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Wykaz skrotow
A/Am— adenozyna/2 -O-metyloadenozyna
ATP — 5’-trifosforan adenozyny

ARCA - ang. Anti-reverse cap analog — analog kapu zawierajacy grupe 3’-O-CH3w rybozie 7-
metyloguanozyny

CCR4-Not — ang. Carbon Catabolite Repression—Negative On TATA-less, kompleks biatkowy
odpowiedzialny za deadenylacj¢ eukariotycznych mRNA

CNOTY7 - jedna z podjednostek katalitycznych kompleksu CCR4-Not
CTP - 5’-trifosforan cytozyny

CUAAC - ang. Copper(l)-Catalyzed Azide-Alkyne Cycloaddition, katalizowana jonami miedzi (1)
cykloaddycja azydkowo-alkinowa

DcpS - ang. Decapping Scavenger Enzyme, enzyme odpowiedzialny za hydrolize struktury 5° kapu
mRNA

DMEM - ang. Dulbecco's Modified Eagle Medium — zmodyfikowana pozywka do hodowli linii
komdrkowych

DMSO - dimetylosulfotlenek

DTT - ang. dithiothreitol — ditiotreitol

EDITH - ang. 3-ethoxy-1,2,4-dithiazoline-5-one

EDTA - ang. ethylenediaminetetraacetic acid — kwas wersenowy

elF4E - ang. eukaryotic initiation translation factor 4E — eukariotyczny czynnik inicjacji translacji
4E, biatko wigzace strukture 5° kapu mRNA

GTP - 5°-trifosforan guanozyny

HEPES - ang. 4-(2-hydroxyethyl)-1-piperazineethanesulfonic acid — kwas 4-(2-hydroksyetylo)-1-
piperazynoetanosulfonowy

MRNA — ang. messenger RNA, informacyjny/matrycowy RNA

(HR) MS — ang. (high resolution) mass spectrometry, (wysokorozdzielcza) spektrometria mas
MST — ang. microscale thermophoresis, termoforeza mikroskalowa

NTP — 5’trifosforan dowolnego nukleozydu

PABP — ang. polyA-binding protein, biatko wiazace ogon poli(A)

PAGE — ang. Polyacrylamide gel electrophoresis, metoda analityczna, elektroforeza na zelu
poliakrylamidowym

RNA — kwas rybonukleinowy

RP-HPLC - ang. reversed-phase high-performance liquid chromatography — wysokosprawna
chromatografia cieczowa w uktadzie faz odwroconych
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RPMI — ang. Roswell Park Memorial Institute medium, pozywka do hodowli linii komorkowych
TBE - Tris-Borate-EDTA

Tris - tris(hydroksymetylo)aminometan

UTP — 5’trifsoforan uracylu

3°’/5° UTR- ang. untranslated region, fragmenty sekwencji mMRNA nieulegajace translacji
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Streszczenie

Technologie oparte na potencjalnym zastosowaniu syntetycznych czasteczek mRNA
w medycynie rozwijane sg od lat 90. ubieglego wieku. Dzigki znaczagcemu postepowi
technologicznemu mRNA staje si¢ coraz powszechniej stosowanym narz¢dziem w opracowywaniu
szczepionek i terapii genowych. Mimo wielu zalet wzgledem stosowanych dotychczas
konwencjonalnych metod, jednym z gtéwnych probleméw terapii wykorzystujacych syntetyczne
mRNA jest inherentnie niska stabilno$¢ owych czasteczek. Niezaleznie od $ciezki rozpadu, proces
degradacji mMRNA w komorkach ssakéw jest inicjowany przez deadenylacje, czyli usuniecie ogona
poli(A) znajdujacego si¢ na koncu 3' wiekszosci dojrzatych eukariotycznych mRNA. Ogon poli(A)
dziala jako jeden z gtownych regulatorow losow mRNA, miedzy innymi chronigc regiony kodujace
mRNA przed degradacja, a takze odgrywajac wazng role w procesie inicjacji translacji dzigki
ztozonym interakcjom biatko-RNA. Obie te cechy, w polaczeniu z niekodujaca natura ogona
poli(A), czynig go idealnym celem do wprowadzenia korzystnych modyfikacji zwigkszajacych
stabilnos¢ i wydajnos¢ translacyjng mRNA, bez ingerencji w aktywno$¢ maszynerii rybosomalne;j
odpowiedzialnej za biosynteze biatek. W ostatnich latach zaprezentowano szereg badan
dotyczacych modyfikacji mRNA w celu manipulacji stabilno$cig oraz potencjatem translacyjnym
MRNA, co stanowito inspiracj¢ dla moich badan.

Pierwsza cze$¢ niniejszej rozprawy dotyczyla opracowania metody biofizycznej
umozliwiajacej badania nad zaleznoscig struktura-aktywno$§¢ w oddzialywaniu analogéw ogona
poli(A) z biatkiem specyficznie wigzacym strukture konca 3> mRNA (PABP). W celu opracowania
metody wykorzystatam czulg technike termoforezy mikroskalowej, ktora pozwala na badanie
szerokiego spektrum oddziatywan molekularnych. Opracowana metoda zostata wykorzystana do
badania oddziatywan miedzy biatkiem PABP, a blisko trzydziestoma oligonukleotydowymi
analogami ogona poli(A), zawierajacymi wybrane chemiczne i strukturalne modyfikacje. Dzigki
szczegblowym badaniom udato si¢ ustali¢ wptyw danej modyfikacji na specyficzne oddziatywanie
z PABP, nie tylko ze wzgledu na rodzaj uzytej modyfikacji, ale rOwniez jej umiejscowienie w
kieszeni wigzacej biatka. Przeprowadzitam réwniez badania odpornosci enzymatycznej
wspomnianych analogéw poli(A) z udzialem specyficznej deadenylazy. Mozliwe bylo
wyszczego6lnienie chemicznie modyfikowanych oligonukleotydow poli(A) wykazujacych
roéwnoczes$nie wysokie powinowactwo do PABP oraz odporno$¢ na enzymatyczng degradacje. Z
udziatem wybranych oligonukleotydow przeprowadzono nastepnie badania translacji w lizatach
komérkowych, ktore wykazaty, ze wybrane przeze mnie zwigzki wykazujg potencjat inhibitorowy
i specyficznie hamuja proces translacji. Na podstawie niniejszej czesci badan wyciagnelam szereg
wnioskow dotyczacych wptywu struktury fragmentéw poli(A) na ich powinowactwo do PABP.
Migdzy innymi owe badania dowiodly, ze wszelkiego rodzaju modyfikacje chemiczne tancucha
poli(A) sa najlepiej tolerowane, kiedy modyfikowana podjednostka znajduje si¢ na koncu sekwencji
wigzanej przez biatko. Z tego wzgledu w dalszej czegsci badan skupitam si¢ na wprowadzaniu
modyfikacji w obrebie samego konca 3 RNA.

