badawczego przeprowadzono synteze

nowych inicjatorow (N3-AG, N3z-Cap0, Nz-Capl), ktorych strukturalnym motywem
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przewodnim jest dinukleotyd AG. We weczesniejszych badaniach zaobserwowano, iz
motyw AG wspomaga inicjacje transkrypcji katalizowanej przez polimeraze T7.B%
Postulowany mechanizm owego wspomagania polega na hybrydyzacji dinukleotydu AG
w pozycjach -1 i +1 promotora typu ¢6.5 (lub +1 i +2 dla ¢2.5). W ramach niniejszego
projektu, sprawdzono dzialanie inicjatora N3-AG w konteks$cie inicjacji transkrypcji na
promotorze typu ¢2.5 (Rys. 2.1.3). Zwigzek N3-AG byl wbudowywany preferencyjnie
wzgledem ATP (pierwszego transkrybowanego nukleotydu), nawet gdy byt w
niedomiarze. Ponadto, jego obecno$¢ zwigkszala catkowita ilo§¢ produktow transkrypcji,

co sugeruje, iz N3-AG dziata jako swoisty stymulator tego procesu.

NH,
Sekwencja promotora polimerazy RNA T7 </N | \)N
Ny o NN g
-17 -6 -5 -1|+1 +3 N NH
®6.5 ..TAATACGACTCA CTATA| GGG AGA.. O oH <N |N/)\NH2
®2.5 ..TAATACGACTCA CTATT|AGG GAA.. oo
[ i s e e . OH OH
wigzanie inicjacja N-AG
/ A i
N= NH N* 3 p) NH
BN o o o ¢ Py o o o <fL,
H,NT SN TN I N NH H,N7 N7 N N NH,
2 —P-0—P-0-P-0 0—P-0-P-0-P-0
o™ o o o ° W o O © °
OH O OH OH OH O OH OH
o’/J’\N/\/N NE
H N
m,¥%7GpppG N5;-m’GpppG
ARCA N;-ARCA
(o} / NH; o / NH;
NZ N* N =N p. N* N 5
A M0 o o o ¢ j‘\/: N:i‘) ¢ )
NN N@fo—#—o—ﬁ"—o—%—o o o HZNJ\N N o—g—o—g—o—g—o o N N)
o on Q@ OR (Nfl’" OHj\ 0 OR </NfNH
OH OH OH OH
Cap# N;-Cap#
m’GpppAG R=H 0 N;-m’GpppAG R=H 0
m’GpppA,,G R=CH; 1 N,;-m’GpppA,G R=CH; 1

Rysunek 2.1.2: Struktury standardowych inicjatoréw transkrypcji (ARCA, Cap0, Capl),
inicjatorow transkrypcji zawierajacych grupe azydkowa (N3-AG, N3-ARCA, N3-Cap0 i Ns-
Capl) oraz sekwencje promotorow ¢6.5 i ¢2.5 polimerazy RNA T7.
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Rysunek 2.1.3: Inicjacja transkrypcji w obecno$ci promotora ¢2.5 oraz inicjatora N3-AG.
A) Schemat eksperymentu: po przeprowadzeniu I[IVT w obecnosci zmiennego st¢zenia Nas-
AG (0-5 mM), probki byly poddawane analizic HPLC (B) Iub znakowaniu
fluorescencyjnemu (reakcja SPAAC z FAM-DBCO) i nastgpczej analizie PAGE (C). Za
pomoca kazdej z metod (HPLC lub PAGE) okreslono wydajno$¢ wbudowywania inicjatora
N3-AG, w zaleznosci od jego stezenia w mieszaninie reakcyjnej, dla roznych sekwencji
RNA (RNAO1 i RNAO03) (D). Niezaleznie od sekwencji, wydajno$¢ wbudowywania Nz-
AG przekracza 50%, nawet gdy jego stezenie jest nizsze niz ATP (3 mM). Catkowita
wydajnos¢ transkrypcji tez wrasta wraz ze wzrostem stezenia N3-AG, co jest widoczne na
chromatogramach (B).

Wbudowany kotranskrypcyjne azydek mozna wykorzysta¢ do posttranskrypcyjne;j
reakcji SPAAC. Reakcja SPAAC jest w tym celu odpowiednia, poniewaz do jej

przeprowadzenia wystarczy zmiesza¢ roztwory azydo-RNA (analog RNA zawierajacy
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jedng lub wiele grup azydkowych) oraz pochodnej cyklooktynu. Przeprowadzono proby
reakcji SPAAC na modelach N3-RNAO1, ppp-RNA01-N3, oraz N3-RNAO01-N3 (35 nt, Rys.
2.1.4). Znakowanie wybranych azydo-RNA zachodzito wydajnie (80-90%) juz przy
niskich stezeniach (0.5-2 mM) cyklooktynowej pochodnej barwnika Cy5. Obserwowana
wydajnos¢ znakowania jest iloczynem wydajnosci kilku etapow - wprowadzania
modyfikacji azydkowych oraz reakcji SPAAC. Reakcja SPAAC z udziatem N3-RNAO1-
N3 (Rys. 2.1.4C) jest przykladem podwojnego znakowania pozbawionego
regioselektywno$ci, w ktérym to obie grupy azydkowe (obecne na koncach 5’ oraz 3’
danego azydo-RNA) moga reagowa¢ z cyklooktynowa pochodng znacznika. Ta
metodologia moze by¢ korzystna w szczegdlnych wypadkach, jednak w ramach
niniejszego projektu dazono do opracowania wszechstronnej i regioselektywnej metody
podwojnego znakowania. W tym celu podjeto proby sprzezenia reakcji SPAAC z metoda
PORA.
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Rysunek 2.1.4: Posttranskrypcyjne znakowanie azydo-RNA za pomocg reakcji SPAAC.
Schematy reakcji 1 profile HPLC produktéw znakowania konca 3’ (A), konca 5’ (B) oraz
podwojnego znakowania (C) RNA o sekwencji RNAOI (35 nt).
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2. 2. Sprzezenie reakceji SPAAC i metody PORA

Sprzezenie reakcji SPAAC i PORA miato zapewnic regioselektywnos$¢ (rozne grupy
funkcyjne na koncach 5’ oraz 3") oraz wszechstronno$¢ (ze wzglgdu na posttranskrypcyjny
doboér znacznikow) metodzie podwdjnego znakowania, ale rowniez podnie$¢ jej
efektywnos¢ (poprzez zmniejszenie liczby etapow). W tym celu, reakcje SPAAC i PORA
musiatyby zachodzi¢ réwnolegle w jednym naczyniu. W zwiazku z tym, przeprowadzono
eksperyment, w ktorym N3-RNAO4 poddano rownolegle znakowaniu 5 (SPAAC),
znakowaniu 3' (PORA) albo podwdjnemu znakowaniu (sprz¢zenie SPAAC i PORA, 5'+3',
Rys. 2.2.1).
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Rysunek 2.2.1: Sprzgzenie reakcji SPAAC 1 PORA. Schemat reakcji, profile HPLC
produktow reakcji oraz wykres wzglednej powierzchni pikéw substratu i koncowego
produktu w czasie dla: znakowania 3' RNA04 za pomoca metody PORA (A), znakowania
5" za pomoca reakcji SPAAC (B) oraz podwdjnego znakowania poprzez sprzg¢zenie reakcji
SPAAC i PORA (C).
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Przebieg reakcji izolowanych (znakowania 5" albo 3") byl podobny do przebiegu
reakcji sprz¢zonych (rownolegltego znakowania 5’ i 3’ w jednym naczyniu). W sto
dwudziestej minucie, konwersja substratu do produktu podwoéjnego znakowania (55%)
byta bliska iloczynowi wydajnos$ci znakowania 5’ (73%) oraz 3’ (83%). W tym wypadku,
obnizona wydajnos¢ znakowania 5’ (ponizej 80%) najprawdopodobniej wynikata z
ograniczonej wydajnosci inicjacji transkrypcji z udziatem N3-ARCA, nie za$ z obnizonej
wydajnosci reakcji SPAAC.

Skuteczne sprzezenie reakcji SPAAC i PORA pozwolito na otrzymanie szeregu
wariantow podwodjnie znakowanego RNA. Obejmowatly one, migdzy innymi pary
znacznikéw (Cy5/Cy3, Cy5/Biotyna lub Cy5/FAM) oraz sekwencje o dlugoSciach w
zakresie 30-1100 nukleotydow (Rys. 2.2.1-2.2.3). Zaobserwowano rozdziat produktow
podwojnego znakowania w warunkach HPLC. Rozdzielczo$¢ rozdziatu byta dostatecznie
wysoka by wyizolowa¢ homogenne produkty przej$ciowe i ostateczne, oraz by mierzy¢
ilosciowo wydajno$¢ poszczegdlnych reakcji. Zestawienie wydajnos$ci znakowania
metodami PORA oraz SPAAC zamieszczono w Tabeli 3. Efekty zaobserwowane w trakcie
eksperymentow sktonity do sformutowania hipotezy o ,.efekcie kotwiczenia”, ktorej

poswigcony jest nastepny rozdziat.
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Rysunek 2.2.2: Rozdzial HPLC produktow podwojnego znakowania. A) Profile HPLC
produktéw znakowania 3’ oraz podwojnego znakowania sekwencji RNAO1 (35 nt), RNAO2
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(276 nt) oraz RNAO09 (908 nt). Frakcjonowanie produktow podwodjnego znakowania za
pomoca HPLC oraz analiza elektroforetyczna frakcji dla Cy5-RNAQ01-Cy3 (B), Cy5-
RNAQ9-Cy3 (C) oraz Cy5-RNA06-FAM (D).
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Rysunek 2.2.3: Znakowanie fluorescencyjne i biotynylacja RNAQ02 (276 nt).
Chromatogramy HPLC: A) substratu (N3-RNAO02); B) produktu znakowania 5’ (Cy5-
RNAO02); C) produktu 3’ biotynylacji (N3-RNAO02-Biot) oraz D) podwojnego znakowania
(Cy5-RNAO02-Biot). E) analiza elektroforetyczna w warunkach natywnych (test zmiany
mobilno$¢ elektroforetycznej, EMSA) wyzej wymienionych produktow. RNA (~89 kDa)
zawierajgce grupe biotyny wiaze si¢ ze streptawidyng (55 kDa), przez co po dodaniu biatka
powstaje kompleks o zmniejszonej mobilnosci elektroforetyczne;.
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2. 3. Efekt ,,kotwiczenia”

W uktadach RP-HPLC mozna zaobserwowa¢ zjawisko analogicznie jak w trakcie
elektroforezy kwaséw nukleinowych: zwigkszenie stopnia polimeryzacji powoduje
zmniejszenie szybkosci migracji w ukladzie chromatograficznym. W konsekwencji
czasteczki RNA o wigkszej masie molowej majg dtuzsze czasy retencji. Na tej podstawie
mozna by sformutowac¢ hipotezg, iz wydtuzenie czasu retencji znakowanego RNA jest
spowodowane zwigkszeniem masy molowej, ktore towarzyszy przylaczeniu reszty
barwnika. Taka hipoteza moze by¢ zgodna z efektami obserwowanymi w przypadku
znakowania nukleotydéw i oligonukleotydow, gdzie przytaczony barwnik stanowi duzy
udzial w calkowitej masie czasteczki (5-50% dla 1-20 nt). Zgodnie z tym, w wyniku
znakowania wielkoczasteczkowego RNA zmiana czasu retencji powinna by¢ marginalna
(wzrost masy o ~0.1% dla 1000-2000 nt). Zaprezentowane w niniejszej rozprawie wyniki
temu jednoznacznie zaprzeczaja. Zaobserwowano, iz czynnikiem decydujacym o réznicach
w czasach retencji modyfikowanego i niemodyfikowanego RNA, nie jest stopien
polimeryzacji, a hydrofobowos¢ (oraz liczba) wprowadzonych modyfikacji. T¢ obserwacje
lepiej wyjasnia efekt ,,.kotwiczenia” (Rys. 2.3.1).

Dhtuzsze czasy retencji w ukladach RP-HPLC utozsamiane sa z wigkszym
parametrem hydrofobowosci danej czasteczki. W trakcie rozdziatu, czasteczki sg w
rownowadze miedzy dwoma stanami — zaadsorbowane na hydrofobowej powierzchni
fazy stacjonarnej lub solwatowane w hydrofilowej fazie ruchomej. Na potozenie
rownowagi  wplywaja  wihasciwosci  czasteczki oraz  warunki  chromatografii.
Hydrofobowo$¢ mozna parametryzowaé¢ za pomocg czasu retencji (RT) danej czasteczki.
Efekt kotwiczenia moze wystapi¢ dla czasteczki typu A-B, sktadajacej si¢ z dwdch czesci
(A 1 B), ktore w stanie wolnym 1 w jednakowych warunkach znacznie r6zng si¢ czasami
retencji (np. RTa<<RTg). Hipotetycznie, istniatyby warunki, w ktorych czasteczka A (o
niskim RT) dominuje w stanie solwatowanym, a czasteczka B (o wysokim RT) dominuje
w stanie adsorbowanym. W tych warunkach, oddziatywanie hydrofobowego fragmentu (B)
czasteczki A-B z faza stacjonarna zapobiegatoby pelnej solwatacji i uwolnieniu czgsteczki
A-B do fazy ruchomej. Zgodnie z tym, im wigksza roznica migdzy RTa a RTs, tym wigksza
réznica migdzy RTa a RTasg. Jezeli uznamy czasteczke A za niemodyfikowane RNA,
czasteczke B za znacznik, a czasteczke A-B za znakowane RNA, to decydujacy wptyw na
roznice w czasach retencji znakowanego 1 niemodyfikowanego RNA mialby czas retencji

znacznika, nie za$ stopien polimeryzacji owego RNA.
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W momencie, gdy znaczaco zwigkszymy hydrofobowos$¢ zwigzku A lub zmienimy
warunki chromatografii, tak by selektywnie zwigkszy¢ jego czas retencji, to efekt
kotwiczenia powinien ulec ostabieniu lub zniwelowaniu. To zjawisko zaobserwowano dla
RNA za posrednictwem zmiany przeciwjonu. W celu poprawienia jako$¢ rozdzialéw RNA
za pomocag RP-HPLC, w trakcie chromatografii stosowano warunki denaturujace
(temperatura powyzej 50 °C, acetonitryl w sktadzie fazy ruchomej) oraz pary jonowe (sole
octanowe amin alifatycznych). Aminy alifatyczne, ktéore w sprotonowanej formie sa
lipofilowymi kationami, wchodzg w oddzialywania zaréwno z faza stacjonarng jak i z
RNA. Wysycenie nimi uktadu chromatograficznego zwigksza retencje (przesuwa
polozenie rownowagi w strone stanu zaadsorbowanego) RNA i zwigcksza powtarzalnos¢
rozdziatéw. Poprzez dobér pary jonowej mozna wptywaé na retencje RNA (Rys. 2.3.B).
W obecnosci octanu trietyloaminy elucja RNA06 (1065 nt) zachodzi w nizszym st¢zeniu
acetonitrylu (~15%) niz w obecnosci octanu heksyloaminy (~40%). Kiedy
przeprowadzono rozdzial mieszaniny RNAO6 oraz RNA06-Cy3 w obecno$ci octanu
trietyloaminy zaobserwowano separacj¢ znakowanego 1 nieznakowanego RNA. W
obecnos$ci octanu heksyloaminy owej separacji nie zaobserwowano, co jest kolejnym

argumentem $wiadczacym o wystepowaniu ,.efektu kotwiczenia”.
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Rysunek 2.3.1: Efekt ,,kotwiczenia”. A) Schemat uktadu 1 mechanizmu rozdziatu HPLC.
Centralnym elementem uktadu jest kolumna wypetniona ztozem (faza stacjonarna), ktore
jest obmywane przez ciecz (faza ruchoma) pod wysokim cisnieniem. Substancje zawarte
w probce odwracalnie oddziatujg z faza stacjonarng i ruchomg na zasadzie adsorpcji i
solwatacji, a potozenie owej rownowagi ma bezposrednie przetozenie na szybkos$¢ migracji
(mobilnos¢ chromatograficzng) i czas retencji. B) Zalezno$¢ czasu retencji od struktury
przy zastosowaniu efektu ,kotwiczenia”. Zwigzki o niskiej hydrofobowosci (A1-As)
odpowiadaja RNA o réznych stopniach polimeryzacji. Zwiazki o wysokiej hydrofobowosci
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(B1, B2) odpowiadaja wolnym barwnikom fluorescencyjnym. Zwigzki typu A-B
odpowiadajg czasteczkom powstatym poprzez kowalencyjne potaczenie RNA i barwnika.
W tym uktadzie, czas retencji czasteczki typu A-B jest wypadkowa czasow retencji
izolowanych czasteczek A 1 B. C) Chromatogramy HPLC zarejestrowane dla
nieznakowanego RNA06 (NL, gérne chromatogramy) lub mieszaniny znakowanego (3') i
nieznakowanego RNAO6 (dolne chromatogramy) w uktadach wysyconych octanem
trietyloaminy (lewy pion) lub heksyloaminy (prawy pion). W obecnosci octanu
heksyloaminy znakowane i nieznakowane RNA maja jednakowy czas retencji.
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3. Sondy molekularne RNA

3. 1. Podwojnie znakowane RNA jako sondy molekularne

W poprzednim rozdziale opisano metodologi¢ otrzymywania dwuznakowanego
RNA. W tym rozdziale zaprezentowano potencjalne zastosowania dwuznakowanego RNA
jako sond molekularnych (Rys. 3.1.1).

7
wskaznik + odniesienie

Ay,
7 2alg,
e
<Ng,
02/7/'47
donor + akceptor donor + wygaszacz

(para FRET)

dwa interaktywne znaczniki

Rysunek 3.1.1: Podwojnie znakowane RNA jako sondy molekularne. Wyrdzniono pary
znacznikOw niezaleznych (jak barwnik 1 hapten), znacznikow (niebezposrednio) zaleznych
(jak barwnik-wskaznik i barwnik odniesienia) oraz znacznikow interaktywnych
(bezposrednio zaleznych, pary donor 1 akceptor/wygaszacz).

Zdolnos¢ do regioselektywnego umieszczenia dwoch modyfikacji w obrgbie RNA
dala mozliwos¢ tworzenia sond wyposazonych w funkcjonalne pary znacznikow. Mozna
wyrozni¢ pary znacznikdéw niezaleznych, zaleznych niebezposrednio 1 bezposrednio (pary
interaktywne). Przykladem pary niezaleznych znacznikéw jest para barwnika
umozliwiajacego wykrywanie (np. barwnik fluorescencyjny) z haptenem (np. biotyng),
ktory niezaleznie wchodzi w interakcje z elementami uktadu eksperymentalnego (np. ze
ztozem ze streptawidyna). Przykladem pary znacznikow zaleznych niebezposrednio jest
para barwnika wskaznikowego, czutego na zmiany S$rodowiskowe, z barwnikiem
odniesienia, ktory nie zmienia swoich wlasciwosci w trakcie eksperymentu. Przyktadem

pary interaktywnych znacznikow jest para donora i akceptora w zjawisku FRET. Ponadto,
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swoistym rdzeniem sond byl polimer RNA, co pozwolito na ich zastosowanie w badaniach
struktury 1 wlasciwosci RNA oraz w eksperymentach, ktérych podmiotem byty czasteczki
wchodzace w interakcje z RNA. Ostatecznie, zostaly one rowniez zastosowane w
badaniach obejmujacych bioobrazowanie procesow dostarczania i metabolizmu mRNA, co
opisano w kolejnym podrozdziale. Dziatanie sondy, zawierajacej par¢ niezaleznych
znacznikoéw (CyS5 i biotyne) zademonstrowano we wczesniejszej czesci tekstu (Rys. 2.2.3).