Druga cze$¢ projektu doktorskiego poswigcitam na opracowanie metody pozwalajacej
na chemo-enzymatyczng modyfikacj¢ konca 3’ syntetycznych mRNA. Modyfikacja ta miata na
celu zwigkszenie stabilno$ci czasteczek mRNA poprzez poprawe ich odpornosci na degradacje
przez egzonukleazy 3°-5’, przy jednoczesnym zachowaniu mozliwosci oddzialywania z biatkiem
PABP. Poprawa stabilnosci przyczynia si¢ nast¢pnie do wydtuzenia czasu zycia modyfikowanych
MRNA w komorkach i skutkuje zwigkszong produkcja kodowanych przez mRNA bialek.
Opracowana przeze mnie metoda modyfikacji zaktada ligacje¢ enzymatyczng chemicznie 5°-
fosforylowanych modyfikowanych dinukleotydow do konca 3’ czasteczki RNA. Do struktury
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wspomnianych dinukleotydow wprowadzone zostaty modyfikacje chemiczne, ktore w trakcie
pierwszej czesci badan zidentyfikowane zostaly jako najoptymalniejsze z punktu widzenia
oddzialywania z PABP oraz stabilnosci enzymatycznej. Metoda modyfikacji konca 3° RNA
wykorzystana zostata do otrzymania reporterowych czasteczek mRNA o zwigkszonej stabilnosci.
Modyfikowane mRNA zostaty nastepnie zbadane w trzech roéznych liniach komérkowych pod
katem ich potencjatu translacyjnego. Zidentyfikowane zostaty dwa typy modyfikacji mRNA, ktére
skutkowaly nawet kilkukrotnie zwigkszong produkcja biatka w komorkach.

Opracowane przeze mnie metody moga przyczyni¢ si¢ do dalszych badan nad
modyfikacjami ogona poli(A) mRNA. Z jednej strony, metoda pozwalajaca na badanie
oddziatywania migdzy PABP a analogami poli(A) znajdzie zastosowanie w dalszych badaniach nad
potencjalnie korzystnymi modyfikacjami poli(A). Z kolei metoda chemo-enzymatycznej
modyfikacji konica 3° RNA moze by¢ stosowana w otrzymywaniu dowolnych czgsteczek RNA o
zwickszonej stabilnosci, w szczegdlnosci mRNA o potencjale terapeutycznym.
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I.  Cel pracy

Celem projektu doktorskiego byto opracowanie metod modyfikacji kofica 3> mRNA na
potrzeby modulowania ich stabilno$ci i potencjatu translacyjnego. Pierwszg cze$¢ projektu
doktorskiego poswiecitam na zbadanie wplywu wybranych modyfikacji chemicznych oraz
strukturalnych konca 3> mRNA na jego stabilno$¢ oraz oddziatywanie ze specyficznie wigzacym
go biatkiem PABP (ang. polyA-binding protein). Wyniki owych badan zostaly nastepnie
wykorzystane do opracowania metody modyfikacji czgsteczek mRNA, majacej na celu zwiekszenie
stabilnosci oraz potencjatu translacyjnego syntetycznych transkryptdw o mozliwym zastosowaniu
terapeutycznym. Znajdujacy si¢ na koncu 3’ wigkszosci eukariotycznych mRNA ogon poli(A)
stanowi istotny element strukturalny ze wzgledu na swoj udziat w procesach niezbednych dla
przetrwania komorki i1 calego organizmu. W kontekscie projektowania i zastosowania mRNA w
medycynie, powszechnie wykorzystuje si¢ modyfikacje tej czasteczki, ktore zwigkszaja jej
stabilnos$¢, pozwalaja kontrolowaé jej immunogennos$¢ oraz podnosza jej potencjat translacyjny.
Coraz czeSciej podejmuje sie rowniez proby modyfikacji ogona poli(A). Jest to element mMRNA
interesujacy w kontekscie terapeutycznym, ze wzgledu na jego wspomniany juz udziat w licznych
procesach komorkowych, jak réwniez niekodujacy charakter.

Niniejsza praca skupiona jest przede wszystkim wokot identyfikacji modyfikacji
chemicznych w obrebie struktury ogona poli(A), ktére moga znalez¢ zastosowanie w otrzymywaniu
czasteczek mRNA o potencjale terapeutycznym. Projekt doktorski ma wigc charakter
interdyscyplinarny i obejmuje dziedziny takie jak synteza chemiczna, biofizyka, biochemia,
biologia molekularna i1 spektroskopia. Pierwsza czgs¢ rozprawy doktorskiej stanowi przeglad
literaturowy, w ktorym opisane zostaly podstawowe informacje dotyczace budowy oraz
metabolizmu eukariotycznych czasteczek mRNA, jak rowniez funkcji jego poszczeg6lnych
elementdw strukturalnych. Na podstawie rzeczywistych przyktadéw omdwione zostaty potencjalne
zastosowania terapeutyczne krotkich fragmentow (oligonukleotydoéw) RNA oraz pelnych
czasteczek mRNA kodujacych konkretne biatka. Na koniec przyblizono metody syntezy czasteczek
RNA, jak rowniez podstawy teoretyczne i praktyczne zastosowania termoforezy mikroskalowe;.

Druga cze$¢ rozprawy stanowi opis badan wlasnych. Zaprezentowane zostaty wyniki
uzyskane w trakcie realizacji projektu doktorskiego. Opisany zostal proces opracowania i
optymalizacji metody pomiarowej wykorzystujacej technike termoforezy mikroskalowej. Metoda
ta umozliwita badanie oddziatywan pomigdzy biatkiem wigzacym strukture ogona poli(A) (PABP)
a oligonukleotydowymi analogami poli(A) zawierajacymi réznorodne modyfikacje chemiczne i
strukturalne. Przedstawione zostalo mozliwe wykorzystanie wybranych oligonukleotydoéw jako
inhibitoréw translacji. Opisano rowniez nowa metod¢ chemoenzymatycznej modyfikacji konca 3’
mRNA. Wiasciwosci modyfikowanych czasteczek mRNA zbadane zostaty w uktadzie lizatow
komoérkowych, jak réwniez w trzech roznych liniach komorkowych. Cato$¢ pracy wykonana
zostala w Laboratorium Chemii Biologicznej w Centrum Nowych Technologii UW oraz w
zaktadzie Biofizyki IFD, Wydziatu Fizyki UW. Rysunki przedstawione w pracy wykonane zostaty
przez autorke niniejszej rozprawy, jesli nie zaznaczono inaczej.
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Il.  Czgs¢ literaturowa

1. Wstep

MRNA, czyli informacyjne RNA (ang. messenger RNA) jest to biomolekuta kluczowa
dla funkcjonowania wickszosci organizmow zywych. Stanowi ona kopig¢ informacji genetycznej
zawartej w DNA i u eukariontéw powstaje przede wszystkim w jadrze komorkowym w procesie
transkrypcji, czyli komplementarnego przepisywania sekwencji nukleotydowej z jednej czasteczki
kwasu nukleinowego (DNA) na drugg (mRNA). Dojrzata czgsteczka eukariotycznego mRNA
powstata w jadrze komorkowym, w ktoérym na state przechowywana jest wickszos¢ komorkowego
DNA, transportowana jest do cytoplazmy, gdzie bierze udziat w procesie translacji, czyli
biosyntezie bialek. Zarowno koniec 3’ jak i 5 mRNA posiadaja charakterystyczne struktury
niezbedne w procesach dojrzewania, transportu komérkowego i degradacji owej czasteczki oraz
biorg udzial w procesie translacji 1 przyczyniaja si¢ do zwigkszenia stabilnosci mRNA. Na koncu
3’ wigkszosci eukariotycznych mRNA znajduje si¢ ciag adenozyn, liczacy od kilkudziesigciu do
nawet kilkuset podjednostek. Zwany jest ogonem poli(A) i pelni przede wszystkim rolg
regulatorowg w procesach metabolizmu mRNA, odpowiadajac migdzy innymi za stabilno$¢ oraz
potencjat translacyjny tej czasteczki. Poli(A) jest to niekodujacy fragment mRNA, co w potgczeniu
z jego udzialem w licznych procesach biologicznych sprawia, Ze jest rOwniez interesujagcym celem
badan.