Przyktadem sondy s$rodowiskowej jest RNA zawierajace dwa barwniki
fluorescencyjne, gdzie fluorescencja pierwszego (wskaznika) jest zalezna od pH, natomiast
fluorescencja drugiego (odniesienia) nie zalezy od odczynu $rodowiska (Rys. 3.1.2).
Wybrano FAM jako barwnik pH-zalezny, ktorego zmiana w intensywnosci fluorescencji
wynika z dysocjacji grupy karboksylowej (pKa ~6.4), sprz¢zonej z uktadem elektrondéw nt
chromofora.? Jako barwnik referencyjny wybrano Cy5. Za pomoca spektrofluorymetru
zmierzono widma fluorescencji sondy Cy5-ArcaRNA06-FAM w buforowanych

roztworach o pH w zakresie wewnatrzkomorkowym (3-8). Zaobserwowano stukrotng

—A\ N
<—
s
Cy5
/7 FAM ’
.— 400+ Cy5 0.6
) |
3 _
g 3204 g‘
H = 0.4+
S 240 w
=
8 T =
O 1604 =
g | g 0.2
a2 80 w
a ] *
E
0 —71r r 1 r 1 r 1111 0.0 T T T T T
500 550 600 650 700 750 800 3 4 5 6 7 8
Alnm pH

Rysunek 3.1.2: Podwojnie znakowane RNA jako sonda $rodowiskowa. A) Dysocjacja
fluoresceiny oraz schemat dziatania sondy RNA wyposazonej w barwnik-wskaznik (FAM)
oraz barwnik odniesienia (Cy5). B) Widma fluorescencyjne (FAM: wzbudzenie 490 nm,
Cy5: wzbudzenie 650 nm) oraz krzywa miareczkowania wykonana dla sondy Cy5-
ArcaRNAO06-FAM.

zmian¢ intensywnos$ci fluorescencji FAM, towarzyszgca zmianie odczynu $rodowiska
sondy. Jednoczes$nie, intensywno$¢ fluorescencji CyS pozostawala bez znaczacych zmian.

Stosunek intensywnosci fluorescencji FAM do Cy5 w zalezno$ci od pH jest krzywa
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miareczkowania sondy. Jej punkt przegiecia odpowiada pH w okolicach 6.5, co odpowiada
pKa wskaznikowego barwnika. Niestety, sonda nie znalazta skutecznego zastosowania w
pomiarach wewnatrzkomorkowych, ze wzgledu na wysokie tto w kanale FAM.

Kolejnym przyktadem sa sondy FRET, zawierajace barwniki Cy3 oraz CysS.
Fluorescencja sondy daje wglad w odlegto$¢ miedzy koncem 5" a koncem 3" RNA. Tego
typu sondy wykorzystano zarowno do badania wiasciwosci wybranych struktur RNA jak i
do eksperymentow z udzialem enzymoéw nukleolitycznych. Sondy o analogicznej
strukturze byly wykorzystywane do wyznaczenia bezwzglednych odlegtos¢ miedzy
koncami 5' i 3’ sekwencji mRNA i IncRNA.*2 Autorzy wykorzystali, miedzy innymi,
zaawansowang analize danych spektroskopowych?%®l, co pozwolito im na wyznaczenie
kwantowej wydajnosci rezonansowego transferu energii. Mimo zastosowania sond
heterogennych, ktorych stosunek Cy5 i Cy3 byt daleki od jednosci (0.2—0.3), udato im si¢
zauwazy¢, ze odleglos¢ migdzy koncami 5’ 1 3" RNA jest zasadniczo niezalezna od jego
stopnia polimeryzacji czy sekwencji, oraz ze waha si¢ w przedziale 2—6 nm.

W ramach niniejszej rozprawy, za pomocg homogennych sond FRET i prostej
analizy danych przedstawiono zmiany odleglosci miedzy koncami RNA pod wptywem
wybranych czynnikéw, takich jak zmiana temperatury, sktadu roztworu czy aktywnosci
nukleaz. Miarg owej odleglo$ci jest parametr B (jak blisko$¢), obliczony na podstawie
wzoru:

g reys
IFCy3 + IFCy5

gdzie IFcys to intensywno$¢ maksimum emisji akceptora (Cy3, $rednia intensywnos$¢
w przedziale 660-670 nm), a IFcys to intensywno$¢ maksimum emisji donora (Cy3, $rednia
intensywno$¢ w przedziale 560-570 nm), przy selektywnym wzbudzeniu donora (500 nm).
Ze wzgledu na naturg zjawiska FRET, warto$¢ parametru B, ktora znajduje si¢ w przedziale
0-1, powinna by¢ odwrotnie skorelowana z odlegtoscia w zakresie 1-10 nm.[2%! Ponadto,
podjeto probge porownania wynikdw eksperymentalnych z modelami struktur
drugorzgdowych oraz trzeciorzgdowych uzyskanych za pomoca metod obliczeniowych
dostgpnych w sieci (RNAfold oraz RNAcomposer). 14 2061

W celu zademonstrowania metodologii zastosowano przyktady pomiarow i obliczen
dla dwoch sond: Cy5-RNAO01-Cy3 oraz Cy5-RNA02-Cy3 (Rys. 3.1.3). Gdy sonda Cy5-
RNAO01-Cy3 (35 nt) jest w stanie wolnym, konce 5’ 1 3’ sg stosunkowo blisko (B ~ 0.67).
Po hybrydyzacji DNA na catej dlugosci sondy konce oddalajg si¢ na odlegto$¢ ponad 9 nm
(orientacyjna dtugo$¢ 35 par zasad podwdjnej helisy DNA/RNA). To odpowiada
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wyznaczone] warto$ci B mniejszej badz rownej ~0.1, co réwniez charakteryzuje widmo
fluorescencyjne roztworu wolnych barwnikow Cy3 i CyS5. Dla sondy Cy5-RNA02-Cy3
(276 nt) w stanie wolnym warto$¢ B to ~0.30. Modele struktury drugorzgdowej pozwalaja
lepiej przewidzie¢, ktore elementy sekwencji moga oddziatywaé ze soba poprzez
parowanie zasad azotowych. Modele struktur trzeciorzgdowych pomagaja wyobrazi¢ sobie
jak poszczego6lne motywy strukturalne moga rozktada¢ si¢ w przestrzeni. Potaczenie obu
modeli pomaga zaproponowac interpretacje wynikéw pomiarow. Sekwencja sondy Cy5-
RNAO01-Cy3 mogtaby tworzy¢ dwa motywy strukturalne: spinke oraz otwartg petle. Konce
5" i 3’ miatyby znajdowa¢ si¢ w motywie otwartej petli. Sekwencja sondy Cy5-RNAQ2-
Cy3 najpewniej tworzy wiecej motywow, przez co konce 5’ 1 3" mogtyby znalez¢ si¢ w
dwoch roznych motywach. To potencjalnie mogloby utrudnia¢ kontakt barwnikow i
thumaczy¢ nizsza warto$¢ parametru B. Nawet gdy zastosowanie metod obliczeniowych
okazuje si¢ pomocne w interpretacji wynikow eksperymentow, nalezy podchodzi¢ do nich

z dystansem.
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Rysunek 3.1.3: Zastosowanie sond FRET do pomiaréw bliskosci koncow 5’1 3". A) Widma
fluorescencyjne wolnych barwnikéw DBCO-Cy5 i Cy3-EDA, sondy Cy5-RNAQ01-Cy3,
sondy Cy5-RNAO01-Cy3 po hybrydyzacji z komplementarnym DNA, oraz sondy Cy5-
RNAOQ2-Cy3. B) Modele struktur drugorzedowych i trzeciorzedowych RNA o sekwencjach
RNAO1 i RNAO2. C) Wartosci wzglednych intensywnosci fluorescencji donora (Cy3, 565
nm) i akceptora (Cy5, 668 nm) pary FRET, ktére stanowia podstawe do obliczenia
parametru B (bliskosci koncow 5’1 3’ sondy).

Stosujac wyzej opisang metodologi¢ mozna zbada¢ podstawowe wiasciwosci danej

struktury RNA i podja¢ proby lepszego zrozumienia jej dynamiki. Przyktadem sg pomiary
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temperatury topnienia (tj. denaturacji badz ,rozplecenia” struktur drugorzedowych
kwasow nukleinowych) w zmiennych warunkach. Przedstawiono pomiary widm
fluorescencyjnych sondy Cy5-RNAO02-Cy3 lub Cy5-ArcaRNA02-Cy3 wykonane w
szerokim zakresie temperatur (Rys. 3.1.4A i B). Dla obu sond, ktoérych struktury réznity
si¢ obecnoscig 5'-kapu, wyjsciowa warto$¢ parametru B (~0.30-0.33 w 21 °C) oraz

temperatura topnienia (~25 °C) byty podobne. W wyniku zmiany rozpuszczalnika z wody
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Rysunek 3.1.4: Przyktadowe pomiary temperatury topnienia RNA z uzyciem sond FRET.
Widma fluorescencyjne sond Cy5-RNA02-Cy3 (A) oraz Cy5-ArcaRNA02-Cy3 (B) w
zalezno$ci od temperatury, w buforowanych roztworach wodnych. C-E) Widma
fluorescencyjne sondy Cy5-RNA02-Cy3 w zaleznosci od temperatury i sktadu
rozpuszczalnika. F) Wykres zmian parametru B w zaleznosci od temperatury (krzywe
topnienia) dla roztworéw o roznym sktadzie.

106



na 50% glicerol warto$¢ B drastycznie spadia (~0.13, Rys. 3.1.4C). Z kolei w solance (4 M
NaCl) zaobserwowano podwyzszony parametr B (~0.6 w zakresie -8-50 °C) oraz
temperature topnienia (~65 °C, Rys. 3.1.4D). W ukladzie zawierajagcym wysokie st¢zenie
soli (0.4 M) oraz glicerol (12%) zanotowano stosunkowo wysoki B (~0.50 w 20 °C), jednak
odmienny przebieg temperaturowy (Rys. 3.1.5E). W przedziale -8-50 °C zaobserwowano
mniejszy spadek wartosci B (od ~0.51 do ~0.41), a nastepnie wigkszy (od ~0.41 do ~0.09),
w przedziale 50-70 °C. Wyniki mozna intepretowa¢ nastgpujaco: wysokie stezenie soli
obniza energi¢ struktur RNA poprzez niwelowanie wzajemnego odpychania
elektrostatycznych tadunkéw grup fosfodiestrowych. To powoduje jednoczes$nie
podwyzszenie 1 ujednolicenie temperatury topnienia wszystkich motywow w obrgbie
struktury sondy. Z drugiej strony, glicerol jest amfifilowa czasteczka zdolng do tworzenia
wigzan wodorowych. Dzieki temu zwigksza powtoke hydratacyjng biatek, stabilizujac ich
strukture.?1 W przypadku kwaséw nukleinowych, hydratacja czy obecnoéé glicerolu maja
raczej efekt odwrotny, destabilizujacy,?®®! co odzwierciedlaja wyniki pomiaréw w
uktadach z glicerolem. Tego typu efekty maja znaczenie z perspektywy kontroli
konformacji RNA, w szczegdlnosci proby kontroli dystansu migdzy koncami 5’ i 3'. To
istotny problem z perspektywy cyklizacji RNA, co zostalo omowione w dalszej czesci
rozprawy (patrz rozdzial 4.3 Badania wykonane ze wspolpracownikami: optymalizacja
cyklizacji RNA).

Kolejnym przyktadem zastosowania sond FRET s3a badania enzymow
nukleolitycznych. Enzymy nukleolityczne sa istotnymi narzedziami w biologii
molekularnej oraz atrakcyjnymi celami terapeutycznymi. Dzielg si¢ na egzonukleazy i
endonukleazy. Pod wptywem hydrolizy sondy zmienia si¢ jej widmo fluorescencyjne, co
pozwala bada¢ przebieg reakcji w czasie. Wybrano enzymy Dcpl/2, RNaza R, CNOT7
(egzonukleazy) oraz RNaza A, RNaza T1, RNaza H (endonukleazy). Prowadzono pomiary
fluorescencji oraz analiz¢ elektroforetyczng produktow rekcji (Rys. 3.1.513.1.6).

Dcpl/2 to egzonuleaza, ktora katalizuje hydrolize trifosforanu w obrebie struktury
kapu, wyniku czego zostaje uwolniony difosforan 7-metyloguanozyny (m’GDP).[2%°1 w
wyniku hydrolizy sondy Cy5-ArcaRNAQ00-Cy3 uwolniony zostaje fluorescencyjny analog
nukleotydu (Cy5-m’GDP). To objawia si¢ spadkiem warto$ci parametru B w czasie oraz
powstaniem produktu pozbawionego fluorescencji Cy5S i1 o zwigkszonej mobilnosci
elektroforetycznej (Rys. 3.1.5A, D, E). Kolejnym enzymem byta RNaza R. To procesywna
egzonukleaza hydrolizujaca ustrukturyzowane RNA w kierunku od 3’ do 5’ konca, w

wyniku czego powstaja 5’ monofosforany nukleozydow.[?* Jej aktywnos¢ prowadzita
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Rysunek 3.1.5: Zastosowanie sond FRET do badania enzyméw nukleolitycznych. A)
Schemat dziatania i zmiany widma fluorescencyjnego sondy Cy5-ArcaRNAO00-Cy3 pod
wplywem dzialania kompleksu dekapujacego Dcpl/2. B) Schemat dzialania i zmiany
widma fluorescencyjnego sondy Cy5-ArcaRNAO01-Cy3 pod wplywem dziatania RNazy R.
C) Schemat dziatania i zmiany widma fluorescencyjnego sondy Cy5-ArcaRNAO01-Cy3 pod
wpltywem dziatania RNazy A lub RNazy T1, w obecnosci lub pod nieobecnos¢
selektywnego inhibitora RNazy A (RiboLock). D) Zmiany parametru B w czasie reakcji
nukleolitycznych. E) Analiza elektroforetyczna (PAGE) substratow (NR) 1 produktow
hydrolizy katalizowanej przez RNazg A (RN A), RNaze¢ T1 (RN T1), RNazg R (RN R)
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oraz Dcpl/2 (Dcpl/2). F) Schemat reakcji deadenylacji katalizowanej przez CNOT7 oraz
analiza elektroforetyczna produktow deadenylacji sekwencji RNAO4. Oznaczenia: R1 —
grupa konca 5'; R> — grupa konca 3’; CNOT7 — obecnos¢ lub nieobecnos¢ deadenylazy.
Deadenylacja nie zachodzi w wypadku RNA modyfikowanego na koncu 3'.

rowniez do hydrolizy sondy Cy5-RNAO01-Cy3 i calkowitego zaniku fluorescencji
akceptora FRET (Rys. 3.1.5B D, E). Ostatnig egzonukleazg byt CNOT7, ktory katalizuje
deadenylacj¢ od konca 3’. W celu badania enzymu konieczne jest zastosowanie sondy
zawierajacej sekwencje 3’ poliA. Niestety, obecnos¢ sekwencji 3’ poliA powoduje zanik
oddziatywania FRET, przez co nie udato si¢ zarejestrowa¢ zmian widma fluorescencji w
czasie trwania deadenylacji. Ponadto, analiza elektroforetyczna produktow deadenylacji
wskazuje, ze w dobranych warunkach CNOT7 nie rozpoznaje RNA z modyfikacjg na 3’
jako substratu (Rys. 3.1.5F). To z jednej strony niekorzystne zjawisko, poniewaz ogranicza
ono zastosowanie sond RNA modyfikowanych na 3’ koncu. Z drugiej strony, moze by¢
ono korzystne z perspektywy projektowania inhibitoréw procesu deadenylacji czy
zwickszenia trwatoéci terapeutycznego RNA.E7 9]

Kolejnymi modelami byly endonukleazy RNaza A i RNaza T1. Sg to enzymy
popularnie stosowane w biologii molekularnej, hydrolizujace wigzania fosfodiestrowe za
nukleozydami pirymidynowymi (RNaza A) albo guanozyng (RNaza T1).21Y W wyniku ich
dziatania, sonda ulega fragmentacji, co mozna zaobserwowa¢ w trakcie analizy
spektrofluorymetrycznej oraz elektroforetycznej (Rys. 3.1.5C, D, E). Ponadto pokazano, iz
w obecnosci jej selektywnego inhibitora (RiboLock), cigcie RNazy A zostaje zahamowane.
Ostatnim przyktadem jest RNaza H, endonukleaza tngca RNA w heterodupleksie RNA-
DNA. Cigcie zachodzi od strony 3’ RNA dupleksu i jest zalezne od wielu czynnikow.[?*?]
Przeprowadzono pomiary dla sondy Cy5-ArcaRNA02-Cy3 i trzech sekwencji DNA
komplementarnych wzgledem ro6znych jej obszarow (DNA1, DNA2 i DNAS3, Rys. 3.1.6).
Zaobserwowano, iz w trakcie reakcji z dwiema z trzech wybranych sekwencji DNA widmo
fluorescencyjne nie zmienia si¢ w czasie. Z drugiej strony reakcje hydrolizy zachodzily w
obecnosci kazdej z sekwencji DNA, o czym $wiadczy analiza elektroforetyczna. Wyniki
zinterpretowano w sposob nastepujacy: w trakcie wszystkich reakcji RNA ulega hydrolizie,
jednak w przy zastosowaniu DNA2 i DNA3, zachowane zostajg elementy struktury
przestrzennej sondy odpowiedzialne za utrzymanie jej koncow 5’ 1 3" w bliskosci. Obu
wypadkach, byto to mozliwe ze wzgledu na to, ze obszary, w ktorych sonda ulegata
hydrolizie, byty oddalone od jej koncow 5" 1 3'. Sekwencja DNAI jest komplementarna z

sonda w obszarach zawierajacych konce 5’ 1 3'. W tym przypadku, w wyniku reakcji
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dochodzi do eliminacji oligonukleotydu, zawierajagcego fluorescencyjng grupe konca 5,

ktory oddysocjowuje w tagodnych warunkach (tj bez denaturacji termicznej).
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Rysunek 3.1.6: Zastosowanie sond FRET do badania aktywnosci RNazy H. A) Schemat
dziatania sondy i1 aktywno$ci RNazy H. B) Modele struktury sekwencji RNAO2 z
zaznaczonymi obszarami, wzgledem ktorych oligonukleotydy DNA (DNA1-3) byly
komplementarne. C) Widma fluorescencyjne oraz analiza elektroforetyczna produktow
aktywnos$ci RNazy H. D) Zmiana parametru B w trakcie aktywno$ci RNazy H w zaleznosci
od sekwencji oligonukleotydu DNA.
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3. 2. Badania wykonane ze wspélpracownikami: Bioobrazowanie mRNA

Sondy molekularne zostaty rowniez zastosowanie do badan w ztozonych uktadach
biologicznych. Ze wzgledu zwigzek z terapiami genowymi, zastosowano sondy do
bioobrazowania i ekspresji mRNA. Warto zaznaczy¢, ze na tym etapie celem
eksperymentow bylo zaprezentowania mozliwosci sond (ang. proof of concept), a
kompleksowe badania procesu dostarczania i ekspresji mRNA wykraczaly poza ramy
projektu badawczego.

W pierwszej kolejnosci, przeprowadzono pomiary ekspresji reporterowego genu w

zalezno$ci od modyfikacji mRNA w lizatach komérkowych (wykonane przez Adama

Mamota) lub w komorkach hodowanych in vitro (wykonane przez dr. Pawta J. Sikorskiego)

(Fig. 3.2.1).2% Przeprowadzono synteze modyfikowanych mRNA, kodujacych wybrane
biatka reporterowe. Modyfikacje mRNA obejmowaly obecno$¢ jednego lub dwoch
barwnikéw fluorescencyjnych w ramach koncow 5’ lub 3’, jak i niefluorescencyjne
struktury konca 5'. Nastepnie badano poziom reporterowego genu dla kazdej z modyfikacji
mRNA, dobranego pod katem techniki i uktadu eksperymentalnego.

W pierwszej kolejnosci zbadano poziomy lucyferazy Renilla (RLuc) w lizatach z
retikulocytow kroliczych (RRL). To najprostszy z wykorzystanych, biologicznych
uktadow, ktorego zalety i ograniczenia zostal omowione w dalszej czgsci tekstu (patrz
rozdziat 5. Podsumowanie 1 wnioski). Poziom powstatej lucyferazy mierzono za pomoca
chemiluminescencji, wynikajacej z przebiegu reakcji katalizowanej przez enzym
(utleniania koelenterazyny).[?**l Poziom reporterowego biatka zalezy zaréwno od stezenia
jak i rodzaju modyfikacji mRNA (Fig. 3.2.1B). Uzyskane tag metodg wyniki wskazuja, ze
poziom biatka jest statystycznie jednakowy dla mRNA modyfikowanych 1
niemodyfikowanych w obszarze konca 3'. Natomiast, znakowanie konca 5’ zwigkszato

poziom biatka w niewielkim stopniu.
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Rysunek 3.2.1: Pomiary ekspresji reporterowego genu w zaleznosci od modyfikacji
mRNA. A) Schemat eksperymentow. B) Translacja w ukladzie RRL: Zalezno$¢
intensywnos$ci luminescencji od st¢zenia 1 modyfikacji mRNA oraz wzglgedne poziomy
RLuc w zaleznos$ci od modyfikacji mRNA. C) Ekspresja GLuc w linii komorkowej HeLa:
wzgledne poziomy biatka w czasie, w zaleznosci od modyfikacji mRNA. D) Cytometria
przeplywowa po transfekcji komoérek Hela za pomoca modyfikowanego mRNA
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kodujacego eGFP. Stupki btedow odnosza si¢ do btedu sredniej (SEM) z trzech powtdrzen
eksperymentalnych. Eksperymenty z paneli C i D zostaly wykonane przez dr. Pawta J.