Cze$¢ literaturowa niniejszej rozprawy zawiera zwigzte omowienie obecnego stanu
wiedzy zwigzanej z tematyka badan prowadzonych w ramach projektu doktorskiego. Moim celem
jest przedstawienie czytelnikowi kontekstu moich badan, poczynajac od podstawowej roli kwasow
nukleinowych w organizmach zywych, a konczac na rozwoju technologii terapeutycznych mRNA.
W pierwszej kolejnosci omdéwiona zostanie struktura i funkcje kwasow nukleinowych, ze
szczegblnym uwzglednieniem syntezy, dojrzewania, budowy i metabolizmu konca 3> mRNA.
Omowiona zostata roéwniez rola modyfikacji nukleotydowych w komodrkowych procesach
zachodzacych z udzialem mRNA. Nastepnie przyblizone zostato zagadnienie terapeutycznych
oligonukleotydéw oraz wykorzystanie fragmentéw kwaséw nukleinowych w badaniach proceséw
zwigzanych z biosyntezg bialek. Rozwoj technologii terapeutycznych oligonukleotydéw stanowit
podstawe dla pozniejszych badan nad kwasami nukleinowymi o potencjale terapeutycznym. W
kontekscie niniejszej rozprawy, szczegdlnie istotnym zagadnieniem sa badania nad modyfikacjami
nukleotydowymi umozliwiajgcymi kontrolg wtasciwosci biochemicznych i farmakokinetycznych
oligonukleotydéw oraz kwasoéw nukleinowych. W osobnym rozdziale oméwione zostaty
syntetyczne czasteczki mRNA o potencjale terapeutycznym i ich zastosowania w terapiach
genowych, medycynie regeneracyjnej oraz w szczepionkach leczniczych i prewencyjnych. Na
podstawie najnowszych przyktadow literaturowych omoéwione zostaly stosowane dotychczas
metody modyfikacji ogona poli(A) syntetycznych mRNA. Przedstawione zostaly techniki
chemiczne] oraz enzymatycznej syntezy czasteczek RNA, ktore znalazly zastosowanie w
prowadzonych przeze mnie badaniach nad projektem doktorskim. Na koniec omdwiona zostata
technika termoforezy mikroskalowej, z wykorzystaniem ktorej opracowatam metode badania
oddziatywania miedzy biatkiem PABP a chemicznie modyfikowanymi analogami ogona poli(A).
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2. Kwasy nukleinowe

2.1.  Budowa kwasow nukleinowych

DNA i RNA s3 to biopolimery ztozone podjednostek zwanych nukleotydami. Z kolei
nukleotydy sa to estry fosforanowe nukleozydow, sktadajacych si¢ z zasady azotowej polaczonej
zazwyczaj wigzaniem B-N-glikozydowym z cukrem ryboza (RNA) lub deoksyryboza (DNA) (Rys.
1). Najczgsciej spotyka si¢ nukleotydy posiadajgce ugrupowanie fosforanowe przyltaczone
wigzaniem estrowym do tlenu w pozycji 5 rybozy. Ze wzgledu na mozliwo$¢ wielokrotnej
fosforylacji nukleozydow, spotykamy zaréwno ich mono- jak roéwniez di- i trifosforany.

Wigzanie estrowe Puryny
i NH, o}
Y B a | Nukleozyd 7 s
' N__° 1 N
|C|] ﬂ (|)| 5 Zasada q</ | \;)ND </ ‘ /)N:
HO—F|’—O—F|’—O—F|’—O NN NTONT N
""""""" : 3
0 o] 0 4 3 2 ! ' Adenina Guanina
Wigzanie B-N-glikozydowe
Reszta fosforanowa OH R Pirymidyny
‘ NH, o) o]
Cukier 4 .
R = OH ryboza 0 | \/Ng | i | J\i
R = H deoksyryboza S N o N o
H H H
Cytydyna Tymina Uracyl

Rysunek 1 Struktura i numeracja atoméw nukleotyddw.

5’-fosforany nukleozydow stanowig materiat budulcowy kwaséw nukleinowych DNA
i RNA. Naturalnie wystepujace nukleotydy, z ktorych powstaja tancuchy kwasow nukleinowych,
r6znig si¢ miedzy soba budowa zasad azotowych, ktore podzieli¢ mozemy na dwie grupy:
pirymidyny, czyli cytydyne (C), tyming (T) i uracyl (U), oraz puryny, czyli adening (A) i guaning
(G). Powstanie biopolimerow DNA i RNA mozliwe jest dzigki utworzeniu wigzania 5°-3’
fosfodiestrowego miedzy kolejnymi podjednostkami tancucha. Strukture DNA stanowig
najczesciej dwa antyrownoleglte tancuchy zwijajace si¢ wokot wspolnej osi. Powstajaca w ten
sposdb podwdjna helisa DNA stabilizowana jest przez wigzania wodorowe tworzace si¢ miedzy
zasadami azotowymi komplementarnych nukleotydéw w przeciwleglych niciach oraz
oddzialywania warstwowe miedzy zasadami kolejnych podjednostek tej samej nici. Do
kanonicznych par zasad azotowych, zwanych rowniez parami Watsona-Cricka, zaliczamy uktady
G-C i A-T w DNA oraz G-C i A-U w RNA. Odpowiadaja one przede wszystkim za wspomniang
juz stabilizacje podwojnej helisy DNA oraz tworzenie czes$ci struktur drugorzedowych w
pojedynczych niciach RNA. Istnieje rOwniez mozliwo$¢ tworzenia si¢ Szeregu niekanonicznych par
zasad azotowych (np. G-U, A-A), w tym par Hoogsteena powstajacych w wyniku obrotu zasad
purynowych wokol wigzania glikozydowego. Charakteryzuja si¢ one nizsza stabilnoscig od par
kanonicznych i umozliwiaja powstanie wigkszosci drugorzedowych struktur RNA oraz ztozonych
uktadow trojwymiarowych wystepujacych zaréwno w DNA jak i RNA, np. G-kwadrupleksow.
Istnieje kilka rodzajow helisy DNA: czgséciej wystepujace prawoskretne A-DNA i B-DNA
(najpowszechniejsza forma DNA w roztworach wodnych) oraz rzadziej spotykana lewoskretna
helisa Z-DNA. W swojej w petni rozwinigtej formie przecigtna ni¢ ludzkiego DNA osiagga prawie
2 metry dtugosci, ale w komorce jest ona doktadnie upakowana w postaci chromatyny. Chromatyna
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jest to kompleks DNA i bialek, ktory poza uporzadkowaniem DNA chroni jego strukture przed
uszkodzeniem oraz petni role regulatorowa w procesach replikacji i ekspresji genow. Na
najnizszym poziomie upakowania, podwdjna helisa DNA nawijana jest wokot kompleksow biatek
histonowych, tworzac nukleosomy (Rys. 2). W skiad jednego nukleosomu wchodzi okoto 146 par
zasad owinigtych wokoét oktameru histonowego. Pomiedzy kolejnymi nukleosomami wystgpuje
tacznikowy fragment DNA o dlugosci do 80 par zasad. DNA wstepnie skondensowane w postaci
nukleosomow nazywa si¢ euchromatyng. Struktura ta jest bogata w sekwencje genowe i najczesciej
podlega aktywnej transkrypcji. Wyzsza forma upakowania zwana jest heterochromatyna, w ktorej
DNA zwini¢te w nukleosomy przyjmuje helikalng strukturg o srednicy okoto 30 nm.

Chromosome Nucleosome

DNA
double

helix

Histones
Rysunek 2 Stopnie upakowania nici DNA. Rysunek uzyskany z domeny publicznej.

Ze wzgledu na swoja Scistg strukture, heterochromatyna moze tworzy¢ strukturalne
elementy chromosoméw, jak centomery lub telomery. Z kolei heterochromatyna fakultatywna
powstaje w wyniku wyciszania konkretnych genow w trakcie specjalizacji komoérek. Najwyzsza
forma upakowania sg chromosomy metafazowe, zbudowane z wtokien chromatyny o $rednicy 30
nm. Kazdy chromosom zbudowany jest z dwdch siostrzanych chromatyd potaczonych centomerem.

Procesowi transkrypcji towarzyszy rozwijanie czasteczki DNA 1 rozdzielanie
tancuchow tworzacych podwojna helis¢, co umozliwia polimerazie RNA dostep do zawartych w
nich sekwencji nukleotydowych. W wyniku procesu transkrypcji, czyli przepisywania informacji
genetycznej z DNA, powstaje niedojrzata, prekursorowa czasteczka mMRNA (pre-mRNA). W
komorkach eukariotycznych transkrypcja zachodzi w jadrze komorkowym, w ktorym przebiega
réwniez proces dojrzewania czasteczki mRNA, czyli transkrypcyjnej biosyntezy kapu na koncu 5°
(kaping) oraz posttranskrypcyjnego wycinania intronow (splicing) i poliadenylacji na koncu 3’
(Rys. 3).! Dojrzate mRNA transportowane jest na zewnatrz jadra komérkowego do cytoplazmy,
gdzie zaj$¢ moze proces translacji, czyli komoérkowej biosyntezy biatek. W cytoplazmie dochodzi
rowniez do ostatecznej degradacji czasteczki mRNA, w wyniku procesow zwigzanych z regulacja
ekspresji poszczegolnych gendw. Opisanym mechanizmom dojrzewania i degradacji podlega
ogromna wigkszos$¢ syntezowanych w jadrze mRNA, cho¢ istniejg wyjatki, o ktérych wspomne w
trakcie szczegotowego omawiania poszczegolnych procesow zwigzanych z metabolizmem mRNA.
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5’ kap mRNA 3’ Poli-A

Rysunek 3 Struktura jednoniciowego RNA (PDB: 11K1) i podwdjnej helisy DNA (PDB: 1EEL) oraz budowa dojrzatego
eukariotycznego mRNA

2.2.  Dojrzewanie informacyjnego RNA u Eukariontéw

Jak juz wspomniatam, powstajaca w wyniku transkrypcji czasteczka eukariotycznego
mRNA musi ulec procesowi dojrzewania, aby mozliwy byl jej transport na zewnatrz jadra
komoérkowego do cytoplazmy i nastepnie inicjacja procesu translacji. Juz w trakcie trwania syntezy
MRNA (ko-transkrypcyjnie) dochodzi do zjawiska kapingu, czyli przytaczenia 7-metyloguanozyny
do tancucha trifosforanowego znajdujacego si¢ na koncu 5’ nowopowstajacego transkryptu. Kaping
jest to kilkuetapowy proces rozpoczynajacy si¢ w momencie przytaczenia ~30 podjednostek do
powstajacego tancucha mRNA (Rys. 4).22 Biosynteza kapu u wigkszoéci organizméw przebiega
wedlug tego samego schematu z udzialem trzech aktywnosci enzymatycznych. W pierwszej
kolejnosci enzym 5’-trifosfataza RNA (TPaza) usuwa y fosforan z pierwszej podjednostki
transkryptu pozostawiajac w tej pozycji 5’-difosforan.* Guanylylotransferaza (GTaza) z czasteczki
GTP przenosi GMP na koniec 5’ prowadzac do powstania konstruktu 5’G-ppp-N-RNA (gdzie N to
pierwsza podjednostka transkryptu, najczesciej adenozyna).®> Na ostatnim etapie kapowania
zachodzi metylacja guaniny w pozycji N7 przez mRNA (guanino-N7)-metylotransferaze (N7-
MTaza)®’. N7-MTaza wykorzystuje czasteczke S-adenozylo-L-metioniny (SAM) jako zrédto grupy
metylowej. W ten sposéb powstaje struktura tzw. kapu 0, ktory u niektorych organizmoéw moze
ulegaé dalszym metylacjom np. w pozycji 2-OH pierwszego (kap 1)%° i drugiego (kap 2)
nukleotydu czasteczki MRNA. Jesli pierwsza podjednostka transkryptu jest 2 -O-metyloadenozyna,
czesto ulega ona rowniez metylacji w pozycji N6 zasady z utworzeniem m®An.!! Opisane
modyfikacje struktury kapu znaczaco wptywaja na poziom komorkowej ekspresji genow poprzez
zmian¢ wydajnosci procesu inicjacji translacji, jak rdwniez zahamowanie procesu dekapingu, czyli
usuwania struktury kapu z kofica 5> mRNA poprzedzajacego catkowitg degradacje czasteczki.?
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Rysunek 4 Schemat syntezy 5' kapu mRNA. Rysunek wzorowany na pracy Warmiriski et al.*®

Post-transkrypcyjna czgs¢ procesu dojrzewania mRNA sktada si¢ z poliadenylacji,
ktora zostanie szczegbtowo omowiona w kolejnym podrozdziale, oraz splicingu, czyli wycinania
intronéw. Splicing (z angielskiego ,,sklejanie”, ,,splatanie”) polega na usunigciu niekodujgcych
fragmentow (intronow) spomiedzy sekwencji kodujacych (eksonow) z prekursora mRNA, co
prowadzi do powstania jednej cigglej sekwencji nukleotydowej kodujacej konkretne biatko.** W
wiekszoséci przypadkéow za splicing odpowiada kompleks biatek i RNA zwany spliceosomem,™
choé¢ niekiedy dochodzi do samodzielnego usuwania si¢ intronéw.'® Do poprawnego przebiegu
procesu splicingu niezbedne sg dwie sekwencje sygnatowe: GU na koncu 5’ intronu i AG na koncu
3’, oraz nukleotyd adeninowy zaznaczajacy tzw. miejsce rozgalezienia (Rys. 5). Male jadrowe RNA
(snRNA ang. small nuclear RNA) wchodzace w sklad spliceosomu rozpoznaja sekwencje
sygnatowe i1 wigza si¢ komplementarnie z nimi oraz miejscem rozgalezienia intronu. Usunigcie
intronu przebiega na drodze dwdch nastepujacych po sobie reakcji transestryfikacji.” W pierwszej
kolejnosci grupa 2’-OH nukleotydu znajdujacego si¢ w punkcie rozgatezienia dokonuje ataku
nukleofilowego na grupe 5’-fosforanowa nukleotydu w pierwszej pozycji intronu, co prowadzi do
powstania produktu posredniego. Nastepnie grupa 3’-OH z ostatniego nukleotydu 5’-eksonu
dokonuje ataku nukleofilowego na grupe 5’-fosforanowg pierwszego nukleotydu za koncem 3’
intronu. Dochodzi do réwnoczesnego potaczenia si¢ koncow eksondw oraz uwolnienia intronu w
postaci lassa.
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Rysunek 5 Schematyczne przedstawienie procesu splicingu pre-mRNA.