Sikorskiego.[?**!

Poziom reporterowych biatek mierzono réwniez w komoérkach, do ktérych mRNA

dostarczano na drodze lipofekcji (wykonane przez dr. Pawta J. Sikorskiego).[?*®]

Wykorzystano lini¢ komoérek nowotworowych szyjki macicy (HelLa) do przeprowadzenia
dwoéch typow eksperymentéw. Pierwszy z nich wykorzystywal ekspresje mutanta
lucyferazy Gaussia (GLuc), sekrecyjnego biatka reporterowego, ktdérego poziom mozna
oznacza¢ za pomocg chemiluminescencji w probkach medium hodowlanego (Fig. 3.2.1C).
Drugi opieral si¢ na cytometrii przeplywowej 1 ekspresji mutanta zielonego biatka
fluorescencyjnego (eGFP, Fig. 3.2.1D). Wyniki eksperymentéw z GLuc wskazujg, iz
wprowadzenie barwnika na koncu 3' mRNA nie zmienia poziomu biatka. Podobnie, jak dla
MRNA (N3-ArcaRNAO06-mock), ktorego przebieg znakowania pomijat dodatek nadjodanu
na etapie utleniania (MRNA nadal byto poddane nastepczemu aminowaniu redukcyjnemu
w obecno$ci Cy3-EDA). Natomiast, znakowanie fluorescencyjne konca 5’ obnizato poziom
biatka o potowe, co moze mie¢ zwigzek z obecnoscia podstawnikdéw i1 potencjalnie
zwigkszong zawadg steryczng w obszarze konca 5’ i struktury kapu.

Cytometryczne pomiary poziomu eGFP s3 zgodne z wynikami uzyskanymi z
zastosowaniem GLuc. Ponadto, pokazuja rozktad liczby komodrek w zaleznosci od
intensywnosci fluorescencji eGFP oraz znakowanego mRNA (barwnikow Cy3 lub Cy5).
To pozwala obej$s¢ problem wynikajacy z nierdownomiernej dystrybucji mRNA w
komorkach. W wypadku uzyskanych wynikow, rozklady fluorescencji (obwiednia
cytogramu) eGFP i znakowanego mRNA sa podobne, co jest przejawem korelacji
poziomoéw biatka i mRNA. Udokumentowanie takiej korelacji w systemie opartym na
aktywnosci lucyferazy wymagatoby zastosowania dwoch reporterow, co niesie techniczne
konsekwencje. Z drugiej strony, zaleta systemow opartych na lucyferazach jest
amplifikacja sygnalu chemiluminescencyjnego, co pozwala na znacznie nizsze (W tym
wypadku trzydziestokrotnie nizsze) zuzycie mRNA. Dodatkowo, system reportera
sekrecyjnego (jak GLuc) pozwala na mato inwazyjne (bez lizy czy sortowania) pomiary
biatka w czasie. Podsumowujac, wyniki wyzej opisanych eksperymentow sa pomysine,
poniewaz wskazuja, iz znakowanie mRNA opracowanymi metodami nie zaburza (w
sposOb znaczacy) procesu jego translacji. To stanowilo przestanke by zastosowaé

fluorescencyjne mRNA do prob bioobrazowania.

113



W pierwszej kolejnosci, do komorek wprowadzono fluorescencyjne mRNA kodujace
eGFP na drodze lipofekcji, by nastepnie przeprowadzi¢ obrazowanie za pomoca

konfokalnej mikroskopii fluorescencyjnej (wykonane przez dr. Pawta J. Sikorskiego, Rys.

3.2.2).12131 Obrazy byly rejestrowane réwnolegle w kilku kanatach (fluorescencja eGFP,
Cy3 oraz Cy5) w stalych odstgpach czasowych (co ~21 min). Zaobserwowano
wystepowanie mRNA w skupiskach. Jest to znane zjawisko zwigzane z metodg
dostarczania mRNA (lipofekcja) i powstawaniem endosoméw.l®! Po okoto trzech
godzinach obserwacji ujawnia si¢ wewnatrzkomoérkowy sygnat eGFP. Bezposrednio po
rozpoczgciu transfekcji dwuznakowanym mRNA (Cy5-ArcaRNA06-Cy3), sygnaly Cy3 i
Cy5 w gltownej mierze nakladly si¢. Z czasem przebiegu eksperymentu, zarejestrowano
wiecej izolowanych sygnalow Cy3 i Cy5. To zjawisko mozna interpretowac jako
degradacjge mRNA.

Jako model do obrazowania in vivo obrano danio prggowane (Danio rerio,

eksperymenty wykonane przez dr. Aleksandre Siekierska).?*¥] Jest to jeden z modelowych

strunowcow, ktéry juz od lat osiemdziesigtych dwudziestego wieku stuzy w badaniach
genetycznych i biomedycznych.?*® W trakcie rozwoju larwalnego komorki i tkanki
zarodka ryby sa przezroczyste, co umozliwia zastosowanie mikroskopii do ich obserwacji.
Wykonano mikroiniekcje¢ roztworu mRNA (50-300 pg w 1 nl) do komorki zygotycznej. W
trakcie rozwoju, mRNA ulega rownomiernemu podzialowi miedzy komorki potomne 1
ulega dystrybucji w catym organizmie. Na rysunku 3.2.3 przedstawiono obrazy zarodkow
w czasie rozwoju i ekspresji eGFP. Analogicznie jak w wypadku badan w Hela,
znakowanie mRNA na koncu 5’ przektada si¢ na obnizony poziom reportera. Analogicznie,
sygnat w kanatach od Cy3 1 Cy5 byt znacznie stabszy, a jego wykrycie wymagato
zastosowania mikroskopii konfokalnej (Rys. 3.2.4). W trakcie rozwoju zaobserwowano
zmiang rozkladu sygnatow eGFP, Cy3 i Cy5: na po6zniejszych etapach dochodzi do
silniejszej separacji Cy3 i Cy5 od eGFP. Ponadto, przybieraja one rozktady o wzorach
zaleznych od struktury tkankowej zarodka.

Podsumowujac, podwojnie znakowane sondy molekularne RNA 1 mRNA zostaly
skutecznie zastosowane w badaniach struktury 1 wlasciwosci RNA, enzymow
nukleolitycznych oraz do bioobrazowania 1 ekspresji mRNA. Zdolno$¢ do
regioselektywnego umieszczenia dwoch modyfikacji w obrebie RNA data mozliwos¢
wykorzystania zjawiska FRET oraz lokalizacji fragmentow polimeru w uktadach
sztucznych 1 biologicznych. Okre$lono rowniez wpltyw modyfikacji RNA na jego

wlasciwosci biochemiczne, biofizyczne i biologiczne. Wyniki opisanych do tej pory
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eksperymentow zostaty opublikowane w formie artykutu oraz zgloszenia patentowego.?*l
W nastepnych rozdziatach opisano badania nad metoda chemoenzymatycznej cyklizacji,

swoistego rozszerzenia koncepcji modyfikacji koncow 5’1 3" RNA.
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Rysunek 3.2.2: Bioobrazowanie podwojnie znakowanego mRNA in vitro. A) Schemat
eksperymentu. B) Obrazy mikroskopowe po transfekcji komorek HelLa za pomoca CyS5-
ArcaRNAQ06-Cy3. Obrazy kontrolne (po transfekcji za pomoca N3z-ArcaRNAO06, Cy5-
ArcaRNAO06 lub N3-ArcaRNAOQ6-Cy3) zostaly opublikowane w trybie wolnego dostepu.
Wszystkie obrazy sg dostepne tez w formie animacji. Eksperymenty zostaly wykonane
przez dr. Pawta. J. Sikorskiego.?**]
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Rysunek 3.2.3: Mikroiniekcja modyfikowanego mRNA. A) Schemat eksperymentu oraz
przebiegu rozwoju embrionalnego Danio rerio. B) Obrazy zarodka i jego fluorescencji po
mikroiniekcji mRNA na roéznych etapach rozwoju. C) Fluorescencja zarodkow na etapie
24 hpf'w zaleznosci od dawki i modyfikacji mRNA. Eksperymenty zostaty wykonane przez
dr. Aleksandre Siekierska.[?*®]
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Rysunek 3.2.4: Obrazy z mikroskopu konfokalnego po mikroiniekcji Cy5-ArcaRNAOQG-
Cy3 na etapach 8 hpf oraz 24 hpf. Obrazy kontrolne (po mikroiniekcji N3-ArcaRNAOQ6G,
Cy5-ArcaRNAO6 lub N3z-ArcaRNAO06-Cy3) zostaty opublikowane w trybie wolnego
dostepu. Eksperymenty zostaty wykonane przez dr. Aleksandre Siekierska.!?]

117



4. Cyklizacja RNA

4. 1. Cel i metoda otrzymywania analogéw circRNA

Chemiczna cyklizacja RNA, rozumiana jako kowalencyjne potaczenie koncow 513’
polimeru rybonukleotydowego, stanowi istotny element tematyki terapeutycznego RNA.
Wynika to z odkry¢ dotyczacych wilasciwosci kolistych czasteczek RNA (circRNA),
zaro6wno tych naturalnie wystepujacych jak 1 syntetycznych. Przewaga kolistej formy RNA
nad liniowg wynika z r6znic w strukturze chemicznej: brak elementéw rozpoznawanych
przez egzonukleazy (konce 5’ i 3') jest korzystny pod kontem trwatosci RNA, a w
konsekwencji trwatosci ekspresji terapeutycznej informacji genetycznej.®?! Ponadto,
opublikowano badania §wiadczace o wysokiej wydajnosci syntetycznego circRNA jako
nosnika informacji genetycznej.’>%1 Owe syntetyczne circRNA zawieraty sekwencje
IRES, ktére pozwalajag wyeliminowac potrzeb¢ wprowadzania elementoéw struktury konca
5" 1 3’ mRNA (tj. kapu oraz ogona poliA). Ograniczeniem znanych metod cyklizacji
wielkoczasteczkowego RNA (ligazy, PIE) jest to, ze pozwalajg wytacznie na otrzymanie
circRNA o naturalnej strukturze chemicznej. Innymi stowy, ich zastosowanie nie pozwala
wprowadza¢ nienaturalnych grup funkcyjnych, majacych potencjalnie pozytywny wptyw
na wydajnosc translacji analogow circRNA lub ich odpornos¢ na degradacj¢. Zastosowanie
IVT i PORA do chemoenzymatycznej cyklizacji miato pozwoli¢ obej$¢ to ograniczenie.
Poprzez IVT koniec 5’ liniowego prekursora circRNA miat by¢ wyposazony w grupe EDA,
elastyczne polimerowe taczniki (ang. linkers) oraz (ewentualnie) struktur¢ kapu. W celu
cyklizacji wykorzystano wariant metody PORA, w trakcie ktorej grupa 5’ EDA ulegata
wewnatrzczasteczkowej reakcji aminowania redukcyjnego z utlenionym koncem 3’ (Rys.
4.1.1). By zrealizowa¢ niniejszy cel, w pierwszej kolejnosci opracowano metodologi¢
analizy 1 izolacji circRNA. Nastgpnie przeprowadzono optymalizacj¢ cyklizacji RNA z
wykorzystaniem sond FRET i metod obliczeniowych. Ostatecznie, otrzymano szereg
analogow circRNA kodujacych gen reporterowy GLuc oraz zbadano ich wlasciwosci

biologiczne.
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Rysunek 4.1.1: Chemoenzymatyczna cyklizacja RNA. Schemat metoda otrzymywania
analogdw circRNA. Struktury inicjatoréw transkrypcji zawierajacych grupe 5'-EDA
(EDA-AG, EDA-PEGs-AG, EDA-PEGs-Cap#) oraz odpowiadajacych im analogow
circRNA (circ(E)RNA, circ(EPs)RNA, circ(EPsCap#)RNA).
4. 2. Metodologia badan analogéw circRNA

Poczatkowo, jednym z najwigkszych problemow bylo wykrywanie i mierzenie
poziomow kolistego RNA w probkach produktow reakcji cyklizacji. W zwigzku z tym
rozpoczeto od prob cyklizacji enzymatycznej (za pomoca T4 RNA ligazy 1) na jednej z
modelowych sekwencji RNA (p-RNAO1, 35 nt). Nastepnie, zaadaptowano jedng z
najpowszechniejszych metod analizy mieszanin liniowych i kolistych RNA: poprzez
trawienie egzonukleolityczne 1 elektroforezg (Rys. 4.2.1). Zastosowano RNaze R, ktéra
selektywnie usuwa z mieszaniny linowe RNA. Formy koliste sa odporne na dziatanie
egzonukleazy ze wzgledu na brak konca 3'. W wyniku trawienia i nastepczej elektroforezy
produktow mozna rozrézni¢ obie formy. Nastgpnie, wykonano proby cyklizacji
chemoenzymatycznej na drodze IVT i nastgpczej chemicznej cyklizacji metoda PORA. W

tym celu wykorzystano prekursory zawierajace na koncu 5’ modyfikacje EDA i linker (EL-
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RNA) lub modyfikacj¢ EDA, linker i analog kapu (EL-Cap#RNA). Wykonano proby
cyklizacji chemoenzymatycznej dla sekwencji RNA o dlugos$ci w przedziale 35-1500 nt.
Jako kontrole pozytywna wykorzystywano produkt enzymatycznej cyklizacji analogiczne;j
sekwencji RNA (p-RNA). Jednym z pierwszych przelomowych wynikow byta cyklizacja
sekwencji RNAO5 (740 nt, Rys. 4.2.1B). Jest to przypadek, w ktorym chemoenzymatyczna
cyklizacja wielkoczasteczkowego RNA zachodzi ponad pigciokrotnie wydajniej (33%) niz
enzymatyczna (6%).

A  pre-circRNA produkty cyklizacji circRNA
liniowy polimer
cyklizacja P P RNaza R
e~~~ = liniowy monomer kolisty polimer —> O
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B

Metoda T4 RNAlig. 1 PORA T4 RNAlig.1 PORA PORA
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Rysunek 4.2.1: Trawienie egzonukleolityczne i nastgpcza elektroforeza produktow
cyklizacji enzymatycznej i chemoenzymatycznej. A) Schemat eksperymentu z
wykorzystaniem RNazy R. B) Przyktadowe Zele poliakrylamidowe pokazujace produkty
cyklizacji RNA o sekwencjach RNAO1 (35 nt) oraz RNAOQO5 (740 nt). Oznaczenia:
Cyklizacja — informacja o tym czy probka zostala poddana cyklizacji; RNaza R —
informacja o tym czy probka zostata poddana trawieniu RNazg R; m — marker dlugos$ci
RNA; HMW — mieszanina liniowych RNA o dlugosci 1500—-6000 nt.
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Dodatkowym sposobem weryfikacji jest wewnatrzczasteczkowe ciecie kolistego
RNA, ktore mozna przeprowadzi¢ za pomoca RNazy H. W wyniku rekcji circRNA ulega
linearyzacji co objawia si¢ odzyskaniem mobilnosci elektroforetycznej na poziomie pre-
circRNA. (Rys. 4.2.2) W ramach kontroli wykonano ci¢cie prekursora, ktore prowadzito

do dwoch czasteczek RNA o mniejszej masie.

+ - Cyklzacja
-+ -]+ DNA

1000- sm—— N
B00- sm— EPs-RNA05
500- sm—
RNaza H
400' b— o= —
300- sm—
200- =

Rysunek 4.2.2: Trawienie endonukleolityczne analogu circ(EPs)RNAO5 oraz jego
liniowego prekursora (EPs-RNAO5) z wykorzystaniem RNazy H. Analiza
elektroforetyczna wykonana za pomoca zelu poliakrylamidowego (6% PAA, 38:1).
Oznaczenia: Cyklizacja — informacja o tym czy probka zostata poddana cyklizacji; DNA —
informacja o tym czy w mieszaninie reakcyjnej obecny byt komplementarny
oligonukleotyd DNA; m — marker dlugosci RNA; HMW — mieszanina liniowych RNA o
dhugosci 2000-6000 nt.

W trakcie badan wykorzystano réwniez elektroforeze w zelu poliakrylamidowym
(PAGE) w warunkach denaturujacych. FElektroforeza wykorzystuje przyciaganie
réznoimiennych tadunkéw w polu elektrycznym oraz opor osrodka (zelu). Mobilnosé
elektroforetyczna naladowanych polimeréow rdznicuje si¢ ze wzgledu na ich promien
hydrodynamiczny, na ktory wptyw maja stopien polimeryzacji i konformacja czasteczki.
Jedna z opublikowanych metod analizy wielkoczasteczkowego circRNA jest elektroforeza
w zelach agarozowych. Objetos¢ zelu wypelniaja splatane wiokna polisacharydu, co
tworzy korzystne warunki do rozdzialu duzych czasteczek, natywnych form 1
wielkoczasteczkowych  kompleksow. Metoda wykazuje niskg powtarzalno$¢ i
rozdzielczo$¢ pod kontem topologii RNA.[?161 W trakcie eksperymentéw zaobserwowano,

iz rozdzialy RNA w poliakrylamidzie (PAA) wykazuja wysoka rozdzielczo$¢ pod kontem
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topologii. (Rys. 4.2.3) Przeprowadzono skuteczny rozdziat liniowych 1 kolistych RNA (30-
1400 nt) w zelach PAA o gestoSciach w zakresie 6-20%. Roznica w mobilnosci
elektroforetycznej liniowego i kolistego RNA byta zalezna od przede wszystkim od
gesto§ci 1 stopnia  usieciowania zelu (stosunku akrylamidu do N,N’'-
metylenobisakrylamidu). Ponadto, skuteczno$¢ rozdziatow wzrastala wraz ze wzrostem

stopnia polimeryzacji RNA.
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Rysunek 4.2.3: Elektroforeza circRNA na zZelu poliakrylamidowym. A) Schemat reakcji
polimeryzacji akrylamidu (AA) w obecnosci metylenobisakrylamidu (MBAA). Rozdziat
pre-circRNA i circRNA w zalezno$ci od gestosci 1 stopnia usieciowania (stosunku AA do
MBAA) zelu dla sekwencji RNAOS (B), RNAO1 (C) oraz RNAO02 (D). Czerwone strzatki
wskazuja potozenie kolistych form RNA. HMW: mieszanina liniowych RNA o dlugosci
1500-6000 nt. Na panelu C wybrane probki byly (+R) badz nie byty (-R) trawione RNaza
R.
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Przeprowadzono rowniez rozdzialy chromatograficzne circRNA. (Rys. 4.2.4)

Wykorzystano aparatur¢ uktadu HPLC oraz szereg typdéw chromatografii: jonowymienna,

saczenie molekularne oraz RP. Tylko typ RP pozwalal na rozdziat pod kontem topologii

czy izolacje circRNA na drodze frakcjonowania. Rozdzielczo$¢ rozdziatu uzalezniona byta

od sktadu fazy ruchomej, a najlepsza osiggnieto w uktadzie z octanem n-heksyloaminy.

(Rys. 4.2.4C)
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Rysunek 4.2.4: Chromatografia cieczowa circRNA. A) Chromatogramy HPLC probek
EPs-RNAOS5 (pre-circRNA) oraz produktow jego cyklizacji (circRNA) wykonane dla
roznych typow chromatografii (jonowymiennej, sgczenia molekularnego lub RP). B)
Frakcjonowanie produktow enzymatycznej (T4 RNA lig. 1) lub chemoenzymatycznej
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cyklizacji (PORA) sekwencji RNAO8 (578 nt) za pomocg HPLC oraz analiza
elektroforetyczna frakcji. Oznaczenia: S — substrat (EPs-RNAO5); P — produkty cyklizaciji;
F1-F3 — frakcje chromatograficzne; m — marker dlugosci RNA; HMW — mieszanina
liniowych RNA o dtugosci 3000, 4000 oraz 6000 nt. C) Rozdziat mieszaniny liniowego i
kolistego RNA o sekwencji RNA14 (598 nt) w zalezno$ci od sktadu fazy ruchome;j
(wysycenia uktadu octanem trietyloaminy, diizopropyloaminy lub heksyloaminy).