Niekiedy faczenie si¢ eksonow nie przebiega zgodnie z ich kolejnoscig wystgpowania
w sekwencji pre-mRNA. Zamiast tego mozliwe jest ,,mieszanie” eksonow — zjawisko to nazywa
si¢ alternatywnym splicingiem.'® Dzicki niemu mozliwe jest powstanie wielu czasteczek mRNA
kodujacych rozne izoformy bialka z tej samej czasteczki pre-mRNA.Y Szacuje sie, ze okoto 95%
multieksonowych ludzkich gendéw ulega alternatywnemu splicingowi.?® Proces ten moze
przebiega¢ np. poprzez pominigcie niektorych eksonoéw lub pozostawienie niektorych intronow w
sekwencji.

2.3.  Struktura i biosynteza kofica 3> mRNA

Koniec 3’ dojrzalej czasteczki mRNA, zwany ogonem poli(A), zbudowany jest z
dhugiego ciagu adenozyn. W przypadku komorek ssaczych jest to zazwyczaj okoto 250
nukleotydéw adeninowych przytaczanych post-transkrypcyjnie do konca 3’ pre-mRNA.2! Proces
poliadenylacji przebiega niezaleznie od matrycy DNA i katalizowany jest przez duzy kompleks
biatek petnigcych réznorodne funkcje (Rys. 6). W poblizu konca 3’ znajduje sie sekwencja
sygnatowa poliadenylacji (PAS, ang. polyadenylation signal, u ssakéw najczesciej AAUAAA),
ktora jest rozpoznawana i wigzana przez czynnik specyficznosci cigcia i poliadenylacji CPSF (ang.
cleavage/polyadenylation specificity factor).?® Wiazanie CPSF jest dodatkowo wspomagane przez
dwa biatka: czynnik stymulacji cigcia CstF (ang. cleavage stimulation factor) oraz czynnik cigcia I
CFI (ang. cleavage factor I). CstF wigze fragment czasteczki RNA bogaty w sekwencje GU i
stabilizuje kompleks CPSF i RNA. Z kolei CFI rozpoznaje trzecig sekwencje wigzania (u ssakow
UGUAA) i umozliwia CPSF wigzanie do czasteczki mRNA nawet pod nieobecnos$¢ sekwencji
sygnatowej poliadenylacji.?* CPSF endonukleolitycznie odcina 3’-koncowy fragment mRNA w
odlegtosci od 10 do 30 nukleotydow ponizej swojego miejsca wigzania. Poliadenylacja nastepuje
bezposrednio po miejscu odcigeia i jest to proces katalizowany przez polimerazg poli(A) (PAP).
PAP wykorzystuje ATP jako substrat do polimeryzacji?®?
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Rysunek 6 Schemat kompleksu poliadenylujgcego pre-mRNA ssaczych.

Aktywnos¢ PAP stymulowana jest zarowno przez CPSF jak i jadrowe biatko wiazace
poli(A) (PABPN1, ang. nuclear poly(A)-binding protein), ktoére wigze nowopowstajacy tancuch
poliadenylowy i réwnoczesnie chroni go przed przedwczesna degradacja.?’” Kolejne podjednostki
PABPNI przylaczaja si¢ do ogona poli(A) i, poprzez przerwanie wigzania miedzy CPSF i PAP,
hamuja poliadenylacje w momencie gdy ogon osiagnie dtugo$é¢ ~250 adenozyn.?®

PAP samoistnie wykazuje bardzo niskg procesywnos¢ i stabe powinowactwo do
RNA.? Bez dodatkowej stymulacji innymi czynnikami biatkowymi odpada od tancucha RNA
kazdorazowo po przylaczeniu jednej podjednostki, a niekiedy nawet zanim dojdzie do przytaczenia.
Wykazuje rowniez niska specyficzno$¢ substratowa, katalizujac poliadenylacje dowolnej
czasteczki RNA zakonczonego wolng grupa 3 -OH. Zaré6wno aktywnos¢ jak i specyficznos¢ PAP
s3 wzmacniane poprzez bezposrednie oddziatywanie z biatkami CPSF i PABPN1.2°*® CPSF
oddziatuje z konkretng sekwencja znajdujaca si¢ w poblizu konca 3° pre-mRNA, a PABPN1 wigze
nowopowstate na koncu 3> mRNA fragmenty oligo-A. Oba te biatka rekrutuja PAP do jej
wlasciwego substratu RNA, roéwnoczesénie synergistycznie wzmacniajac jej procesywnos¢ tak by
mozliwe bylo sekwencyjne przeprowadzenie pelnej syntezy ogona poli(A) bez dysocjacji
polimerazy od tancucha.

Podczas gdy mRNA ssakdéw wyjsciowo zakonczone jest zazwyczaj ogonem poli(A)
ztozonym z ~250 adenozyn, w naturze spotyka si¢ bardzo rdzne warianty jego dhugosci, a takze
pewne modyfikacje. Diugo$¢ poli(A) przektada sie bezposrednio na aktywno$¢ translacyjng mRNA
i stanowi istotny element regulatorowy w ekspresji genéw, co zostanie omowione w jednym z
kolejnych rozdziatéw. Znane sa przypadki mRNA, ktorych ogon poli(A) nie przekracza dtugoscia
kilkunastu nukleotydéw.®! Istnieja nawet mRNA kodujace grupe bialek histonowych, ktore w
ogdle nie posiadajg ogona poli(A), a jego funkcje petni znajdujaca si¢ na koncu 3’ struktura spinki
do wtoséw.*? Jednakze za roznorodnos¢ w dhugosci poli(A) poszczegdlnych mRNA odpowiadaja
przede wszystkim mechanizmy deadenylacji, czyli specyficznej degradacji tancucha
poliadenylowego.®®* mRNA powstajace w jadrze komoérkowym sa najczesciej w ramach procesu
dojrzewania wydtuzane o ogon poli(A) tej samej dtugosci. Nastgpnie w ramach kontroli ekspresji
genow oraz metabolizmu mRNA, ogony ulegaja skracaniu, a niekiedy ponownemu wydtuzaniu juz
w cytoplazmie.®*
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Za roznorodno$¢ w strukturze i funkcjach czasteczek mRNA odpowiada réwniez
zjawisko alternatywnej poliadenylacji. Podobnie jak w przypadku zjawiska alternatywnego
splicingu, umozliwia ona produkcje wielu izoform mRNA z tej samej czasteczki pre-mRNA, 3%
Mozliwe jest to dzigki wystgpowaniu wiecej niz jednej sekwencji sygnatowej poliadenylacji (PAS)
w poblizu konca 3. Wybdr miejsca poliadenylacji przez biatkowa maszyneri¢ komorkowa zalezy
od typu i funkcji danej komorki. Przyktadowo, rozpoczecie poliadenylacji w PAS znajdujacej si¢
blizej konca 5’ prowadzi do usunigcia wickszego fragmentu 3° UTR, a mRNA posiadajace krotszy
region 3° UTR wydajniej ulegaja translacji.>”*® Silnie wyrazane geny, jak i geny konserwowane
ewolucyjnie czesto ulegaja alternatywnej poliadenylaciji.®*