4. 3. Badania wykonane ze wspélpracownikami: optymalizacja
cyklizacji RNA
Za pomoca wyzej opisanej metodologii przeprowadzono chemoenzymatyczng

cyklizacje wielkoczasteczkowego RNA (500-1400 nt, Tab. 4 i 5, eksperymenty wykonane

przez Adama Mamota lub dr. Malgorzate Wasinskg-Katwe). W trakcie tego procesu,

rozpoznano problem: zalezno$¢ wydajnosci cyklizacji od sekwencji RNA. W celu jego
rozwigzania podjeto probe kontroli ich struktury trzeciorzedowej. Z zatozenia, jest to
nietrywialne zadanie. Ponizej przedstawiono studium przykiadéw, dokumentujacych
zjawiska, ktore moga postuzy¢ do potencjalnego rozwigzania problemu w przysztosci.
Mimo ograniczen, udato si¢ otrzymacé szereg analogéw wielkoczasteczkowego circRNA z
wysokimi wydajno$ciami (30-60%), ktérych wilasciwosci biologiczne omdéwiono w
nastgpnym rozdziale.

Tabela 4: Wydajnosci cyklizacji wielkoczasteczkowego RNA okreslone na podstawie
analizy PAGE. Czg$¢ reakcji zostata wykonana lub powtdrzona przez dr. Malgorzate
Wasinska-Katwe.

. . . Metoda oligonukleotyd Wydajnos$é
Nazwa circRNA Inicjator w IVT cyklizacji DNA cyklizacji [%]

CircRNAOS GMP Lig. [ T4 510

circ(EPs)RNAOS EDA-PEGs-AG PORA 30-45
CircRNAOS GMP Lig. [ T4 brak 36
circ(EPs)RNAOS EDA-PEGs-AG PORA 60
cire(EPsCap )RNAO8 | EDA-PEGs-Capl 53
cire(EPsCap )RNA1l | EDA-PEGs-Capl PORA 46
Lig. I T4 brak 13
circRNA12 GMP . brak 31

Lig. I T4 DNAS 145
irc(EPsCapl )RNA12 | EDA-PEGs-Capl PORA brak 10
clrelErshap —Ebshap DNAS 50
Lig. 1 T4 brak 9
circRNA13 GMP . brak 32
Lig. I T4 DNA4 61
irc(EPsCapl )RNA13 | EDA-PEGs-Capl PORA brak 2
cre(Ersh-ap rEsAp DNA4 50
. Lig. 1 T4 brak 10
CircRNALS GMP Lig. 11 T4 DNAG 46
. brak 44
circ(EPs)RNA15 EDA-PEGs-AG PORA ONAG "
cire(EPsCap )RNAI5 | EDA-PEGs-Capl DNAG 41
. Lig. [ T4 40
circRNA14 GMP Lig. 11 T4 brak 34
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circ(EPs)RNA 14 EDA-PEGs-AG PORA 52
circRNA16 GMP Lig. 1 T4 5-10
circ(EPs)RNA16 EDA-PEGs-AG PORA 53
Tabela 5: Lista i opis sekwencji RNA otrzymanych na drodze IVT
Nazwa Elementy sekwencji RNA Dhugo$é £t
sekwenciji SUTR* | ORFP | 3'UTRY [ Ogon3e | [ni] “
RNAOO GAAGAAGCGGGCAUGCGGCCAGCCAUAGCCGAUCA 35 0.438
RNAO1 AGGGAAGCGGGCAUGCGGCCAGCCAUAGCCGAUCA 35 0.437
RNAQ2 MCS | RLuc- | - | - 276 3.31
RNAO03 AGGUCAGAACGAGCGAGCGGCCAUAUGAGCAUGCA 35 0.446
RNA04 Kozak V5x3 - A60 237 2.91
RNAO5 Kozak eGFP - - 740 8.93
RNAO06 Kozak eGFP HBBx2 A30 1065 12.8
RNAOQ7 MCS Rluc HBBx2 A30 1354 16.4
RNAO8 Kozak Gluc - - 578 6.99
RNA09 Kozak Gluc HBBx2 - 870 10.4
RNA10 Kozak Gluc HBBx2 A30 908 11.0
RNA11 HBB Gluc - - 626 7.58
RNA12 HBB Gluc HBBx2 - 918 11.0
RNA13 HBB Gluc HBBx2 A30 952 115
RNA14 RSV Gluc - - 598 7.25
RNA15 EMCV Gluc - - 1152 13.9
RNA16 OligoIRES GLuc - - 711 9.35
RNA17 Kozak FLuc HBBx2 A30 2008 24.4

8Sekwencja poprzedzajgca kodon start: MCS (ang. multiple cloning site) — sekwencja
utatwiajgca klonowanie (84 nt); Kozak — krotka sekwencja promujgca translacje (8—12 nt);
HBB (ang. human beta-globin) — sekwencja pochodzaca z genu ludzkiej beta-globiny (50
nt); RSV — sekwencja promujaca m®A-zalezna translacje (MIRES) z syncytialnego wirusa
oddechowego (27 nt)®”l: EMCV — sekwencja promujaca kap-niezalezng translacje (IRES)
z wirusa zapalania mézgu i migénia sercowego $win (583 nt)l®l; OligolRES — sztuczna
sekwencja promujaca kap-niezalezna translacje (200 nt)[**l, POtwarta ramka odczytu czyli
sekwencja kodujaca biatko (ang. open reading frame): RLuc/- — sekwencja pierwszych 62
aminokwasow lucyferazy Renilla (186 nt); V5x3 — potrojna sekwencja epitopowa
pochodzgca z bakteriofaga V5 (162 nt); eGFP — sekwencja kodujaca wzmocnione biatko
zielone fluorescencji (720 nt); RLuc — sekwencja kodujaca lucyferaze Renilla (936 nt);
GLuc — sekwencja kodujaca lucyferaze Gaussia-Dura (558 nt); FLuc — sekwencja kodujace
lucyferaze robaczka $wietojanskiego (ang. firefly, 1653 nt). “Sekwencja za kodonem stop:
HBBx2 — podwojona sekwencja pochodzaca z genu ludzkiej beta-globiny (270 nt); - —
sekwencja krotkiego tacznika (0-20 nt). “Sekwencja za sekwencja 3’ UTR: A30 — ogon
poliadeninowy (30 nt); - — sekwencja krétkiego tacznika (0-20 nt). Molowy wspétczynnik
ekstynkcji (dla dtugosci fali 260 nm, jednostka: uM™cm™) oszacowany za pomoca
bioinformatycznego narzedzia OligoCalc.[?1]

Przyklad 1: chemoenzymatyczna cyklizacja krotkiego RNA (RNAO1 oraz RNAO3,
35 nt) w zaleznos$ci od stezenia i temperatury (Rys. 4.3.1). We wszystkich reakcjach

zaobserwowano powstawanie produktéw ubocznych (polimeréw i konkatamerow). Dla
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obu sekwencji warunki nie miaty wigkszego wptywu na konwersj¢ liniowego prekursora
(rzgdu 50-70%). Sekwencja RNAO3 ulega cyklizacji mniej selektywne niz RNAO1. W celu
proby wyjasnienia tego zjawiska wykorzystano modele struktury RNAOI oraz RNA03. W
wypadku RNAOI, konce 5’ 1 3’ moga by¢ stosunkowo blisko siebie, co zostato omoéwione
wcezesniej (Rys. 3.1.3). Natomiast, RNA0O3 moze tworzy¢ spinke o niskiej stabilno$ci z
odseparowanym fragmentem pierwszych dziesieciu nukleotydow od konca 5'. (Rys.
4.3.1B) Model produktu ligacji RNAO3 (dimeru, RNAO03-RNAO3) sugeruje, iz tworzy on
stabilniejsza strukture drugorzgdowa. To ttumaczytoby, dlaczego w wigkszych stezeniach

RNAO03 gtownym produktem sg dimery.

A 0.3 uM 1.2 uM 12 uM Stezenie RNA 0.3 uM 1.2 uM 12 uM
S| 4°C |20°C|S| 4°C |20°C|S| 4°C [20°C|S Temp. S| 4°C |20°C|S| 4°C [20°C| S| 4°C [20°C|S
sanalinsoslinEnE T o] L] LT
Qe ane e
}\.:so e
\{ -~ -.-- ..
3553 5882 5888 0o [ ... .- _z=d
= & SaRm mam=%
T ITITLI TS ==

RNAO03-RNA03

Rysunek 4.3.1: Chemoenzymatyczna cyklizacja krotkiego RNA (RNAO1 oraz RNAO3, 35
nt) w zaleznosci od stezenia i temperatury. A) Analiza elektroforetyczna produktow
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cyklizacji (RNAO1 z lewej, RNAO3 z prawej). Oznaczenia: S — substrat; Stezenie RNA —
stezenie substratu w mieszaninie reakcyjnej; Temp. — temperatura inkubacji; AT —
informacja o tym czy substrat byl denaturowany termicznie przed etapem utleniania. B)
Modele struktur RNAO1, RNAO3 oraz dimeru RNA03-RNAO3.

Przyktad 2: wptyw stezenia soli na cyklizacje wielkoczasteczkowego RNA (RNAOS,
740 nt). W trakcie pomiardw temperatury topnienia RNA za pomocg sond FRET
zauwazono wpltyw skladu rozpuszczalnika na blisko$¢ koncéw 5" i 3" (Rys. 3.1.4). Ze
wzgledu na to, przeprowadzono optymalizacj¢ cyklizacji pod katem stezenia chlorku sodu
lub litu (Rys. 4.3.2). We wszystkich reakcjach konwersja substratu byta podobna (40—
60%). Dla kazdej z soli, w stezeniu powyzej 150 mM zaobserwowano selektywne
powstawanie konkatamerow. Ilo$¢ liniowego monomeru w mieszaninie nie zmieniala si¢
znacznie, a udzial liniowego dimeru byt zerowy lub bardzo niski. W wyniku zwigkszenia
stezenia kationéw metali dochodzi do maskowania tadunku reszt fosfodiestrowych, co
indukuje agregacje kwasoéw nukleinowych.'®Y1 W agregatach, reakcja ligacji i nastepczej
cyklizacji RNA mogtyby zachodzi¢ réownie szybko (lub szybciej) co w roztworze,

jednoczes$nie prowadzac do produktéw o zwigkszonej masie.

NaCl [mM]
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= ——

m S

1000- —
800- —
600- —_ = ™= = " - ¢
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Rysunek 4.3.2: Produkty chemoenzymatycznej cyklizacji EPs-RNAOS5 w zaleznosci od
stezenia chlorku sodu lub litu. Oznaczenia: S — substrat (EPs-RNAO5); m — marker dtugosci
RNA; HMW — mieszanina liniowych RNA o dlugosci 3000, 4000 oraz 6000 nt.
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Przyktad 3: Kontrola struktury wielkoczasteczkowego RNA z wykorzystaniem
komplementarnych oligonukleotydow DNA. Sekwencja RNA13 (952 nt) skladata si¢ z
nastepujacych elementéw: sekwencji kodujacej biatko reporterowe GLuc, sekwencji
niekodujacych (5’ i 3' UTR) ludzkiej beta-globiny (HBB) oraz sekwencji ogona 3’
poliadeninowego (Rys. 4.3.3A). Ostatni element struktury (poliadenina) zamiast tworzy¢
wigzania wodorowe migdzy zasadami i struktury drugorzedowe, tworzy heliakalng
strukture, oparta na odziatywaniach hydrofobowych i wyeksponowang w sferze
solwatacyjnej mRNA.P! To powoduje izolacje kofica 3’ i w konsekwencji niska wydajnos¢
cyklizacji (rzedu 2%, Rys. 4.3.3C). Z wykorzystaniem modeli struktury RNAI13
zaprojektowano sekwencje komplementarnych oligonukleotydow DNA (DNA1-4, Tab.
4). Poprzez komplementarno$¢, oligonukleotyd DNA miat zadziata¢ jak szyna (ang. splint),
zblizajac do siebie konce 5’ i 3’ RNA. Nastepnie, wykonano pomiary widm
fluorescencyjnych z wykorzystaniem sondy FRET (Cy5-RNA13-Cy3) po jej hybrydyzacji
z DNA (Rys. 4.3.3B). Na podstawie pomiarow wybrano optymalng sekwencje¢

oligonukleotydu (DNAZ2). Jego zastosowanie (eksperyment wykonany przez dr.

Matgorzate Wasinska-Katwe) doprowadzitlo do zwigkszenia wydajnosci chemicznej

cyklizacji ponad dwudziestokrotnie (do 50%, Rys. 4.3.3C) oraz blisko dwukrotnie w
wypadku cyklizacji katalizowanej przez T4 RNA ligazg 2 (z 32 do 61%, Tab. 6). W
obecnosci DNA?2 (28 nt), cyklizacja zachodzita selektywnie. Dtuzsze sekwencje (DNA3,
48 nt 1 DNA4, 67 nt) obnizaly selektywno$¢ cyklizacji kosztem tworzenia liniowych
dimerow. Krotsza sekwencja (DNA1, 10 nt) nie wplywala na przebieg reakcji (wydajnos¢
2%). W celu wyjasnienia zaobserwowanych efektoéw wykorzystano model struktury
RNA13 (Rys. 4.3.3A). RNA i optymalny oligonukleotyd DNA tworzg razem strukture
heteroduplesku o dtugosci 28 nukleotydow. Od strony konca 3’ RNA i sekwencji poliA,
heterodupleks sasiaduje z odcinkiem ~20 nukleotydow adeninowych, co moze by¢
korzystne z perspektywy tworzenia heteroduplesku od strony kofica 3’ RNA. Z drugiej
strony, od konca 5" RNA, oligonukleotyd jest w pelni komplementarny, przez co moze
tworzy¢ strukture stabilniejsza niz wewnatrzczasteczkowe struktury drugorzedowe RNA,
ktére sg oparte na niepetnej komplementarnos$ci. W ten sposob, w trakcie hybrydyzacji
dochodzi do stworzenia trwatej struktury (dupleksu RNA-DNA o szacowanej temperaturze
topnienia ~50°C) kosztem zniszczenia mniej trwalej struktury drugorzedowej (dupleksu
RNA-RNA, o szacowanej temperaturze topnienia w przedziale 20-30°C) co byloby

energetycznie korzystne.
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Rysunek 4.3.3: Kontrola struktury wielkoczasteczkowego RNA z wykorzystaniem
komplementarnych oligonukleotydéw DNA. A) modele struktury RNA13 z zaznaczonymi
rejonami komplementarnymi wzgledem zaprojektowanych oligonukleotydow (DNA1-4).
B) Widma fluorescencyjne sondy FRET (Cy5-RNA13-Cy5) w zaleznosci od sekwencji
zhybrydyzowanego oligonukleotydu (DNA1-4), nagrane w temperaturze 20 lub 4°C. C)
Analiza elektroforetyczna produktéw cyklizacji EPs-CaplRNAI13 w zaleznosci od
sekwencji zhybrydyzowanego oligonukleotydu. Oznaczenia: S — substrat (EPs-RNAQ5); m
— marker dtugo$ci RNA; HMW — mieszanina liniowych RNA o dtugosci 3000, 4000 oraz
6000 nt. Eksperyment zaprezentowany na panelu C zostat wykonany przez dr. Malgorzate

Wasinska-Katwe.

Tabela 6: Lista sekwencji oligonukleotydow DNA wykorzystanych do cyklizacji RNA

l\gl;‘la Selgv;:cj a Sekwencja oligonukleotydu DNA

DNAI TCCCTTTTTT

DNA2 TCTAGATTATCCCTTTTTTTTTTTTTTT

DNA3 RNAI13 GAAGCAAATGTCTAGATTATCCCTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTT

DNA4 GAAGCAAATGTCTAGATTATCCCTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTT
TTTTTTGTTTAAACATTTA

DNAS RNAI2 AGCAAATGTCTAGATTATCCCTAACATTTAAATGCAATGAAAA
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AGGGGGGGAGGGAGAGGGGTACCCCCTATCCTTAGTCACCACCGG
CCCCCT

DNAG6 RNAIS

4. 4. Badania wykonane ze wspélpracownikami: wlasciwos$ci biologiczne
analogow circRNA

Wykonano badania ekspresji circRNA w lizatach (wykonat Adam Mamot) i liniach

komorkowych z wykorzystaniem reportera GLuc (wykonat dr. Karol Czubak) (Rys. 4.4.1—
3). Badano ilo§¢ produkowanego biatka (catkowita oraz w czasie) w zaleznosci od
sekwencji RNA, struktury chemicznej konca 5’ (w wypadku liniowych czasteczek) lub
struktury polaczenia koncow 5’ 1 3’ (w wypadku czasteczek kolistych). Sekwencje
promujace translacje, takie jak EMCV IRES, oraz reporter GLuc wybrano ze wzgledu na
wezesniej opublikowane badania dotyczace ekspresji circRNA. ]

W pierwszej kolejnosci poréwnano ekspresje circRNA w uktadzie RRL oraz w
komorkach linii HEK (Rys. 4.4.1). Uzyskane wyniki byly rozbiezne. W RLL najwyzsze
poziomy biatka zanotowano dla kanonicznych mRNA (CaplRNA10 lub CaplRNA13), a
nastepnie dla liniowych RNA zawierajacych sekwencj¢ EMCV IRES (RNA15). W RRL
cyklizacja obnizata calkowity poziom biatka. W komoérkach HEK, poza kanonicznymi
mRNA, powstawanie biatka zaobserwowano wylacznie dla analogu circ(EPs)RNALS,
zawierajacego modyfikowane potaczenie konca 5’ i 3’ oraz sekwencje EMCV IRES. Na tej
podstawie zawgzono badania do analogéw circRNA zawierajacych sekwencj¢ IRES lub
elementy kanonicznego mRNA (strukture kapu czy ogon poliA). Niestety, analogu
circRNA zawierajacego zarowno strukture kapu jak 1 sekwencje ogona poliA
(circ(EPsCapl)RNAL3) nie udato si¢ wyizolowaé za pomocag opracowanych metod.

Nastepnie, dr. Karol Czubak wykonat eksperymenty z zastosowaniem linii komorkowych

HEK, HelLa, Hep2 oraz A549 (Rys. 4.4.2). Ponownie, najwyzsze poziomy biatka
odnotowano dla kanoniczego mMRNA (Capl-RNA13). Poziomy biatka dla circRNA o
sekwencji RNA12 lub RNA1S5 byly wyzsze jezeli zawieraly one struktur¢ kapu lub inng
modyfikacj¢ potaczenia koncow 5’ i 3’ (poziom biatka dla circ(EPsCapl)RNA >
circ(EPs)RNA > circRNA). Ponadto, cyklizacja RNA zawierajacych sekwencje IRES
(RNA15) skutkowata znacznym zwigkszeniem poziomu biatka. Najwyzsze poziomy wsrod
wszystkich circRNA oraz ich prekursorow odnotowano dla analogu circ(EPsCapl)RNA15,
ktory zawieral kombinacje struktury kapu oraz sekwencji IRES. Niezaleznie od linii
komorkowej czy ilosci wyprodukowanego biatka, zaobserwowano wydtuzone czasy
ekspresji circRNA 1 ich analogoéw. Na podstawie zaleznosci ilosci produkowanego biatka

od czasu oszacowano czasy pottrwania RNA (Rys. 4.4.3). Szacowane czasy poOttrwania
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CircRNA (24-53 h) byly wydluzone wzglgdem ich liniowych prekursoréw (pre-CircRNA,
3-9 h) czy kanonicznego mRNA (6-20 h).

Wzrost poziomu biatka w wyniku modyfikacji, stosunkowo wysoki poziom dla
kombinacji struktury kapu i sekwencji IRES oraz wydluzone czasy pottrwania circRNA sa
obiecujgcymi wynikami, ktore zachecaja do dalszych poszukiwan atrakcyjnych analogow

circRNA, uzyskanych metodg chemoenzymatycznej cyklizacji.

Sekwencja 5 UTR CDS 3'UTR Ogon ¥ diugosc¢ [nt]
RNAO8 Kozak GLuc - - 578
RNA09 Kozak GLuc HBB - 870
RNA10 Kozak GLuc HBB A30 908
RNA11 HBB GLuc - - 626
RNA12 HBB GLuc HBB - 918
RNA13 HBB GLuc HBB A30 952
RNA14 GLuc - - 598
RNA15 EMCV GLuc - - 1152
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Rysunek 4.4.1: Lista sekwencji oraz wyniki ekspresji analogow circRNA w uktadzie RRL
oraz linii komoérkowej HEK. Shtupki btedow oznaczaja btad s$redniej (SEM) z trzech
powtorzen eksperymentalnych.
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Rysunek 4.4.2: Lista sekwencji oraz wyniki ekspresji analogow circRNA w liniach
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komoérkowych HEK, HelLa, Hep G2 oraz A549. Stupki bledow oznaczaja blad $redniej
(SEM) z trzech powtorzen eksperymentalnych. Eksperymenty wykonat dr. Karol Czubak.



Sekwencja 5 UTR CDS 3'UTR Ogon 3 dtugosé¢ [nt]
RNA13 HBB GLuc HBB A30 952
RNA15 EMCV GLuc - - 1152
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Rysunek 4.4.3: Lista sekwencji oraz wyniki ekspresji analogow circRNA w czasie, dla linii
komoérkowych A549 oraz Hep G2. A) Poziom GLuc w pozywce, w danym puncie
czasowym wzgledem calkowitego poziomu biatka, uzyskanego w wyniku transfekcji
danym RNA. Stupki bledow oznaczaja biad $redniej (SEM) z trzech powtorzen
eksperymentalnych. B) Sumaryczny poziom GLuc uzyskany do danego momentu w czasie,
znormalizowany wzgledem catkowitego poziomu biatka, uzyskanego w wyniku transfekcji
danym RNA. Eksperymenty wykonat dr. Karol Czubak.
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5. Podsumowanie i wnioski

Opracowano metody pozwalajace na selektywna modyfikacije i funkcjonalizacje koncoéw

5" oraz 3' RNA:

Modyfikacja konca 3’ zostata osiggnieta za pomocg metody PORA (ang. periodate
oxidation and reductive amination) z wykorzystaniem analogdéw etylenodiaminy
(EDA). W tym celu zbadano przebieg aminowania redukcyjnego na dwoch modelach
RNA (nukleotydzie GMP oraz trinukleotydzie pUsz) pod katem: struktury N-nukleofila,
stezenia reduktora (NaBHsCN) i pH.

Metoda PORA zostata zoptymalizowana pod kontem jej prostoty, wszechstronnosci i
wydajnos$ci. Dzieki temu mozliwe jest przeprowadzenie modyfikacji konca 3" RNA na
dodrze prostego protokotu (w 2.5 godziny, w jednym naczyniu), w szerokim zakresie
stezen (0.2 uM — 1 mM) oraz dtugosci (3—2000 nt) substratu RNA z wydajnosciami
zankowania w zakresie 75-99%. Struktura modyfikacji, wywodzaca si¢ ze struktury
zastosowanego analogu EDA, moze wykracza¢ poza zademonstrowane W pracy grupy
chemiczne (tj. aminy, azydki, alkiny), hapteny (tj. biotyng) czy barwniki
fluorescencyjne (tj. fluoresceiny i cyjaniny).

Zgodnie z opisanym stanem techniki, zoptymalizowana metoda PORA jest pierwsza
metodg chemiczng pozwalajagcg na bezposrednig, wydajng i selektywng modyfikacje
konca 3’ wielkoczgsteczkowego RNA (powyzej 200 nt, otrzymanego na drodze
transkrypcji), w szczego6lnosci mRNA.

Modyfikacje konca 5’ przeprowadzono za pomoca metody chemoenzymatycznej,
bedacej kombinacja transkrypcji in vitro (IVT) oraz reakcji SPAAC. Metoda zostata
rozwinieta poprzez synteze analogéw typu N3-AG oraz Ns-m’GpppAG, ktérych
zastosowanie pozwolito na wydajne wprowadzenie grupy azydkowej w obrebie konca
5" RNA na drodze IVT.

Procedury modyfikacji konca 5' oraz 3’ potaczono, by moc przeprowadzi¢ je
réwnolegle, w jednym naczyniu. W wyniku tego, opracowano metode podwojnego
znakowania RNA, ktora pozwolita na regioselektywne wprowadzenie rdznych
znacznikéw w obrebie koncow 5’ oraz 3.

Opracowana metoda podwdjnego znakowania pozwolita na otrzymanie szeregu sond
molekularnych RNA o rozmiarach w zakresie 30—2000 nt z wydajno$ciami rzedu 46—
88%.
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Przeprowadzono skuteczna izolacj¢ homogennych produktow znakowania oraz
podwodjnego znakowania RNA za pomoca chromatografii RP-HPLC oraz
nieudokumentowanego wczesniej efektu ,.kotwiczenia”.

Zgodnie z opisanym stanem techniki, opracowana metoda podwojnego znakowania jest
bezprecedensowo wydajna i prosta w poréwnaniu z innymi metodami pozwalajacymi
na regioselektywne i ortogonalne znakowanie wielkoczasteczkowego RNA, w

szczegolnosci mRNA.

Za pomoca opracowanych metod otrzymano szereq sond molekularnych oraz

zademonstrowano ich przyktadowe zastosowania:

Otrzymano sondy typu barwnik-RNA-biotyna, ktore zastosowano w eksperymentach
demonstrujacych wigzanie sady przez streptawidyne (EMSA).

Otrzymano sondy typu odniesienie-RNA-wskaznik oraz zaprezentowano ich
potencjalne zastosowanie jako wskaznikow zmian $rodowiskowych (na przyktadzie
sondy wrazliwej na zmiany pH).

Otrzymano sondy FRET (typu akceptor-RNA-donor), ktére zastosowano do badan
struktury przestrzennej oraz temperatury topnienia wybranych sekwencji RNA.

Sondy FRET zostaty réwniez zastosowane do monitorowania w czasie rzeczywistym
aktywnosci hydrolitycznej enzymow nukleolitycznych takich jak: RNaza A, RNaza T1,
RNaza R, RNaza H oraz kompleks dekapujacy Depl/2.

Koncepcje funkcjonalizacji koncow 5’ 1 3’ rozszerzono o wariant chemoenzymatycznej

cvklizacji RNA:

Opracowano metode cyklizacji czasteczek RNA zawierajacych grupe 5'-EDA z
zastosowaniem zoptymalizowanej metody PORA. W tym celu, przeprowadzono
synteze analogéw typu EDA-linker-AG oraz EDA-linker-m’GpppAG, ktore
wykorzystano w reakcji IVT.

W celu izolacji oraz potwierdzenia kolistej topologii otrzymanych analogéw circRNA
wykorzystano metody chromatograficzne, elektroforetyczne oraz trawienie produktow
cyklizacji za pomocg RNazy R lub RNazy H.

Zgodnie z opisanym stanem techniki, opracowana metoda chemoenzymatycznej

cyklizacji jest pierwszg chemoenzymatyczng metoda cyklizacji wielkoczgsteczkowego
RNA.
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Wraz z dr. Malgorzata Wasinska-Kalwa zoptymalizowano warunki cyklizacji, przez

co otrzymano szereg kodujacych czasteczek circRNA z wydajnos$ciami cyklizacji rzedu

30-60%.

Wraz z dr. Pawlem J. Sikorskim., dr. Aleksandra Siekierska oraz dr. Karolem

Czubakiem przeprowadzono badania znakoweqo mRNA oraz analogdéw circRNA w

uktadach biologicznych (in vitro i in vivo):

Wykazano, iz modyfikacja konca 3’ metoda PORA nie zaniza (w znaczgcym stopniu)
poziomow biatek reporterowych, kodowanych w sekwencji znakowanych mRNA.
Wykazano, iz podwojnie znakowane mRNA pozostajg aktywne translacyjnie (poziom
biatek reporterowych zmniejszony o potowg), oraz ze najadajg si¢ jako sondy
molekularne do obserwacji mikroskopowych w komorkach oraz in vivo (na przyktadzie
Danio rerio).

W takie badan translacji analogéow circRNA zaobserwowano synergistyczny efekt
struktury kapu i sekwencji EMCV IRES (elementéw zaangazowanych w mechanizmy

translacji zaleznej 1 niezaleznej od kapu).

Opisane W niniejszej rozprawie badania i metody obarczone sa nastepujacymi

ograniczeniami:

Zaproponowany mechanizm aminowania redukcyjnego z EDA nie w pelni
potwierdzony. W tym celu nalezaloby przeprowadzi¢ kompleksowe badania,
przyktadowo z zastosowaniem jadrowego rezonansu magnetycznego oraz zbadaé
reaktywno$¢ N-alkilowych pochodnych hydrazyny czy hydroksyloaminy

Metoda PORA ma ograniczone zastosowanie do modyfikacji endogennych RNA (np.
eukariotycznych mRNA), ktore mogg zawiera¢ wigcej niz jedna strukture cis-diolu.

Do modyfikacji metoda PORA mozna wykorzysta¢ wytacznie analogi EDA, ktore nie
reaguja z cyjanoborowodorkami.

Efekty obserwowane w trakcie pomiaréw widm fluorescencyjnych sond FRET (zmiana
parametru B) moga by¢ wynikiem odziatywan wewnatrzczasteczkowych lub
miedzyczasteczkowych. W trakcie badan nie podjeto proby ich rozroéznienia czy
rozdzielenia. W celu ulatwienia ich interpretacji, wyniki pomiaréw skonfrontowano z
modelami struktur drugo- i trzeciorzedowych RNA. Pomiary z udzialem sond FRET
daja wglad w $rednig odleglosci miedzy barwnikami (Cy5 i Cy3), bedaca wypadkowa
calego krajobrazu konformacji oraz oddzialywan migdzyczasteczkowych zachodzacych

w danych warunkach. Z drugiej strony, zastosowane metody obliczeniowe pozwalajg
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wytoni¢ jedng z wielu mozliwych struktur przestrzennych danej sekwencji RNA.
Ponadto, ich trafthos¢ (prawdopodobienstwo na stworzenie rzeczywistej struktury)
maleje wraz ze wzrostem rozmiaru modelowanej czasteczki RNA. W praktyce, modele
struktur przestrzennych RNA s3 bardzo cennym narzedziem, jednak nalezy do nich
podchodzi¢ z dystansem.

W trakcie badan wykonano eksperymenty polegajace na translacji w lizatach
komorkowych (RRL). Przyktadowymi zaletami tego typu uktadow jest brak ograniczen
zwigzanych z dostarczaniem mRNA do komoérek czy probleméw wynikajacych z
hodowli linii komérkowych. Jedna z najwickszych wad jest silna zalezno$¢ wynikow
od sktadu mieszaniny reakcyjnej, przez co wyniki moga mie¢ niskg zbieznos$¢ z

wynikami otrzymanymi w komorkach.
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Czesc III: Procedury doswiadczalne
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Sprzet i odczynniki

Stezenia masowe kwasoéw nukleinowych [ng/ul] okreslano mierzac absorbancj¢ przy 260
nm za pomocg aparatu NanoDrop 2000c (Thermo, 40 ng/ul odpowiada Az = 1 dla
dhugosci drogi optycznej = 1 mm). Stezenia molowe kwasow nukleinowych okreslano na
postawie absorbancji roztworu oraz wspoétczynnika ekstynkcji obliczonego dla kazdej z
sekwencji RNA na podstawie opublikowanego protokotu.!?1]

Po elektroforezie na zelach agarozowych lub poliakrylamidowych, wykonywano
wizualizacje fluorescencji za pomocg aparatu Typhoon FLA 9500 (GE Healthcare).
Nastepnie przeprowadzono barwienie kwaséw nukleinowych za pomocg bromku etydyny
(Roth) Iub SybrGold (Invitrogen). Po barwieniu, fluorescencja interkalatora byla
wizualizowana za pomocg aparatu Typhoon FLA 9500 lub GelDoc XR+ (BioRad).

Wszystkie rozdziaty HPLC przeprowadzono na modutowych, niskoci$nieniowych
gradientowych aparatach HPLC produkcji Shimadzu (seria LC-40/LC-20) lub Agilent
(seria 1260/1290 Infinity) z termostatowanym uchwytem kolumny Ilub piecem
kolumnowym, detektorem DAD 1 detektorem fluorescencyjnym. Faza ruchoma skladata
si¢ z nicautoklawowanej wody MQ, acetonitrylu klasy HPLC (J.T.Baker), wysokiej jako$ci
octanu amonu (J.T.Baker), trietyloaminy (Bioultra, Sigma), n-heksyloaminy klasy HPLC
(Ottokemi) oraz lodowatego kwasu octowego klasy HPLC (J.T.Baker). Rozpuszczalniki o
pozadanym sktadzie, st¢zeniu 1 pH filtrowano za pomocq filtra 0.45 pm i przechowywano
w ciemno$ci w temperaturze 4°C przez dhuzszy czas. Chromatogramy rejestrowano z
detekcja absorbancji przy 260 nm (ref. 360 nm, szeroko$¢ pasma 10 nm), widma
absorbancji (220-700 nm) oraz fluorescencji zainteresowania (Cy3: 550/565, Cy5:
650/665, FAM: 490/520).

Wysokorozdzielcze widma masowe (HRMS) otrzymanych zwigzkow zarejestrowane
zostaty w Srodowiskowym Laboratorium Spektrometrii Mas Instytutu Biochemii i
Biofizyki PAN, na aparacie Micromass QToF 1 MS, w trybie jonéw ujemnych. Widma
NMR wykonano odpowiednio na spektrometrze BRUKER AVANCE I11 HD (1H: 500.24,
31P: 202.49, 13C: 125.80 MHz) na Wydziale Fizyki UW.

Do chromatografii na zltozu anionitowym DEAE-Sephadex A-25 (forma
wodoroweglanowa), zastosowano liniowy gradient buforu trietyloamonowego w wodzie
(TEAB, pH 7.3) oraz aparat Biotage Selekt System. Bufor przygotowywano
przepuszczajagc gazowy CO2 przez roztwor wodny trietyloaminy, do wuzyskania
odpowiedniego pH. Sktad frakcji wykazujacych absorbancje przy 260 nm zostal
dodatkowo zbadane za pomoca HPLC 1 MS. Frakcje zawierajace pozadane produkty
polaczono i1 odparowano do sucha, dodajac porcjami etanolu w celu usunigcia nadmiaru
buforu trietyloamonowego.
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Syntezy chemiczne

Karbaminian (2-bromoetylo) tert-butylowy

xHBr Boc,0 o
Br ___TEA
HZN/\/ MeOH O)J\”/\/BI'

Synteze przeprowadzono na podstawie opublikowanej metody.?*8] Do roztworu
bromowodorku 2-bomoetyloaminy (1.02 g, 4.96 mmol) w metanolu (70 ml) dodano
trietyloaming (1.38 ml, 9.92 mmol) w temperaturze 0/4°C. Nastepnie, dodano roztwor of
diweglanu di-tert-butylu (1.09 g, 4.99 mmol) w metanolu (20 ml). Po 15 min mieszania w
temperaturze 0/4°C usunig¢to lazni¢ chtodzaca, a roztwdr mieszano przez 2 h w
temperaturze pokojowej. Roztwor rozcienczono mieszaning woda/dichlorometan (65
ml/65 ml), przeniesiono do rozdzielacza i przemyto and dichlorometanem (65 ml).
Potaczone frakcje organiczne wysuszono nad NazSOs, przefiltrowano i zat¢zono pod
zmniejszonym ci$nieniem. Otrzymano produkt w formie bezbarwnego oleju (1.11 g, 4.95
mmol, ~100%). *H NMR (500 MHz, CDCls) 6 [ppm]: 4.94 (br s, IH, CONH), 3.54 (t, J =
5.8 Hz, 2H, CH2CHy), 3.45 (t, J = 5.8 Hz, 2H, CH2CH2), 1.45 (s, 9H, tBut)

Karbaminian (N-propargiloaminoetylo) tert-butylowy
N Z
9 NaHCO >[\ i H
>‘\O)]\N/\/Br —omF o)J\ ANF

N
H H

Do karbaminianu (2-bromoethylo) tert-butylowego (495 mg, 2.21 mmol) dodano
wodoroweglan sodu (200 mg, 2.38 mmol), DMF (2.0 ml), oraz propargiloaming (849 pl,
13.25 mmol). Zawiesina byla refluksowana w 60°C przez 4.5 h. Przebieg reakcji byt
monitorowany na TLC (n-heksan/2-propanol 1:1, barwienie ninhydryna, RF~0.4).
Zawiesina zostata rozcienczona mieszaning nasyconego weglanu sodu i dichlorometanu
(20 ml / 30 ml), przeniesiona do rozdzielacza i przemyta dichlorometanem (2 x 20 ml).
Potaczone fazy organiczne zostaly osuszone and NazSQOs, przefiltrowane i zatezone pod
zmniejszonym cis$nieniem. Otrzymany rudy olej zostal rozdzielony za pomoca
chromatografii FLASH (dryload, 12g silicagel cartridge) w schodkowym gradiencie 2-
propanolu w n-heksanie. Frakcje zawierajace pozadany produkt potgczono i zat¢zono pod
zmniejszonym cisnieniem. Otrzymano produkt w formie zottego oleju (374 mg, 1.88
mmol, 86%). *H NMR (500 MHz, CDCls) § [ppm]: 3.42 (d, J = 2.4 Hz, 2H, CH2CCH),
3.24 (9, J = 5.7 Hz, 2H, CH2CH?>), 2.81 (t, J = 5.7 Hz, 2H, CH2CH2), 2.22 (t, J = 2.4 Hz,
1H, CCH), 1.44 (s, 9H, tBut).

Dichlorowodorek N-propargiloetylenodiaminy (PEDA)
>I\ )OJ\ H & Hel, x2 HCI H &
0 ”/\/N/ MeOH HZN/\/N\/

Do roztworu karbaminianu (N-propargiloaminoetylo) tert-butylowego (374 mg, 1.88
mmol) w metanolu (20 ml) wkroplono kwas solny (4 ml, ~37% wt.). Po 30 min inkubacji
w temperaturze pokojowej dodano etanol 1 odparowano roztwor pod zmniejszonym
ci$nieniem. Nastgpnie dodawano porcjami bezwodny etanol do momentu wytracenia si¢
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osadu. Nastepnie mieszanina zostat schtodzona, osad przefiltrowano i przemyto minimalng
objetoscig zimnego bezwodnego etanolu (zuzyto catkowicie 100 ml bezwodnego etanolu).
Osad rozpuszczono w wodzie i zliofilizowano by otrzyma¢ produkt w formie kremowego
proszku (156 mg, 0.912 mmol, 48%). *H NMR (500 MHz, D20) § [ppm]: 4.08 (d, J = 2.6
Hz, 2H, CH2CCH), 3.58 (td, J = 7.0, 1.8 Hz, 2H, CH2CH?>), 3.46 (td, J = 7.0, 1.9 Hz, 2H,
CH2CH>), 3.10 (t, J = 2.6 Hz, 1H, CCH). BC NMR (126 MHz, D20) & [ppm]: 79.01
(CCH), 43.11 (CH2CHpy), 36.98 (CH2CCH), 35.37 (CH2CH>).

2-azydoetyloamina

Synteze przeprowadzono na podstawie opublikowanej metody.?*®! Do roztworu azydku
sodu (8.14 g, 148 mmol) w wodzie (40 ml) dodano bromowodorek 2-bromoetyloaminy
(10.09 g, 49.3 mmol) i refluksowano w 70°C przez 16 h. Mieszaning schtodzono i dodano
roztwor wodorotlenku potasu (14 g) w wodzie (10 ml), a nastgpnie dichlorometan (50 ml).
Po mieszaniu w temperaturze pokojowej przez 30 min, zawiesina zostala przeniesiona do
rozdzielacza i przemyta dichlorometanem (5 x 50 ml). Polaczone fazy organiczne zostaly
osuszone and Na»SOg, przefiltrowane i ostroznie zatgzone pod zmniejszonym ci$nieniem.
(w zakresie cisnien 600-50 mbar w 30°C, do momentu ustalenia si¢ masy produktu).
Otrzymano produkt w formie bezbarwnego oleju (3.78 g, 43.9 mmol, d = 1.04 g/ml, 89%).

Karbaminian [N-(2-azydoetylo)aminoetylo] tert-butylowy

o x2 HCI
Sl K MO, N

o N/\/N\/\N H2N/\/ \/\N3
N 3

Do zawiesiny skladajacej si¢ z 2-azydoetyloaminy (1.63 ml, 19.73 mmol), wodorowgglanu
sodu (0.91 g, 6.58 mmol) i DMF (8 ml) wkroplono roztwor karbaminianu (2-bromoethylo)
tert-butylowego (1.47 g, 6.58 mmol) w DMF (2 ml) w ciggu 1 h w temperaturze 70°C.
Przebieg reakcji byt monitorowany na TLC (n-heksan/2-propanol 1:1, barwienie
ninhydryna, RF~0.4). Zawiesina zostata rozcienczona mieszaning nasyconego weglanu
sodu i dichlorometanu (40 ml / 50 ml), przeniesiona do rozdzielacza i przemyta
dichlorometanem (3 x 50 ml). Potaczone fazy organiczne zostaly osuszone and Na2SO4,
przefiltrowane 1 zatezone pod zmniejszonym ci$nieniem. Otrzymany bezbarwny olej zostat
rozdzielony za pomoca chromatografii FLASH (dryload, 12g silicagel cartridge) w
schodkowym gradiencie 2-propanolu w n-heksanie. Frakcje zawierajace pozadany produkt
pofaczono 1 zat¢zono pod zmniejszonym ci$nieniem. Otrzymano produkt w formie
bezbarwnego oleju (940 mg, 4.14 mmol, 63%).