2.4.  Inicjacja translacji

Inicjacja translacji to proces rozpoczynajacy komodrkowa biosynteze bialek,
stanowiacy etap limitujacy jej szybko$¢ oraz wydajno$¢. Dojrzala czasteczka mRNA ulega
transportowi z jadra komoérkowego do cytoplazmy.*®#! Tam zachodzi proces translacji polegajacy
na odszyfrowaniu sekwencji nukleotydowej matrycy mRNA przez dwie podjednostki rybosomalne
1 przepisaniu jej na sekwencj¢ aminokwasowg produkowanego biatka (Rys. 7). Pierwszy etap
inicjacji translacji polega na utworzeniu preinicjacyjnego kompleksu rybonukleoprotein 43S PIC
(ang. 43S preinitiation complex).*? Sktada sie on z matej podjednostki rybosomalnej 408 zwiz}zanej
tRNAM-GTP. 43S PIC jest stabilnym kompleksem obecnym w cytoplazmie, ktéry w trakcie
procesu translacji zostaje zwigzany za posrednictwem elF3 z koncem 5° mRNA przez kompleks
inicjujacy translacj¢ elF4F. 43S PIC przesuwa si¢ wzdluz tancucha mRNA w kierunku 5°—3’ az
napotka kodon start (AUG). Sekwencja kodonu AUG rozpoznawana jest przez Met-tRNA;Me!
znajdujace sie w kieszeni wigzacej podjednostki 40S dzicki komplementarnosci zasad.* Nastepnie
duza podjednostka rybosomalna 60S zostaje przylaczona z utworzeniem pelnego rybosomu 80S,**
ktory przeprowadza proces syntezy tancucha aminokwasowego.

43S PIC
408 c%;'fz
elF3
STOP
AAAAAAAAAA
PABP
elF4G
elF4A

elF4E M’ Gppp m—

Rysunek 7 Schemat procesu inicjacji translacji. Rysunek zapozyczony z pracy Fukao et al.*®

Biatkowy kompleks eukariotyczny inicjacji translacji 4F (elF4F, ang. eukaryotic
initiation factor 4F) tworzy si¢ poprzez oddziatywanie ze strukturg kapu zlokalizowana na koncu
5 mRNA i sklada sie z trzech biatek (elF4A, elF4E, elF4G).* Regulacja aktywnosci biatek
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kompleksu zachodzi przede wszystkim poprzez ztozone procesy fosforylacji i defosforylacji w
momencie inicjacji i terminacji translacji.*’*® Podjednostka elF4G stanowi niejako rusztowanie, na
ktéorym nabudowywany jest kompleks inicjujacy translacje. Wspomaga rowniez wigzanie
podjednostki rybosomalnej 40S do czasteczki mRNA oraz oddziatuje ze zwigzanym z koncem 3’
biatkiem PABP, prowadzgc tym samym do zblizenia si¢ koncow mRNA i utworzenia struktury
zamknietej petli.***® Drugie z biatek kompleksu, eIF4A, posiada aktywno$¢ helikazy.>! Poprzez
rozplatanie struktur drugorzedowych w obrebie 5° UTR RNA umozliwia ono podjednostce
rybosomalnej swobodne poruszanie si¢ w dot tancucha w poszukiwaniu kodonu start.

Trzecia podjednostka kompleksu inicjujacego translacj¢ to biatko elF4E,
odpowiadajgce za bezposrednie rozpoznawanie i wigzanie struktury kapu na koncu 5°. Aktywnos¢
elF4E moze by¢ regulowana na dwa sposoby (Rys 8). Posrednia regulacja zachodzi poprzez
fosforylacj¢ biatek inhibitorowych 4E-BP (ang. elF4E-binding proteins). Biatka 4E-BP
fosforylowane sg przez kinazg¢ bialtkowa mTOR (ang. mammalian Target Of Rapamycin), co
prowadzi do ich uwolnienia z kieszeni wigzacej eIF4E, w ktorej konkuruja o wigzanie z eIF4G.
Wolne elF4E moze zatem utworzy¢ kompleks z e[F4G i posrednio elF4A. To z kolei umozliwia
rekrutacje wspomnianego juz kompleksu rybonukleoprotein 43S PIC. Na tym etapie aktywnos¢
elF4E moze zosta¢ zwigkszona na drodze bezposredniej fosforylacji samego biatka przez kinazg
MNK (ang. mitogen-activated protein kinase-interacting protein kinase), co zwigksza jego
powinowactwo do struktury kapu.>®

"'))q?

Rysunek 8 Schemat proceséw aktywacji biatka elF4E przez procesy fosforylacji.

Ze wzgledu na jego kluczowa rolg w procesie inicjacji translacji, ekspresja biatka
elFAE jest silnie regulowana w komorkach, a jego stezenie w cytoplazmie w normalnych
warunkach pozostaje na stosunkowo niskim poziomie. Sprawia to, ze czasteczki mRNA konkuruja
o dostep do kompleksu eIF4F i, co za tym idzie, produkcje kodowanego przez siebie biatka.>* Tak
samo, jak w przypadku mRNA posiadajacych krotki region 3’ UTR, czasteczki o krotkim i
nieustrukturyzowanym regionie 5° UTR wydajniej ulegaja procesowi translacji poprzez
umozliwienie biatkowo-rybosomalnej maszynerii translacyjnej szybkie poruszanie si¢ w dot
tancucha i odnalezienie kodonu start. Z kolei mRNA zawierajace dtugie i silnie ustrukturyzowane
5> UTR znacznie stabiej ulegaja translacji.”® Naleza do nich mRNA proto-onkogenéw oraz
komorkowych czynnikow wzrostu. Sa to zatem mRNA kodujace biatka, ktorych nadekspresja w
komorkach moze prowadzi¢ do rozwoju nowotworéw. W zwiazku z powyzszym, elF4E petni
kluczowsa rolg¢ w procesie nowotworzenia i stanowi istotny cel terapeutyczny w wielu terapiach
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antynowotworowych. Zwickszona aktywno$¢ eIF4E powoduje znaczaca nadekspresj¢ biatek,
ktorych mRNA nie ulega wydajnej translacji w zdrowych komoérkach. Nadaktywnos¢ eIF4E moze
by¢ spowodowana jego nadekspresjg lub zmniejszong ekspresja albo nadmierng fosforylacjg biatek
inhibitorowych 4E-BP1.5%%7 Zaréwno zwiekszone stezenie eIF4E jak i zmniejszone stezenie 4E-BP
w cytoplazmie komorkowej stanowig istotne markery nowotworowe.