Dichlorowodorek N-(2-azydoetylo)etylenodiaminy (AEEDA)

x2 HCI H

@)
>|\ PY H _ HClaq N
/\/N\/\ HZN/\/ \/\N
0" N N 3

Do karbaminianu [N-(2-azydoetylo)aminoetylo] tert-butylowego (374 mg, 1.88 mmol)
wkroplono rozcienczony kwas solny (5 ml, ~10% wt.). Po 1h inkubacji w temperaturze
pokojowej mieszaning rozcienczono woda (20 ml), przeniesiono do rozdzielacza i
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przemyto dichlorometanem (3 x 25 ml). Do fazy wodnej dodano etanol i odparowano
roztwor pod zmniejszonym ci$nieniem. Nastgpnie dodawano porcjami bezwodny
acetonitryl do momentu wytracenia si¢ osadu. Nastepnie mieszanina zostal schtodzona,
osad przefiltrowano i przemyto minimalng objetoscig zimnego bezwodnego etanolu. Osad
osuszono pod zmniejszonym ci$nieniem by otrzymac¢ produkt w formie biatego proszku
(70 mg, 0.53 mmol, 13%). *H NMR (500 MHz, D20) ¢ [ppm]: 3.82 (t, J = 5.5 Hz, 2H),
3.49 (m, 2H), 3.43 (m, 2H), 3.35 (t, J = 5.5 Hz, 2H). $3C NMR (126 MHz, D;0) ¢ [ppm]:
49.61, 49.48, 46.84, 38.01.

Biot-EDA
N F TN N Nen
HNT Ut
. N; CuSO, N
TBTA ]
J/ NaAsc O\ NH HN
NH H HN . H
DM .
HN »\‘\\/\/go 50% DMSO HN “‘ \MO
H S . H S
Biot-Nj Biot-EDA

Synteze Biot-N3 przeprowadzono na podstawie opublikowanej metody.?*®! Do
odwazonych reagentow Biot-N3 (9.81 mg, 31.4 pmol), PEDA x2HCI (8.27 mg, 48.4 pmol)
i askorbinianu sodu (146 mg, 234 pmol) dodano mieszaning 50% DMSO (1.26 ml) oraz
roztwor kompleksu CuSO4-TBTA (340 ul, 9.4/10 mM w 50% DMSO). Po mieszaniu przez
105 min w temperaturze pokojowej, do roztworu dodano EDTA (400 ul 0.5 M) i wodg (6
ml). Po filtracji za pomocg filtru strzykawkowego przeprowadzono rozdziat na HPLC:
kolumna SUPELCOSIL LC-18-T 250x4.6 mm 5 um, A — 50 mM NHsOAc pH 5.9, B — 50
mM NHsOAc pH 5.9/ MeOH 1:1, 1.3 ml/min @ 22°C, gradient: 0-100% B w 30 min (RT
= 15 min). Po polaczeniu i trzykrotnej liofilizacji frakcji otrzymano produkt Biot-EDA w
formie soli octanowej (4.5 mg, 8.48 umol, M = 530.7 g/mol) z wydajnoscia 29%. MS
ESI(+): m/z = 411.4 (Teor. [M+H]": m/z = 411.2).

Cy3-EDA oraz Cy5-EDA

sulfo-Cy3-N3
lub

- SOy
HO3S sulfo-Cy3-Ns S0s HOSS 3
oo, () oI
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N N _T1BTA _ NS 2
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~ H H Ns H N-N
NN~ N ™ Cy3-EDA N ™
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Do sulfo-Cy3-N3 (2.22 mg, 3.01 pmol, Lumiprobe) dodano askorbinian sodu (5.19 mg,
26.2 pmol) oraz PEDAx2HCI (1.13 mg, 6.63 umol) i rozpuszczono w 50% DMSO (270
ul). Nastepnie dodano roztwédr kompleksu CuSOs-TBTA (32 pl, 9.4/10 mM w 50%
DMSO) i inkubowano przez 60 min w temperaturze pokojowej (22°C). Nastepnie dodano
wodg (2.7 ml) 1 roztwér EDTA (6 ul, 0.5 M, pH 8.0) i przeprowadzono rozdziat HPLC
kolumna Gemini® NX-C18 5 um 110 A 250 x 10 mm; uktad A: 100 mM TEAA pH 7.0
B: 75% MeCN, program: 0-27% B w 40 min, 100% B przez 10 min, 5 ml/min @25°C (RT
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=35 min). Po polagczeniu i trzykrotnej liofilizacji frakcji, oraz rozpuszczeniu w 50% DMSO
(180 pl) otrzymano produkt w formie roztworu soli octanu trietyloaminy (1.66 umol, 9.2
MM, Asso = 1492, 545 = 162 mM*cm™) z wydajnoscia 55%. MS ESI(-): m/z = 795.6 (Teor.
[M-H]: m/z =796.3) ESI(+): m/z = 797.4 (Teor. [M-H]: m/z =797.3).

Synteze Cy5-EDA przeprowadzono w analogiczny sposoéb wychodzac z sulfo-Cy5-Na.

FAM-EDA
y o
TEA H
DMSO COOH
989
HO O O
FAM(6)-NHS FAM-EDA

Do roztworu estru NHS 6-karboksyfluoresceiny (4.5 mg, 9.5 pmol, ChemGenes) w DMSO
(200 pl) dodano trietyloaming (10 pl, bioultra), dietylenotriaming (30 pl) i inkubowano w
22 °C przez 60 min. Nastepnie dodano roztwor etanolu (1 ml, 80%) i odparowano pod
Zmniejszonym ci$nieniem. Czynno$¢ powtoérzono dwukrotnie. Dodano roztwdr octanu
amonu (1.8 ml, 0.5 M, pH 5.9) i przeprowadzono rozdziat za pomocag HPLC: kolumna
Gemini® 5 um NX-C18 110 A, 250x10 mm; uktad A: 50 mM NH4OAc pH 5.9 B: MeOH;
gradient 0-50% B w 30 min, 5.0 ml/min @22°C (RT=27 min). Po trzykrotnej liofilizacji
produkt w formie soli octanowo-amonowej (2.8 pmol, E490 = 83 mMcm?, 30%)
rozpuszczono w 60% DMSO otrzymujac roztwor o stezeniu 10 mM. MS ESI(-): m/z =
460.5 (Teor. [M-H]: m/z = 460.2).

pHrodo-EDA

pHrodo RED NHS pHrodo-EDA

Do roztworu pHrodo RED NHS ester (1 mg, 2.0 pumol, Thermo) w DMSO (200 ul) dodano
trietyloamine (10 pl, bioultra), dietylenotriaming (20 pl) i inkubowano w 22 °C przez 60
min w ciemnos$ci. Nast¢pnie dodano roztwor etanolu (1 ml, 80%) i odparowano pod
zmniejszonym cisnieniem. Czynno$¢ wykonano dwukrotnie. Dodano roztwér octanu
trietyloaminy (1.8 ml, 0.1 M, pH 7.0) 1 przeprowadzono rozdziat za pomoca HPLC:
kolumna Gemini® 5 pm NX-C18 110 A, 250x10 mm; uktad A: 50 mM AA pH 5.9 B:
MeCN; gradient 0-100% B w 60 min, 5.0 ml/min @22°C (RT=26 min, MS). Po dwukrotnej
liofilizacji i rozpuszczaniu w wodzie (100 pl) otrzymano roztwor produktu (2.8 pmol, €560
=65.0 mMtem™?), o stezeniu 12.6 mM (A560= 82, A260=30, 1 mm, pH 7.0) z wydajnoscia
63%. MS ESI(+): m/z = 630.4 (Teor. [M+H]": m/z = 630.4).
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DBCO-EDA

0 N \/\
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O DBCO-NHS O DBCO-EDA

DBCO-NHS (30.8 mg, 71.6 umol, Lumiprobe) rozpuszczono w DMF (50 ul) i dodano
dietylenotriaming (38.7 pl, 358 umol, 5 eq, Sigma). Po 20 min worteksowania w 37°C
przeprowadzono analiz¢ HPLC (probka 4 pl R + 4 pl 50% AcOH + 2 ml 50 mM TEAA
pH 7). Zaobserwowano powstanie produktéw ubocznych, wigc obnizono temperatur¢ do
20°C. Po godzinie zakonczono reakcj¢ poprzez dodanie 80 pl 50% AcOH oraz 1 ml 50
mM TEAA pH 7 (pH 6-7 ostatecznie) i zamrozenie w -20°C.

DBCO-NHS (32.1 mg, 74.6 pmol, Lumiprobe) rozpuszczono w DMF (100 pl) i dodano
dietylenotriaming (40.3 pl, 358 umol, 5 eq, Sigma). Po godzinie worteksowania w 20°C
przeprowadzono analiz¢ HPLC. Pozadany produkt powstal selektywnie i wydajnie.
Zakonczono reakcje, produkty obu syntez potaczono, a nastepnie rozdzielono za pomoca
HPLC: kolumna Gemini 5 pm NX-C18 110 A 250 x 10 mm, 5 ml/min @23°C, A: 50 mM
TEAA pH 7, B: MeCN. Gradient: 0-41% B w 25 min, 41-100% B w 10 min, 100% B przez
5 min. Po dwukrotnej liofilizacji otrzymano produkt w formie brazowego proszku (13.4
mg, 25 umol, M+2ac0n=540 g/mol, 17%). MS ESI(+): m/z = 419.3 (Teor. [M+H]": m/z =
419.5).

GMP-dial

OH OH

Dostepna handlowo s6l sodowa 5' monofosforanu guanozyny zostata przeksztalcona w so6l
trietyloamoniowa zgodnie z opublikowang metodg.['®t S¢6l trietyloamoniowg 5'
monofosforanu guanozyny (257 mg, 0,52 mmol, 6200 mODgze) rozpuszczono w
buforowanym roztworze octanu sodu (10.2 ml, 0.3 M pH 5.4). Nastgpnie, staly nadjodan
potasu (155 mg, 674 umol, 1.25 eq) 1 mieszaning mieszano przez godzing w ciemnosci w
temperaturze pokojowej. Nastepnie, do kolby wlano aceton (250 ml). Otrzymany bialy
osad przefiltrowano 1 przemyto $wiezym acetonem (150 ml) i wysuszono pod
zmniejszonym cisnieniem, otrzymujac bialy staly produkt (350 mg, 0.52 mmol, 6200
MOD2s0, HPLC260=99%, wydajno$¢ ~100%).
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Synteza zostat przeprowadzona na podstawie opublikowanej metody™% z wykorzystaniem
syntetyzera AKTA Oligopilot plus 10 i ztoza 5’-O-DMT-2’-O-TBDMS-rU 3’-Icaa Primer
Support 5G ribo U 300 (170 mg, 50.7 umol, 298 umol/g, GE Healthcare). W trakcie
sprzggania ztoze w kolumnie zostato przemyte roztworem 3’-O-amidofosforynu 5°-O-
DMT-2’-O-TBDMS urydyny (ChemGenes) lub amidofosforynu biscyjanoetylowego
(ChemGenes) w acetonitrylu (0.6 ml, 0.2 M, 2.4 eq) wraz z roztworem 5-(benzylthio)-1H-
tetrazolu w acetonitrylu (0.30 M) w czasie 15 min. Jako odczynnik do detrytylacji
wykorzystano roztwor kwasu dichlorooctowego w toluenie (3% v/v), jako utleniacza
wykorzystano roztwor jodu w pirydynie (0.05 M), N-methylimidazol w acetonitrylu (20%
v/v) jako Cap A oraz mieszaning bezwodnika octowego (40% v/v) i pirydyny (40% v/v) w
acetonitrylu jako Cap B. Po ostatnim cyklu syntetycznym produkt RNA na ztozu
inkubowano w roztworze dietyloaminy w acetonitrylu w celu usunigcia grup 2-
cyjanoetylowych. Ztoze zostato przemyte acetonitrylem i wysuszone argonem. W celu
odciecia I odbezpieczenia produktu, ztoze inkubowano w AMA (3 ml 40% wt metyloaminy
13 ml 30% wt wody amoniakalnej) przez godzing w 40°C. Uzyskany roztwor odparowano
a produkt rozpuszczono w DMAO (0.220 ml). Grupy TBDMS usuni¢to za pomocg
trinydrofluorku trietyloaminy (250 pl, 65°C, 3 h). Po ostudzeniu roztwor rozcienczono
roztworem wodoroweglanu sodu (20 ml, 0.25 M). Produkt zostat wydzielony za pomoca
chromatografii jonowymiennej na ztozu DEAE Sephadex (elucja gradientowa 0-1.2 M
TEAB). Po odparowaniu frakcji otrzymano produkt w formie soli trietyloamoniowej (29
mg, 21.0 umol, 630 mOD2s0, HPLC260=99%, wydajnos¢ 57%). MS ESI(-): m/z = 636.3
(Teor. [M-H]: m/z = 636.1).
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f:\ 1) cDI (f‘\
N NH, _ DMSO_
2) H,0

N3-GDP
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OH OH DBU |, /\/N o OH
+ . +2'-0
2x Et;NH 2x Et3NH
GDP N;-GDP

Reakcje przeprowadzono na podstawie wczesniej opublikowanej metody.[**!] Do roztworu
GDP(TEAH)2 (96 mg, 150 umol) w DMSO (1.5 mL) dodano 1,1-karbonylodiimidazol
(CDI, 121 mg, 0.74 mmol, 5 eq.). Mieszaning¢ reakcyjng mieszano w temperaturze
pokojowej 1 monitorowano za pomocg RP-HPLC. Po pigciu godzinach reakcji, nadmiar
CDI zhydrolizowano woda (20 pL), dodano 2-azidoetyloaming (96 mg, 93 pL, 1.12 mmol,
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7.5 eq.), a nastepnie DBU (113 mg, 111 pL, 0.74 mmol). Powstalg mieszaning mieszano
przez 3 h w 25°C. Postep reakcji monitorowano za pomocg RP-HPLC. Kwasng hydrolize
prowadzono w trzech etapach: przez 5 h w 22°C, przez noc w -20°C i nastgpnego dnia 1.5
h w 22°C. Przeprowadzono rozdziat na aparacie FLASH z uzyciem ztoza DEAE Sephadex
(kolumna M, 40 ml/min) i rozdzielono w uktadzie 0-1.2 M TEAB. Po analizie frakcji
chromatograficznych (HPLC) 1 potaczeniu frakecji zawierajacych czysty produkt
otrzymatem 620 ml roztworu o Azo = 2.55 (pH 7.0). Po odparowaniu i liofilizacji
otrzymatem 105 mg (106 umol, 1.49 OD, 94% HPLC) soli trietyloamoniowej N3-GDP z
wydajnoscig 71%. Analiza HPLC: kolumna Gemini® 5 pm NX-C18 110 A, 150x4.6 mm;
uktad A: 50 mM NH4OAc pH 5.9 B: MeOH; 0-100% B w 30 min, 1.0 ml/min @22°C.

N3-m’GDP
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Do zawiesiny N3-GDP (mieszanina izomeréw) (105 mg, 106 umol) w DMSO (1.06 mL)
dodano jodek metylu (1.58 mmol, 100 pL, 15 eq.), a otrzymang mieszaning mieszano w
20°C. Postep reakcji monitorowano za pomocg RP-HPLC. Po 3.5 h reakcj¢ zatrzymano
woda (15 mL) i przeprowadzono ekstrakcje w uktadzie H2O/CHCIls (3x 1:1 v/v).
Przeprowadzono rozdziat na aparacie FLASH z uzyciem ztoza DEAE Sephadex (kolumna
M, 40 ml/min) i rozdzielono w uktadzie 0-1.2 M TEAB. Po analizie frakcji
chromatograficznych (HPLC) potaczeniu frakcji (20-31) roztwdr zamrozono na noc. Po
zatezeniu roztworu otrzymatem produkt (18 pmol, 78% HPLC) w formie soli
trietyloamoniowej z wydajno$cig 45%. Analiza HPLC: kolumna Gemini® 5 um NX-C18
110 A, 150x4.6 mm; uktad A: 50 mM NH4OAc pH 5.9 B: MeOH; 0-100% B w 30 min,
1.0 ml/min @?22°C.

N3-m’GpppAG
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Reakcje przeprowadzono na podstawie wczeéniej opublikowanej metody.* Do
wysuszonego Im-pAGEY (16.0 umol, 1.0 eq) dodano przygotowang wczesniej mieszanine
wysuszonych reagentéw: N3-m’GDP (17.6 umol, 1.1 eq) i ZnCl, (17.5 mg, 160 pmol, 10
eq) w DMF (666 ul). Otrzymang zawiesing worteksowano w 25°C, jednocze$nie analizujac
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przebieg reakcji za pomocag HPLC. Po godzinie od rozpoczecia dodano wode (0.40 ml)
oraz roztwor EDTA (0.34 ml, 0.5 M, pH 8.0) otrzymujac roztwoér o pH ~6, ktéry zamrozono
W -20°C na noc. Przeprowadzono rozdzial na aparacie FLASH z uzyciem ztoza DEAE
Sephadex, frakcje 8-19, 220 ml, A260 = 1.74, HPLC =85%, 325 mOD, E = 32.0 mMcm"
110.2 pmol, W = 64%.