2.5. Degradacja mMRNA

Degradacja mMRNA w komorkach jest jednym z podstawowych mechanizméw regulacji
ekspresji gendw. Eukariotyczne mRNA ulega degradacji w cytoplazmie w czasie od kilku minut do
kilku godzin od momentu jego transportu na zewnatrz jadra komorkowego. Sam proces degradacji
moze przebiegaé na dwa gtéwne sposoby — w kierunku 5> — 3’ lub 3> — 5°.8 Jednakze pierwszym
krokiem kierujagcym czasteczke mRNA na $ciezke degradacji jest niemalze zawsze skrocenie ogona
poli(A).>® W trakcie trwania procesu translacji, zaréwno koniec 3’ jak i 5° chronione s3 przed
aktywnos$cig egzonukleaz dzigki specyficznym oddziatywaniom biatko-RNA. Jak juz
wspomniatam w poprzednim rozdziale, struktura m’G-kapu wigzana jest przez biatkowy kompleks
inicjujacy translacje elF4F, z kolei znajdujacy si¢ koncu 3’ ogon poli(A) wigzany jest przez
czasteczki biatka PABP. Obecno$¢ biatek utrudnia czynnikom degradujacym dostep do koncow
mRNA, zwlaszcza, ze same bialka oddziatujg ze sobg prowadzac do zamykania si¢ czasteczki
transkryptu w strukture petli. Jednakze z czasem ogon poli(A) ulega skroceniu i gdy osiggnie
dhugos¢ okoto 10 do 60 nukleotydow, mRNA poddawane jest degradacji.®

W komérkach eukariotycznych deadenylacja, czyli usuwanie ogona poli(A), moze
zachodzi¢ z udzialem kilku nukleaz, cho¢ najczesciej funkcje te petni kompleks Ccr4—Caf1.8t W
przypadku $ciezki degradacji w wariancie 5’ — 3’°, deadenylacja poprzedza usunigcie struktury
kapu z konca 5° (dekapingu) przez kompleks Dcpl-Dcp2%? lub enzym Nudt16%. Nastepnie
zachodzi egzonukleolityczne trawienie tancucha RNA przez enzym Xrnl.%* Jest to preferowany
kierunek degradacji, ktory moze jednakze ulec zaburzeniu, co prowadzi do alternatywnej $ciezki
degradacji w kierunku 3> — 5’ przez bialkowy kompleks zwany egzosomem (Rys. 9).%°
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Rysunek 9 Schemat dwéch gléwnych $ciezek degradacji mRNA. Rysunek zapozyczony z pracy Decker et al.°
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Enzym Dcp2 z rodziny hydrolaz Nudix uwazany jest za gldowny enzym dekapujacy w
komarkach eukariotycznych.% Hydrolizuje on wigzanie miedzy o i p fosforanem w strukturze kapu,
prowadzac do uwolnienia m’GDP i czasteczki RNA zakonczonej 5’-monofosforanem. Aktywno$é
Dcp2 zwigkszana jest przez utworzenie kompleksu z biatkiem Dcpl oraz z innymi biatkami
aktywujacymi, takimi jak Edcl (ang. enhancer of decapping), czy PNRC2 (ang. proline-rich
nuclear receptor coregulatory protein) (Rys. 10). Dcpl prowadzi do zmian konformacyjnych w
obrebie Dcp2, ktore umozliwiaja obu podjednostkom kompleksu wigzanie do RNA i prowadza do
zwigkszenia powinowactwa Dcp2 do substratu. Z kolei biatko Edcl wymusza dodatkowe zmiany
konformacyjne kompleksu Dcpl-Dcp2, ktore utatwiajg wigzanie Dcp2 z petla RNA, a biatko
PNRC2 wspomaga proces hydrolizy kapu.

Dcp2
Nudix
domain

Flexible
linker

regulatory
domain

Rysunek 10 Struktura krystalograficzna kompleksu bialek Dcp1-Dep2-PNRC2 (PDB 5KQ4). Rysunek zapozyczony z pracy
Mugridge et al.%

Centralng cze$¢ egzosomu przeprowadzajacego degradacje w kierunku 3° — 5’
stanowi dziewig¢ podjednostek biatkowych obecnych zaréwno w jadrowe;j jak i cytoplazmatycznej
odmianie kompleksu.®® Co ciekawe, ,jadro” egzosomu utracito caty nukleolityczng aktywnos¢ w
komorkach ludzkich. Zamiast tego stanowi ono strukturalng podpor¢ wiazaca specyficznie
fragmenty RNA bogate w podjednostki AU i U. Enzymatyczng aktywno$¢ egzosomu petni
nukleaza Rrp44 z rodziny rybonukleaz Il (RNazy Il) (Rys. 11). Jest ona luzno zwigzana z
centralnym kompleksem egzosomu, a w jadrze komoérkowym jej funkcje moze dodatkowo petnic
egzonukleaza Rrp6 z rodziny RNaz D. Poza domenami katalitycznymi, obie nukleazy posiadaja
rowniez domeny pozwalajace na specyficzne rozpoznawanie i wigzanie substratow. Rrp44 trawi
procesywnie zarowno ustrukturyzowane jak i1 nieustrukturyzowane fragmenty RNA, biorgc udziat
przede wszystkim w degradacji czasteczek mRNA. W cytoplazmie egzosom odpowiada za rozktad
MRNA zaréwno w ramach normalnego procesu metabolicznego zwigzanego z kontrolg ekspres;ji
gendéw, jak i kontroli jakosci transkryptow.®” Kontrola jakosci obejmuje usuwanie przez egzosom
czasteczek mRNA posiadajgcych przedwczesny kodon STOP w procesie zwanym NMD (ang.
Nonsense-Mediated Decay), mRNA nie posiadajacych kodonu STOP w procesie NSD (ang. Non-
Stop Decay) oraz mRNA, ktorych translacja ulegta wstrzymaniu i pozostaja w trwalym kompleksie
z maszynerig translacyjng (NGD, ang. No-Go Decay).
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Rysunek 11 Model 9-cztonowego jqdra egzosomu w kompleksie z nukleazg Rrp44. Przygotowano na podstawie struktury
krystalograficznej (PDB 2NN6). Rysunek zapozyczony z pracy Wasmuth et al.®®

Degradacja w kierunku 3’ — 5’ prowadzi do powstania krotkiego fragmentu RNA
zakonczonego kapem na koncu 5°. Struktura kapu usuwana jest z takiego fragmentu przez enzym
DcpS (ang. Decapping Scavenger enzyme) poprzez hydrolize wigzania pirofosforanowego miedzy
fosforanem B i y kapu, prowadzac do uwolnienia czasteczki m’GMP i fragmentu RNA
zakonczonego 5’-difosforanem. DcpS nalezy do grupy pirofosfataz z rodziny HIT, czyli enzymow,
ktorych podjednostka katalityczna zawiera triade histydynowa.®® DcpS katalizuje dekaping
wytacznie krotkich substratéw, o dtugosci maksymalnie 10 nukleotydéw, nie dopuszczajac tym
samym do akumulacji w komorkach potencjalnie toksycznych, krotkich fragmentow kapowanego
RNA.

Site of hydrolysis

Rysunek 12 Struktura enzymu DcpS w kompleksie z czgsteczkq m’GpppGU. Kolorem zielonym i niebieskim zaznaczono dwie
podjednostki strukturalne DcpS, w kieszeni wigzgcej kolorem rozowym i pomaranczowym zaznaczona jest struktura analogu
kapu, a fioletowym reszty histydynowe biorgce udziat w hydrolizie kapu. Rysunek zapozyczony z pracy Fuchs et al.”
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2.6.  Bialka oddziatujace z ogonem poli(A)

W poprzednich podrozdzialtach omoéwione zostaly procesy zwigzane z synteza,
dojrzewaniem i degradacja czasteczek mRNA, jak rowniez zjawiskiem translacji i jej regulacji w
komorkach eukariotycznych. Wielokrotnie wspomniane zostaly biatka biorgce udziat w tych
procesach, a oddziatujace bezposrednio ze strukturg ogona poli(A). Zjawisko poliadenylacji zostato
juz szczegdtowo omodwione w kontekScie transkrypcji i dojrzewania czasteczki mRNA. W
niniejszym podrozdziale chciatabym si¢ skupi¢ na biatkach wigzacych poli(A) zwigzanych z
procesami translacji oraz degradacji mRNA.