Syntez¢ powtorzyta dr. Maltgorzata Wasinska-Katwa, a produkty oczyszczono metoda RP-
HPLC z zastosowaniem liniowego gradientu (0-40%) acetonitrylu w octanie amonu (pH
5.9, 0.05 M) w czasie 60 min. Zebrane frakcje tagczono i zat¢zano w celu usunigcia
nadmiaru ACN. Produkt (mieszanina regioizomerow 2'-O/3'0) (3232 mOD2s0, 55 pumol,
53%) otrzymano jako biaty proszek po liofilizacji.
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Alkyne-PEG5-NHS (4.5 mg, 11.2 pmol, ChemCruz) rozpuszczono w DMF (70 ul) i
dodano dietylenotriaming (12 pl, 122 umol, 11 eq, Sigma). Po godzinie worteksowania
(2000 RPM) w 20°C dodano TEAHOACc (200 pul, 50 mM) i AcOH (24 ul, 50 %), pH 6-7
koncowo. Nastgpnie dodano roztwory Ns-m’GpppAGxTEAH (10 pmol, 250 ul), Cu-
THPTA (50 mM, 20 pl), oraz askorbinian sodu (15 mg, 76 pumol) i kontynuowano
worteksowanie. Przebieg reakcji monitorowano na HPLC: kolumna Gemini 3 um NX-C18
110 A 150 x 4.6 mm, 1.0 ml/min @25°C, A: 50 mM NH40Ac pH 5.9, B: 50 mM NH40Ac
pH 5.9 / MeOH 1:1 (v/v). Program: 0-100% B w 30 min. Po godzinie zwigekszono
temperature (do 25°C), zmniejszono intensywnos$¢ mieszania (do 300 RPM) oraz dodano
roztwor Cu-THPTA (50 mM, 10 pl) 1 askorbinian sodu (10 mg, 50 pmol). Po trzech
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godzinach od rozpoczgcia reakcji CuAAC ponownie dodano roztwor Cu-THPTA (50 mM,
10 pl) oraz askorbinian sodu (23 mg, 116 pmol). Po pieciu godzinach od rozpoczecia
reakcji CuAAC mieszaning zamrozono w -20°C na noc. Po rozmrozeniu dodano roztwory
EDTA (450 pl, 50 mM), NH4OAc (4 ml, 50 mM), przefiltrowano mieszaning za pomocg
filtra strzykawkowego (0.45 um). Nastepnie przeprowadzono rozdziat na HPLC: kolumna
Gemini 5 pm NX-C18 110 A 250 x 10 mm, 5.0 ml/min @25°C, A: 50 mM NH4OAc pH
5.9, B: MeCN. Program: 0-12% B w 35 min, 12-70% B w 5 min. Po dwukrotnej liofilizacji
octanowo-amonow3 sol produktu rozpuszczono w wodzie (40 mM, 40 pl, 1.6 umol, Ez60=
32.0 mM™cm™, HPLC 99%, W= 16%). HRMS: mz/ = 1631.42458, 815.20983 (Teor. [M-
H]: m/z = 1631.42375, [M-2H]?: m/z = 815.20824).
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Do N3-m’GpsG (10 mg, 8.4 pmol)*3Y dodano askorbinian sodu (10.3 mg, 52 pmol) oraz
PEDAx2HCI (3.4 mg, 20 umol) 1 rozpuszczono w odgazowanym roztworze octanu
trietyloaminy (2.0 ml, 45 mM, pH 7). Nast¢pnie dodano roztwor kompleksu CuSOgs-
THPTA (10 ul, 100/500 mM w wodzie) i inkubowano przez 2 h w temperaturze pokojowe;.
Nastepnie dodano roztwor EDTA (20 ul, 100 mM, pH 7.0) i przeprowadzono rozdziat
HPLC kolumna Vydac Denali HiChrom C18 150x 10 mm 5 um 120 A; uktad A: 100 mM
NHsOAc pH 5.9 B: 30% MeCN, gradient: 0-25% B w 40 min, 4.5 ml/min @22°C. Po
polaczeniu 1 trzykrotnej liofilizacji frakcji otrzymano produkt w formie soli octanowo-
amonowej (1.6 mg, 1.75 pmol, e260 = 20.0 mMM~*cm™) z wydajnoscig 21%. MS ESI(-): 505.4
(Teor. [M-2H]?: m/z = 505.1), ESI(+): m/z = 507.4 (Teor. [M+2H]*: m/z = 507.1).
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Synteza zostal przeprowadzona na podstawie znanej metody??’l z wykorzystaniem
syntetyzera AKTA Oligopilot plus 10 i ztoza 5’-O-DMT-2’-O-TBDMS-rG'® 3’-Icaa
Primer Support 5G ribo G 300 (163 mg, 49.0 umol, 300 pmol/g, GE Healthcare). W trakcie
sprzggania ztoze w kolumnie zostato przemyte roztworem 3’-O-amidofosofrynu 5°-O-
DMT-2’-O-TBDMS rAP% w acetonitrylu (0.6 ml, 0.2 M, 2.4 eq) wraz z roztworem 5-
(benzylthio)-1H-tetrazolu w acetonitrylu (0.30 M) w czasie 15 min. Jako odczynnik do
detrytylacji wykorzystano roztwér kwasu dichlorooctowego w toluenie (3% v/v), jako
utleniacza wykorzystano roztwor jodu w pirydynie (0.05 M), N-methylimidazol w
acetonitrylu (20% v/v) jako Cap A oraz mieszaning bezwodnika octowego (40% v/v) i
pirydyny (40% v/v) w acetonitrylu jako Cap B. Po ostatnim cyklu syntetycznym produkt
RNA na zlozu inkubowano w roztworze dietyloaminy w acetonitrylu w celu usunigcia grup
2-cyjanoetylowych. Ztoze zostato przemyte acetonitrylem i wysuszone argonem. Zloze
przemywano w zamknigtym obiegu roztworem jodku trifenoksymetylofosfiny
((PhO)3PCH3z'I") w DMF (1.0 ml, 0.6 M) przez 15 min. Zloze zostato kolejno przemyte
DMF, acetonitrylem, wysuszone argonem i przeniesione do probowki. Nastepnie dodano
nasycony roztwor azydku sodu w DMF (1 ml) 1 mieszano intensywnie przez godzing w
60°C. Z1oze zostato kolejno przemyte woda, etanolem, acetonitrylem, wysuszone argonem.
W celu odciecia I odbezpieczenia produktu, ztoze inkubowano w AMA (3 ml 40% wt
metyloaminy 1 3 ml 30% wt wody amoniakalnej) przez godzing w 50°C. Uzyskany roztwor
odparowano a produkt rozpuszczono w wodzie. Produkt zostat wydzielony za pomoca
chromatografii jonowymiennej na ztozu DEAE Sephadex (elucja gradientowa 0-0.6 M
TEAB). Po odparowaniu frakcji otrzymano produkt w formie soli trietyloamoniowej (21
mg, 20.8 pmol, 550 mOD2so, E260 =24.3 mM*cm™ HPLC260=92%, wydajnosé¢ 42%).

Do zastosowania w transkrypcji in vitro czgs¢ produktu (11 mg, 11.1 umol) zostala
dodatkowo oczyszczona za pomocg HPLC: kolumna Vydac Denali HiChrom C18 150x 10
mm 5 um 120 A; rozpuszczalniki A - 50 mM NH4OAc pH 5.9, B - 50 mM NH4OAc pH
5.9/ MeCN 7:3 vlv, gradient: 0-25% B w 40 min, przeptyw 4.5 ml/min w 25°C (RT = 25
min). Po potaczeniu i trzykrotnej liofilizacji frakcji otrzymano produkt w formie soli
amonowej (5.5 mg, 9.0 umol, 220 mOD2zs0, Ez60 =24.3 mMicm™, HPLC260~100%,
wydajnos¢ 81%). MS ESI(-): m/z = 636.3 (Teor. [M-H]: m/z = 636.1).
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Do N3-AG (7.4 mg, 11.5 umol) dodano askorbinian sodu (10.3 mg, 52 pumol) oraz
PEDAx2HCI (3.4 mg, 20 pmol) i rozpuszczono w odgazowanym roztworze octanu
trietyloaminy (2.0 ml, 45 mM, pH 7). Nastepnie dodano roztwoér kompleksu CuSOs-
THPTA (10 ul, 100/500 mM w wodzie) i inkubowano przez 2 h w temperaturze pokojowej.
Nastepnie dodano roztwoér EDTA (20 pl, 100 mM, pH 7.0) i przeprowadzono rozdziat
HPLC kolumna Vydac Denali HiChrom C18 150x 10 mm 5 pm 120 A; uktad A: 100 mM
NHsOAc pH 5.9 B: 30% MeCN, gradient: 0-25% B w 40 min, 4.5 ml/min @22°C. Po
polaczeniu i trzykrotnej liofilizacji frakcji otrzymano produkt w formie soli octanowo-
amonowej (2.8 mg, 3.50 pmol, Ezeo = 24.3 mM*cm™) z wydajnoscig 30%. MS ESI(-): m/z
=734.4 (Teor. [M-H]: m/z = 734.2).
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Alkyne-PEG5-NHS ester (12.5 mg, 31.2 pmol, Sigma) rozpuszczono w DMF (200 pl) i
dodano dietylenotriamine (33.7 ul, 310 umol, 10 eq, Sigma). Po 2.5 h worteksowania w
20°C dodano NH4O0Ac (50 pl, 500 mM) 1 AcOH (60 pul, 50 %), pH 7-8 koncowo. Nastepnie
dodano N3-AGXxTEAH (28 pumol, 2.00 ml), Cu-THPTA (3 pmol, 50 mM, 60 ul), oraz
askorbinian sodu (31 mg, 157 umol). Przebieg reakcji monitorowano na HPLC. Po dwoch
godzinach dodano TEAA (200 pl, 1.0 M), Cu-THPTA (1 pmol, 50 mM, 20 ul), oraz
askorbinian sodu (114 mg, 586 umol). Po nocy inkubacji w 20°C dodano EDTA (20 pl,
0.5 M) i przeprowadzono rozdziat na HPLC: kolumna Gemini 5 pm NX-C18 110 A 250 x
10 mm, 5 ml/min @25°C, A: 50 mM NH40OAc pH 5.9, B: MeCN. Program: 0-41% B w
25 min, 41-100% B w 10 min, 100% B przez 5 min. Po dwukrotnej liofilizacji
rozpuszczono produkt w wodzie (43 mM, 9.2 umol, HPLC 95%, W= 33%). HRMS: m/z =
1025.39748 (Teor. [M-H]: m/z = 1025.39598).

Analizy chemiczne

Reakcje miedzy GMP-dial a N-nukleofilami

o}
N
NH NH
y ; y
0 <N | A N:BEHC%N ? <N lN/)\NH
HO-P-O N* NH; T8EER ~ Ho-P-0 2
| o | o
o o
R
GMP-dial GMP-R

Ogodlna procedura: Dejonizowana i odgazowana woda (150 pl) zostala zmieszana z
buforowanym roztworem aminy (10.0 pl, 20 mM lub 40 mM w buforze fosforanu potasu
1.0 M pH 6.0) i $wiezym roztworem cyjanoborowodorku sodu (20.0 pl, 100 mM w
wodzie). Nastepnie do mieszaniny dodano roztwor GMP-dial (20.0 ul, 10 mM w wodzie)
1 inkubowano w temperaturze 30°C. Co 20 min od rozpoczg¢cia pobierano probke (50 pl)
mieszaniny reakcyjnej, ktora natychmiast analizowano za pomoca HPLC: kolumna
SUPELCOSIL LC-18-T 250x4.6 mm 5 pum; rozpuszczalniki A - 50 mM NH4O0Ac pH 5.9,
B - 50 mM NH4OAc pH 5.9/ MeOH 1:1 v/v; gradient: 0-100% B w 30 min, przeptyw 1.3
ml/min w 25°C.

Reakcje z cysteing i cysteaming: Dejonizowana 1 odgazowang wode (130 pl) zmieszano
z buforowanym roztworem aminy (10.0 pl, 20 mM w buforze fosforanu potasu 1.0 M pH
6.0) 1 $wiezym roztworem ditiotreitolu (20.0 pl, 20 mM w wodzie) i inkubowano w 30°C
przez 10 min. Nastepnie dodano §wiezy roztwor cyjanoborowodorku sodu (20.0 pl, 100
mM w wodzie) i roztwor GMP-dial (20.0 pl, 10 mM w wodzie) dodawano do mieszaniny
1 inkubowano w 30°C. Co 20 min od rozpoczecia pobierano probke (50 pl) mieszaniny
reakcyjnej, ktorg natychmiast analizowano za pomocg HPLC (warunki jak wyzej).

Optymalizacja protokolu PORA w jednym naczyniu

H
N_Z
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NaBH;CN
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Do roztworu soli trietyloamoniowej pUsz (20-2000 uM) w buforze fosforanu potasu (500
mM pH 6.0) dodano staty nadjodan potasu (1-2 mg). Mieszaning mieszano w ciemnosci w
temperaturze 30°C az do catkowitego utlenienia monitorowanego za pomocg HPLC (20—
50 min). Nastgpnie roztwor odwirowano i podzielono na porcje (po 250 ul). Nastepnie do
wybranej porcji dodano $wiezy, wstepnie wymieszany roztwor 2xHCI PEDA (0.2-2.0 mM)
i cyjanoborowodorku sodu (200 mM) w wodzie (250 pl), a powstatg mieszaning reakcyjna
(500 pl catkowitej objetosci) inkubowano w 30°C. W celu monitorowania postepu reakcji
probki mieszanin reakcyjnych (15, 150 Iub 200 pl) byly nastrzykiwane na HPLC: kolumna
SUPELCOSIL LC-18-T 250x4.6 mm 5 pum; rozpuszczalniki A - 50 mM NH40Ac pH 5.9,
B - 50 mM NH40Ac pH 5.9 / MeOH 1:1 v/v; gradient: 0-50% B w 15 min, przeptyw 1.3
ml/min w 22°C.

Kinetyka aminowania redukcyjnego z pUs-dial

R-NH, (1 mM)
NaBH,CN

"HO4PO

pUs-dial (100 pM) pUs-R

Etap utleniania: Do wodnego roztworu soli trietyloamoniowej pUs (1080 pl, 167 uM)
dodano $wiezy roztwor NalO4 (180 pl, 10 mM) 1 inkubowano w ciemnosci w temperaturze
25 °C przez 35 min. Otrzymany roztwor pUs-dial przechowywano na lodzie (lub
zamrazano w -20 °C na noc).

Etap aminowania redukcyjnego: pUs-dial (105 pl, 143 uM), s$wiezy NaBH3CN (30 pl, 100
mM), 1 roztwér N-nukleofila (15 pl, 10 mM) w buforze fosforanu potasu (pH 6, 1.0 M)
zmieszano 1 inkubowano w temperaturze 25 °C w zespole autosamplera HPLC. Analizy
wykonywano w odstgpach 15 min. Konfiguracja HPLC: kolumna: Clarity 1.7 pm Oligo-
XT 100 A 100 x 2.1 mm. Fazy (A) 100 mM TEAHOAc pH 7.0; (B) 200 mM
TEAHOAc/MeCN 1:1 v/v; przeptyw 450 pl / min; 60 °C; gradient: od 0-16.7% B w ciagu
10 min; 0% B przez 5 min.

State szybkosci obliczono wykonujac nastepujace operacje: 1) ustalono lini¢ bazowa dla
chromatogramow HPLC tworzac lini¢ przecinajgcg chromatogram w czasie 0.2-0.4 min
oraz w czasie retencji 9.5-10.0 min; 2) zintegrowany chromatogram byt uszczuplony o
sygnaty wystepujace w czasie martwym (0.0-1.5 min); 3) uzyskana powierzchnia catkowita
(PCi) i powierzchnia piku produktu pUs-R oraz powierzchni¢ piku produktu (PP;)
wprowadzono do wzoru na 1/Csi (odwrotno$¢ stezenia substratu Cs w danym punkcie
czasom i):

10* L

1 — x
/CSi _ PP; X PC, mol
PC; X PS,

gdzie PCo to powierzchnia calkowita, a PSp to powierzchnia substratu pUs-dial przed
rozpoczgciem aminowania redukcyjnego; 4) wartosci 1/Csi dla kazdego chromatogramu
(punktu czasowego i) byly wykreslane wzgledem czasu reakcji (w sekundach). Po analizie
regresji liniowej wyznaczono stala szybkosci reakcji drugiego rzedu k [M7s?] jako
nachylenie dopasowanej prostej.
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Transkrypcja in vitro

Ogolna procedura

Przygotowano mieszaniny reakcyjne w temperaturze pokojowej. Typowa mieszanina
reakcyjna zawierata koncowo: Tris-HCI (40 mM, pH 7.9), MgCl2 (31 mM), DTT (10 mM),
NaCl (10 mM) 1 spermidyny (2 mM), PPaze (2 U/ml, Thermo), Ribolock (1 U/ul, Thermo),
polimeraz¢ RNA T7 (10 U/ul, Termo); matrycg DNA w formie linearyzowanego plazmidu
(30-60 ng/ul) lub dwuniciowego oligoDNA (1 uM), inicjator i NTP. Stezenia inicjatora i
NTP opisano ponizszg tabela:

Inicjator Stezenie NTP Wydajnosé
Typ RNA
P Typ Stezenic | GTP* | AJUICTP* | [9/1]
ppp-RNA - - 5mM 45-5.6
p-RNA GMP* 20 mM 3mM 1.7-2.8
N3-AG,
N3-RNA EDA-AG, 12 mM 3mM 1.7-1.8
EDA-PEG5-AG
ARCA, 3x5mM
R-ArcaRNA N3-ARCA, 6 mM 1 mM ~1.2
EDA-ARCA
m’GpppAG,
R-Cap#RNA N3-m’GpppAG, 12 mM 3mM 3.2-3.8
EDA-PEGs-m’GpppAG

Po dwodch godzinach inkubacji w 37°C oraz DNazowaniu (dodatek DNazy |, Thermo,
koficowo 0.05 U/ pul 1 nastgpcza inkubacja 15 min w 37°C) produkty reakcji wydzielono za
pomoca Monarch RNA Cleanup Kit (NEB). Otrzymano RNA w formie roztworow z
wydajnos$ciami zaprezentowanymi w wyzej wymienionej tabeli.

Przed cyklizacja, translacja in vitro i eksperymentami biologicznymi produkty transkrypcji
byly dodatkowo oczyszczane za pomocg HPLC. Kolumna: PolymerX 3um RP-1 100 A
150 x 4.1 mm (00F-4338-Z0, Phenomoenex) z SecurityGuard RP-1 3.0 mm ID (KJ0-4282
i AJO-5809, Phenomenex); rozpuszczalnik A: 100 mM octan trietyloamonowy pH 7. 0;
rozpuszczalnik B: 100 mM octan trietyloaminy w 50% acetonitrylu; gradient: 15-35% B w
30 min (dla RNA o dtugosci 30-300 nt) lub 20-35% B w 30 min (dla RNA o dtugosci >300
nt), nastepnie 35-100% B w 1 min i 100% B przez 2 min; Przeptyw: 1.0 ml/min @ 60°C.
Zebrane frakcje dzielono na porcje (po 0.7 ml) i dodawano octan sodu (70 ul, 3.0 M, pH
5.2), glikogen (1.0 pl, 5 mg/ml, Thermo) oraz 2-propanol (0.80 ml, 99.8%) (mieszajac po
kazdym dodaniu). Roztwor chiodzono przez 30 min w temperaturze -80°C. Pelet
odwirowano (30 min, 15 000 g, 4°C), przemyto etanolem (0.80 ml, 80%), odwirowano (20
min, 15 000 g, 4°C), wysuszono pod zmniejszonym ci§nieniem i rozpuszczono w wodzie.

Znakowanie RNA

Znakowanie konca 3' mRNA

Do roztworu RNA (12 pl, stezenie w zakresie 0.1-2.0 pg/ul) dodano swiezy roztwor NalO4
(2 pl, 10 mM) i inkubowano przez 30 min w 25°C bez dostgpu do $wiatta. Nastepnie,
dodano bufor KH2POg4 (2 pul, 1 M, pH 6.0), $wiezy roztwor NaBH3CN (2 pl, 200 mM) oraz
analogu EDA (2 ul, 10 mM: Cy3-EDA, Cy5-EDA, FAM-EDA, Biot-EDA). Po inkubacji
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przez 120 min w 25°C produkty reakcji wydzielono za pomocg Monarch RNA Cleanup Kit
(NEB, odzysk 80-95%) lub poprzez stracanie w uktadzie NaOAc/EtOH (odzysk 75-95%,
zanieczyszczenie solami fosforanowymi).

Znakowanie konca 5’ mRNA (Cy5)

Do roztworu N3-RNA (16 ul, st¢zenie w zakresie 0.1-1.5 ug/ul) dodano bufor KH2PO4 (2
ul, 1 M, pH 6.0) oraz DIBAC-sCy5 (2 ul, 20 mM, 50% DMSO, Lumiprobe). Po inkubacji
przez 120 min w 25°C Po inkubacji przez 120 min w 25°C produkty reakcji wydzielono za
pomoca Monarch RNA Cleanup Kit (NEB, odzysk 80-95%) lub poprzez stragcaniec w
uktadzie NaOAc/EtOH (odzysk 75-95%, zanieczyszczenie solami fosforanowymi).

Podwojne znakowanie mRNA (5’ Cy5i 3’ Cy3)

Do roztworu N3-RNA (10 pl, stezenie w zakresie 0.1-2.0 ug/ul) dodano swiezy roztwor
NalOgs (2 pl, 10 mM) 1 inkubowano przez 30 min w 25°C. Nastgpnie dodano bufor KH2PO4
(2 ul, 1 M, pH 6.0), $wiezy roztwor NaBH3CN (2 pl, 200 mM), DIBAC-sCy5 (2 ul, 20
mM, 50% DMSO, Lumiprobe) oraz Cy3-EDA (2 ul, 10 mM, 50% DMSO). Po inkubacji
przez 120 min w 25°C produkty reakcji wydzielono za pomocg Monarch RNA Cleanup Kit
(NEB, odzysk 80-95%) lub poprzez stracanie w uktadzie NaOAc/EtOH (odzysk 75-95%,
zanieczyszczenie solami fosforanowymi).

Izolacja znakowanego mRNA

Przed translacjg in vitro i eksperymentami biologicznymi produkty znakowania byty
dodatkowo oczyszczane za pomocg HPLC. Kolumna: PolymerX 3um RP-1 100 A 150 x
4.1 mm (00F-4338-Z0, Phenomoenex) z SecurityGuard RP-1 3.0 mm ID (KJ0-4282 i AJO-
5809, Phenomenex); rozpuszczalnik A: 100 mM octan trietyloamonowy pH 7. 0;
rozpuszczalnik B: 100 mM octan trietyloaminy w 50% acetonitrylu; gradient: 15-35% B w
30 min (dla RNA o dtugosci 30-300 nt) lub 20-35% B w 30 min (dla RNA o dtugosci >300
nt), nastepnie 35-100% B w 1 min 1 100% B przez 2 min; Przeptyw: 1.0 ml/min @ 60°C.
Zebrane frakcje dzielono na porcje (po 0.7 ml) i dodawano octan sodu (70 ul, 3.0 M, pH
5.2), glikogen (1.0 pl, 5 mg/ml, Thermo) oraz 2-propanol (0.80 ml, 99.8%) (mieszajac po
kazdym dodaniu). Roztwor chtodzono przez 30 min w temperaturze -80°C. Pelet
odwirowano (30 min, 15 000 g, 4°C), przemyto etanolem (0.80 ml, 80%), odwirowano (20
min, 15 000 g, 4°C), wysuszono pod zmniejszonym cisnieniem i rozpuszczono w wodzie
(odzysk w przedziale 20—70%, zalezny od jako$ci produktu i skali rozdziatu).

Cyklizacia RNA
Ogolna procedura cyklizacji chemicznej (PORA)

Rozcienczony roztwor prekursorowego EDA-RNA (3040 pg w 490 pl, ~140 puM)
zmieszano z buforem (70 pl, 800 mM KH2PO4, 200 mM NacCl, pH 7.0), komplementarnym
oligonukleotydem (opcjonalnie, ~11 pl, 10 uM, 1.5 eq) i inkubowano w 65°C przez 5 min.
Nastepnie, goracy roztwor przeniesiono na blat, gdzie stygt do temperatury pokojowej. Po
10-15 min w temperaturze pokojowej dodano $§wiezy roztwdr nadjodanu sodu (70 pl, 10
mM), a mieszanin¢ reakcyjng natychmiast umieszczono w ciemnosci 1 inkubowano w
25°C. Po 30 min dodano $wiezy roztwor cyjanoborowodorku sodu (70 pl, 200 mM), a
inkubacje kontynuowano przez kolejne 90 min. Surowy produkt circRNA izolowano z
mieszaniny reakcyjnej przy uzyciu zestawu Monarch RNA cleanup kit (50 pg, NEB).
Wyizolowane RNA (80-99% ilosci wyjsciowej) rozdzielano przy uzyciu RP-HPLC:
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kolumna PolymerX RP-1 3 pm 100 A, 4.1 x 150 mm; przeptyw 1.0 ml/min w 60°C;
rozpuszczalnik A: 100 mM HAA pH 7.0; rozpuszczalnik B: 100 mM HAA pH 7 w 75%
acetonitrylu; elucja: od 55% do 60% B w 25 min, nastepnie od 60% do 100% B w 2 min,
potem 100% B przez 2 min. Eluat HPLC zawierajacy pozadany produkt circRNA zat¢zono
poprzez stracanie w uktadzie NaOAc/iPrOH (patrz sekcja izolacja znakowanego RNA).
Wysuszony pelet zawieszano w wodzie, aby uzyskac¢ produkt circRNA (5-10 ug, 15-25%
ilosci poczatkowej). W celu dodatkowego oczyszczenia 1 usuni¢cia liniowego RNA,
produkt poddano dzialaniu RNazy R, jak opisano ponizej (patrz sekcja Trawienie RNaza
R).

Ogolna procedura cyklizacji enzymatycznej (ligaza RNA | T4)

Rozcienczony roztwor prekursorowego p-RNA (10-15 pg w 95 ul, ~150 uM) zmieszano
z buforem (5 pl, 100 mM Tris-HCI, 500 mM NacCl, pH 7.0) i inkubowano w 65°C przez 5
min. Nastepnie, goracy roztwor przeniesiono na blat, gdzie stygt do temperatury
pokojowej. Po 10—15 min w temperaturze pokojowej, dodano bufor (15 ul, 500 mM Tris-
HCI, 100 mM MgClz, 10 mM DTT, pH 7.5, NEB), PEG 8000 (15 pl, 50%, NEB), ATP (0.
75 pl, 10 mM, NEB), RiboLock (3.75 ul, 40 U/ul, Thermo) oraz ligazg RNA | T4 (15 pl,
10 U/ul, NEB). Mieszaning reakcyjng inkubowano w 25°C przez 150 min. Surowy produkt
circRNA wyizolowano z mieszaniny reakcyjnej przy uzyciu zestawu Monarch RNA
cleanup kit (10 pg, NEB). Wyizolowane RNA rozdzielano przy uzyciu RP-HPLC:
kolumna PolymerX RP-1 3 um 100 A, 4.1 x 150 mm; przeptyw 1.0 ml/min w 60°C;
rozpuszczalnik A: 100 mM HAA pH 7.0; rozpuszczalnik B: 100 mM HAA pH 7 w 75%
acetonitrylu; elucja: od 55% do 60% B w 25 min, nastgpnie od 60% do 100% B w 2 min,
potem 100% B przez 2 min. Eluat HPLC zawierajacy pozadany produkt circRNA zat¢zono
poprzez stracanie w uktadzie NaOAc/iPrOH (patrz sekcja izolacja znakowanego RNA).
Wysuszony pelet zawieszano w wodzie, aby uzyska¢ produkt circRNA (1-4 ng, 10-30%
surowego produktu). W celu dodatkowego oczyszczenia i usunigcia liniowego RNA,
produkt poddano dzialaniu RNazy R, jak opisano ponizej (patrz sekcja Trawienie RNaza
R).

Ogolna procedura cyklizacji enzymatycznej (ligaza RNA 11 T4)

Rozcienczony roztwor prekursorowego p-RNA (3040 pg w 220 pl, ~320 uM) zmieszano
z komplementarnym oligonukleotydem (~11 pl, 10 uM, 1.5 eq) 1 inkubowano w 65°C przez
5 min. Nastepnie, goracy roztwor przeniesiono na blat, gdzie stygl do temperatury
pokojowej. Po 10—15 min w temperaturze pokojowej, dodano bufor (35 ul, 500 mM Tris-
HCI, 20 mM MgClz, 10 mM DTT, 4 mM ATP, pH 7.5, NEB), PEG 8000 (70 pl, 50%,
NEB), RiboLock (8.75 pl, 40 U/ul, Thermo) oraz dodano ligazg¢ RNA II T4 (3.5 ul, 10
U/ul, NEB). Mieszaning reakcyjna inkubowano w 25°C przez 150 min. Surowy produkt
CircRNA wyizolowano z mieszaniny reakcyjnej przy uzyciu zestawu Monarch RNA
cleanup kit (500 pg, NEB). Surowy produkt circRNA wyizolowano z mieszaniny
reakcyjnej przy uzyciu zestawu Monarch RNA cleanup kit (10 ug, NEB). Wyizolowane
RNA rozdzielano przy uzyciu RP-HPLC: kolumna PolymerX RP-1 3 um 100 A, 4.1 x 150
mm; przeptyw 1.0 ml/min w 60°C; rozpuszczalnik A: 100 mM HAA pH 7.0;
rozpuszczalnik B: 100 mM HAA pH 7 w 75% acetonitrylu; elucja: od 55% do 60% B w
25 min, nastepnie od 60% do 100% B w 2 min, potem 100% B przez 2 min. Eluat HPLC
zawierajacy pozadany produkt circRNA zatgzono poprzez stragcanie w ukladzie
NaOAC/iPrOH (patrz sekcja izolacja znakowanego RNA). Wysuszony pelet zawieszano w
wodzie, aby uzyska¢ produkt circRNA (5-10 pg, 15-25% iloSci poczatkowej). W celu
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dodatkowego oczyszczenia i1 usunigcia liniowego RNA, produkt poddano dziataniu RNazy
R, jak opisano ponizej (patrz sekcja Trawienie RNaza R).

Trawienie RNaza R

Roztwor RNA (43 ul, 10 pg) inkubowano w 65°C przez 5 min i nastenie gwattownie
schtodzono w lodzie. Po 5 min w temperaturze 0-4°C dodawano bufor (5 pl, 200 mM Tris-
HCI, 1 M KCI, 1 mM MgCly, pH 7.5, ABM), RiboLock (1.25 pl, 40 U/ul, Thermo) oraz
RNaz¢ R (1 pl, 10 U/ul, ABM). Po 30 min inkubacji w 37°C produkty trawienia byty
analizowane bezposrednio metoda PAGE lub izolowane z mieszaniny reakcyjnej przy
uzyciu zestawu Monarch RNA cleanup kit (10 ug, NEB).

Test endonukleolityczny z RNaza H

Roztwor (8.5 pl) zawierajacy circRNA2 (100 ng), oligonukleotyd DNA (0 lub 150 nM,
CCTTCAGCTCGATGCGTTCA) oraz bufor (20 mM Tris-HCI, 10 mM KCI, 8 mM
MgClz, 1 mM DTT, Thermo) inkubowano w 65°C przez 5 min, a nast¢gpnie stopniowo
schtodzono do 37°C przez 30 min. Nastepnie, dodawano RiboLock (0.5 pl, 40 U/pul,
Thermo) oraz RNaze H (1 ul, 5 U/ul, Thermo). Po 30 min inkubacji w 37°C produkty
trawienia analizowano bezposrednio metodg PAGE.

Elektroforeza circRNA na zelu poliakrylamidowym (PAGE)

Zel zostat przygotowany poprzez: przygotowanie mieszaniny zawierajacej akrylamid (AA,
koncowe st¢zenie w zakresie 6-20%), metylenobisakrylamid (MBAA, 1:19 lub 1:38 w
stosunku do AA), mocznik (7M) i TBE x1 (89 mM Tris, 89 mM kwas borowy, 2 mM
EDTA); zainicjowanie polimeryzacji poprzez dodatek APS (koncowo 1%) oraz TEMED
(koficowo 0.4—0.8 %o); polimeryzacje zelu w formie o wymiarach 17 cm x 10 cm x 1 mm
przez minimum godzing w temperaturze pokojowej. Rozdziat przeprowadzono w aparacie
do elektroforezy pionowej z zastosowaniu pradu o stalej mocy (15 W) w buforze TBE x1.
Przed natozeniem, probki RNA byly denaturowane termicznie (5 min w 60 °C) w buforze
obcigzajacym (koncowo ~47% formamid, 2.5 mM EDTA, 0.05% SDS, ~0.13% bi¢kitu
bromofenolowego i cyjanolu ksylenu).

Sondy molekularne RNA
Sondy FRET

Temperatury topnienia: Roztwor sondy FRET rozcienczono buforem (80 mM KH2POs,
20 mM NacCl, pH 7.0, objetos¢ koncowa 100 ul) do uzyskania koncowego st¢zenia sondy
100 nM i przeniesiono do kwarcowej kuwety fluorescencyjnej (1 x 1 x 350 mm).
Opcjonalnie dodano roztwor komplementarnego oligonukleotydu DNA (2 pl, 10 uM).
Mieszaning ogrzewano do temperatury od 20 do 90°C w ciaggu 8 min i stopniowo
schtadzano do 20°C Iub 4°C w ciggu 20-30 min. Widma emisyjne rejestrowano na
spektrofluorometrze Cary Eclipse (Agilent), wyposazonym w lampe ksenonowa,
akcesorium single cell peltier (spvf 1x0, Agilent), wzbudzenie przy 500 nm, emisja 510-
800 nm, szczelina 10 mm.

RNazy R, T1i A: Bufor reakcyjny (4 mM Tris-HCI pH 7.5, 15 mM NaCl, 0.1 mM EDTA)
odgazowano pod zmniejszonym ci$nieniem. Naste¢pnie, roztwor sondy FRET rozcienczono
buforem do uzyskania koncowego stezenia sondy 100 nM. Roztwoér (50 pl) podgrzano 1
powoli schodzono (od 95 do 25°C w 1 h, gradient schodkowy -5°C / ~4 min), a nastgpnie
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inkubowano na lodzie w bez dostepu do §wiatla. Po rozcienczeniu odgazowanym buforem
(150 pl) lub buforem z inhibitorem RNaz RiboLock (Thermo, 10 pl + 140 pl) roztwoér
umieszczono w kuwecie kwarcowej (1x1x350 mm) i zarejestrowano widmo
fluorescencyjne (wzbudzenie 500 nm, zakres 510-850 nm, usrednienie z trzech widm,
szczelina 10 nm). Mierzono zmiany widma emisyjnego w temperaturze 5°C. Po
ustabilizowaniu uktadu (5-15 min) dodawano enzym w odpowiednim st¢zeniu:

RNazg¢ A (Thermo): Stock 10 mg/ml, do kuwety dodano 1 ul milionkrotnie rozcienczonego
(~10 ng/ml, H20) enzymu

RNazg¢ T1 (Thermo): Stock 1000 U/ ul, do kuwety dodano 1 pl stukrotnie rozcienczonego
(10 U/ pul, H20) enzymu

RNaz¢ R (ABM): Stock 10 U/ ul, do kuwety dodano 1 ul enzymu

Nastgpnie mierzono zmiany widma emisyjnego w temperaturze 5°C w czasie postepu
reakcji.

hDcpl/2: Bufor reakcyjny (4 mM Tris-HCI pH 7.5, 15 mM NaCl, 0.1 mM EDTA)
odgazowano pod zmniejszonym ci$nieniem. Nastepnie, roztwor sondy FRET (Cy5-
ArcaRNAOQ00-Cy3) rozcienczono buforem do uzyskania koncowego stezenia sondy 100
nM. Roztwor (40 pl) zostal podgrzany 1 powoli schodzony (od 95 do 25°C w 1 h, gradient
schodkowy -5°C / ~4 min) a nastgpnie inkubowany na lodzie w bez dostepu do $wiatta. Po
rozcienczeniu odgazowanym buforem (150 pl) dodano MgClz (1 pl, 1 M), przeniesiono do
kuwety kwarcowej (1x1x350 mm) i zarejestrowano widmo fluorescencyjne (wzbudzenie
500 nm, zakres 510-850 nm, u$rednienie z trzech widm, szczelina 10 nm). Mierzono
zmiany widma emisyjnego w temperaturze 5°C. Po ustabilizowaniu uktadu (5-15 min)
dodano kompleks Dcpl/2 z Schizosaccharomyces pombe (10 pl, 7 pM).22 Nastepnie
mierzono zmiany widma emisyjnego w temperaturze 5°C w czasie postgpu rekcji.

RNaza H: Do roztworu sondy FRET (Cy5-ArcaRNA02-Cy3, ~100 nM, 50 pul) w buforze
(412 pl; 4 mM Tris-HC1 pH 7.5, 15 mM NaCl, 0.1 mM EDTA) dodano roztwér DNA (6.00
ul, 1 uM, 1.2 eq, 0 sekwencji TGCTCGGGGTCGTACACCTT,
TCATTTGCTTGCAGCGAGCC lub CGTGATATCTCTCCCGTGCCTCCACAGGTA)
lub wode (6.00 pul), podgrzano i powoli schtodzono (od 95 do 25°C w 1 h, gradient
schodkowy -5°C / ~4 min). Nast¢pnie dodano odgazowang wode (160 pl), bufor (24 ul,
200 mM Tris-HCI pH 7.5, 500 mM NaCl, 100 mM MgClz, 10 mM DTT) i umieszczano w
kuwecie kwarcowej (240 pl, 1x1x350 mm). Mierzono zmiany widma emisyjnego w
temperaturze 35°C (wzbudzenie 500 nm, zakres 510-850 nm, usrednienie z trzech widm,
szczelina 10 nm). Po ustabilizowaniu uktadu (2—5 min) dodano RNaz¢ H (2.00 pl, 0.1
mg/ml)!2121 mierzono zmiany widma emisyjnego w temperaturze w czasie postepu rekcji.

CNOT7: 60 nanograméw sondy RNA (Nsz-ArcaRNAO4, Ns- ArcaRNA04-Cy3, Cyb-
ArcaRNAO04 lub Cy5- ArcaRNA04-Cy3) rozpuszczano w buforze (10 mM tris-HCI pH 8,
5mM MgClz, 10 mM DTT, 50 mM KCl) i inkubowano w obecnosci deadenylazy CNOT7
(0.2 mg/ml)? w 37°C przez 30 min (koncowa objetosé reakcji 5 ul). Reakcja byta
wygaszana przez dodanie buforu obcigzajacego (5 pl, 95% formamid, 5 mM EDTA, 0.1%
SDS, ~0.25% btekitu bromofenolowego i cyjanolu ksylenu) i denaturacje termiczng (5 min
65°C). Produkty byly rozdzielane przy uzyciu 8% denaturujacego PAGE.
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Sonda pH

Rozcienczono probke sonde Cy5-ArcaRNAO3-FAM w wodzie (1400 ng / 1090 pl) 1
przygotowano seri¢ buforow cytrynianowo-fosforanowych (pH 3.0-8.0, 0.1-0.2 M).
Zmierzono widma emisyjne dziesi¢ciokrotnie rozcienczonych buforéw oraz roztwordw
sondy w roznych pH (180 pul RNA + 20 ul buforu) przy wzbudzeniu 488 nm i 639 nm w
36 °C (zakresy 505-800 nm i 655—-800 nm, usrednienie z trzech widm, napigcie 800V, filtr
ex ,,auto”, filtr em ,,open”, szczelina 10 nm).

Biotynylowana sonda powinowactwa i EMSA

Sonde Cy5-RNAQ06-Biot (30 ng w 4.0 ul wody) inkubowano przez 5 min w 65°C i
nastgpnie chtodzono na lodzie. Nastepnie, dodawano streptawidyne (1.0 ul, 2.5 uM,
Promega) lub wode¢ (1.00 pl). Po 20 min inkubacji na lodzie dodawano glicerol (2.0 pl,
80%) i przeprowadzono elektroforeze na zelu agarozowym (1.0%, 1x TBE, 80 V, 60 min).
Po wizualizacji fluorescencji za pomoca aparatu Typhoon FLA 9500, przeprowadzono
barwienie kwaséw nukleinowych za pomocg bromku etydyny (Sigma).

Translacja in vitro

Translacja znakowanego mRNA

Mieszanina reakcyjna (8 ul) zawierala lizat z retikulocytow (4 ul, RRL, Promega),
mieszaning aminokwasow bez leucyny (25 uM, Promega), mieszaning aminokwasow bez
metioniny (25 uM, Promega), octan potasu (250 mM), oraz MgCl> (1.25 mM). Po godzinie
inkubacji w 30 °C, dodano roztwér mRNA kodujacego lucyferaze Renilla (2ul, 0.64, 0.51,
0.41, 0.33, 0.16 lub 0.00 ng/l) i kontynuowano inkubacj¢ mieszaniny reakcyjnej w
temperaturze 30 °C przez godzing. Reakcje zatrzymano przez zamrozenie w cieklym
azocie. Nastgpnie, mieszaniny reakcyjne przeniesiono na plytke 96-dotkowa (biala,
ptaskodenng), ptytke zwirowano (1 min, 1000 rcf, 22°C) 1 umieszczono w czytniku plytek
Synergy H1 (BioTek). Do kazdego dotka dodano roztwodr h-coelenterazyny (50 pl, 2 uM,
NanoLight) w PBS i odczytano luminescencje (25°C, gain 240). Luminescencja zostata
wykreslona jako funkcja stezenia mRNA i analizowana za pomocg metody regresji
liniowej. Wspotczynnik regresji liniowej (nachylenie) dla kazdego powtoérzenia zastat
normalizowany do wartoSci wyznaczonej dla Arca-RNAO7, aby uzyska¢ parametr
wzglednego poziomu biatka. Wyniki z trzech niezaleznych eksperymentow usredniono
podajac przy tym btad $redniej (SEM).

Translacja kolistego RNA

Przygotowano mieszaning reakcyjna: do wody (82.5 pl) dodano KOAc (137.5 ul, 1 M),
MgClz (27.5 pl, 25 mM), mieszaning aminokwasow bez leucyny (13.75 ul, 1 mM,
Promega), mieszaning aminokwasow bez metioniny (13.75 pl, 1 mM, Promega) oraz
Rabbit Reticulocyte Lysate (275 pl, Promega). Po godzinie inkubacji w 30°C mieszaning
podzielono na porcje (po 8.0 ul, ptytka 96-dotkowa, przezroczysta, V-dno), do ktorych
nastepnie dodano roztwor RNA kodujacego lucyferaze Gaussia (2.0 ul, 1.14 nM, 1-2 ng).
Mieszaniny reakcyjne inkubowno przez godzing w 30°C, po czym zatrzymywano reakcje
zamrazajac je w cieklym azocie. Seria reakcji zawierata wszystkie badane typy RNA w
trzech powtorzeniach oraz kontrole bez dodatku RNA (proba §lepa). Nastgpnie, plytke
zwirowano (1 min, 1000 rcf, 22°C) i umieszczono w czytniku ptytek Synergy H1 (BioTek).
Do kazdego dotka dodano roztwor h-coelenterazyny (50 pl, 2 uM, NanoLight) w PBS i
odczytano luminescencje (25°C, gain 240). Wyniki z trzech powtorzen technicznych
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usredniono i podzielono przez $rednig warto$¢ uzyskang dla Capl-RNA10, podajac przy
tym btad $redniej (SEM).
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