2.6.1. Biatko PABP

Cytoplazmatyczne biatkko PABP (ang. Poly(A)-binding protein) ma ewolucyjnie
konserwowang strukture. Sktada si¢ ono z 4 domen wigzacych RNA (RRM, ang. RNA recognition
motif) i C-koncowej domeny PABC (ang. poly(A)-binding protein C-terminal domain).” Ogon
poli(A) rownoczes$nie obsadzony jest przez wiele czasteczek PABP, co prowadzi do powstania
multimerycznej struktury na koncu 3> mRNA. Jedna czgsteczka biatka wigze odcinek poli(A) o
dhugosci od 24 do 27 adenozyn,’”” co oznacza, ze catkowita liczba PABP znajdujacych sie¢ w
kompleksie z poli(A) zalezy od dlugosci ogona poli(A) w danym mRNA. Wykazano, ze petna
struktura PABP (czyli 4 domeny RRM i PABC) nie jest niezbgdna dla zachowania jego
biologicznych funkcji, w tym wigzania poli(A) i oddziatywania z biatkiem elF4G. Do spehiania
tych funkcji wystarczajace sa dwie N-koncowe domeny RRM1-2.”® W rekombinowanym biatku
PABP przyjmuja one odpowiednia konformacj¢ z utworzeniem waskiego kanatu wigzacego
fragment tancucha poliadenylowego o dtugosci 11-12 adenozyn (Rys. 13). Metodami ilosciowymi
wykazano, ze pelna czasteczka wigze fragment poli(A) o dlugosci 25 adenozyn z réwnowagowa
stalg dyscocjacji Kp rowng 7 nM."

Rysunek 13 Struktura rekombinowanego biatka PABP** (niebieski) w kompleksie z taricuchem poli(A) (z6tty) oraz
fragmentem elFF4G wigzgcym PABP (zielony). Rysunek przygotowany na podstawie struktury krystalograficznej (PDB 4F02)
zdeponowanej przez Safaee et al.™

PABP pelni kilka istotnych funkcji w komorkach eukariotycznych. Jak juz
wspomniatam w poprzednim rozdziale, jego jadrowa odmiana PABPN1 bierze czynny udzial w
procesie poliadenylacji, jak rowniez posredniczy w transporcie nukleocytoplazmatycznym. Skupi¢
si¢ jednak na cytoplazmatycznej odmianie biatka (PABPCL), ktdra stabilizuje ogon poli(A) i tym
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samym calg czasteczke mRNA, bierze udzial w procesie inicjacji translacji, jak rowniez uczestniczy
w zjawisku degradacji mRNA. PABP stabilizuje czasteczke mRNA poprzez ochrone struktury
ogona poli(A) przed aktywnosciag enzymow deadenylujacych. Po pierwsze, ogon poli(A) gesto
obsadzony przez czasteczki PABP nie jest dostepny dla 3’ egzonukleaz. Dodatkowo, poprzez
oddzialywanie ze znajdujagcym si¢ na koncu 5° kompleksem inicjujacym translacj¢, PABP
posredniczy w utworzeniu zamknietej petli mRNA, co dodatkowo ogranicza dostep wszelkiego
rodzaju egzonukleazom.

O ile mozliwe jest zajscie translacji z udziatem czasteczek mRNA nie posiadajacych
ogona poli(A), jego obecnos¢, oraz obecnos$¢ znajdujacych si¢ na nim biatek PABP, znaczaco
zwicksza wydajno$¢ tego procesu. Domeny RRM1-2 PABP oddziatujg bezposrednio z biatkiem
elF4G wchodzacym w sktad biatkowego kompleksu zlokalizowanego na koncu 5 mRNA. Uwaza
sie, ze zamknigta petla mRNA powstajgca w wyniku zblizenia do siebie obu koncow czasteczki
promuje rekrutacje zarowno matej jak i duzej podjednostki rybosomalnej w trakcie inicjacji
translacji.”® Biatko PABP najpewniej oddzialuje réwniez z innymi elementami kompleksu
inicjujagcego, a jego oddziatywanie z eIF4G prowadzi do réwnoczesnego zwigkszenia
powinowactwa bialka elF4E do struktury kapu, jak i samego PABP do poli(A). PABP bierze
rowniez udzial w terminacji translacji. Domena PABC biatka oddziatuje bezposrednio z
czynnikami terminujacymi translacje eRF3a i eRF1 (ang. eukaryotic release factor)(Rys. 14).”
Tym samym PABP posredniczy w wigzaniu eRF1 do kodonu STOP (UAG, UAA, UGA) i nastgpnie
wymuszonej przez aktywno$¢ eRF3a zmiany konformacji eRF1. Jedna z domen eRF1 wiaze si¢ z
duza podjednostka rybosomalng i rozpoczyna proces terminacji translacji.”
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Rysunek 14 Schemat procesu terminacji translacji z udziatem oddziatujgcych z PABP czynnikéw eRF 1 i eRF3. Rysunek
zapozyczony z pracy lvanov et al.”’

Cytoplazmatyczne PABP koordynuje deadenylacje mRNA przy réwnoczesnym
chronieniu go przed przedwczesng degradacja.” Z jednej strony PABP odpowiada za rekrutacje
czynnikow deadenylujacych poprzez interakcje z biatkami z rodziny PAN i CNOT. Z drugiej
jednak strony jego obecno$¢ na zaréwno krotkich jak i dilugich ogonach poli(A) hamuje
urydynylacje kofica 3°, ktora kieruje mRNA na $ciezke degradacji.®® Dowiedziono réwniez, ze pod
nieobecnos¢ PABP diugie ogony poli(A) ulegaja szybkiej deadenylacji zakonczonej urydynylacja.
Obecnie uwaza sig, ze czynniki degradujace mRNA, takie jak egzosom czy enzym XRN1, aktywuja
si¢ dopiero po usunigciu ostatniej czasteczki PABP z konca 3’. Podsumowujac, PABP odpowiada
za kontrolowane skracanie ogona poli(A) czasteczek mRNA znajdujacych si¢ w cytoplazmie,
roéwnocze$nie nie dopuszczajac przedwczesnie do catkowitej deadenylacji i nastgpujacej po niej
degradacji transkryptu.
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2.6.2. Biatkowe czynniki deadenylujgce

Powszechnie uwaza si¢, ze cytoplazmatyczna deadenylacja zachodzi na zasadzie
skoordynowanej wspotpracy dwoch glownych komplekséw biatkowych — PAN2/3 i CNOT.
Podczas gdy PAN2/3 odpowiada tylko za skracanie dtugich ogondéw poli(A) (>~150 par zasad),
kompleks CNOT przeprowadza niespecyficzng deadenylacje poliadenylowych RNA znajdujacych
sie w cytoplazmie.”

Kompleks PAN2/3 wykazuje znaczace powinowactwo do dtugich ogonéw poli(A) i
jego aktywnos$¢ wzmacniana jest przez interakcje z biatkiem PABP. PAN2/3 degraduje poli(A) w
Sposob nieciagly, fragmentami o dlugosci okoto 27 nukleotydéw, z wydajnoscig deadenylacji
malejaca wraz z dlugoscia ogona (Rys. 15).8! Sugeruje to, ze degradacja zachodzi na zasadzie
krotkich zrywow nastepujacych po usunigciu kolejnej czasteczki PABP z tancucha poli(A). Zostato
rowniez wykazane, ze aktywno$¢ PAN2/3 maleje gwattownie w momencie skrocenia poli(A) do
odcinka zwigzanego przez tylko jedna czasteczke PABP. Oznacza to, ze PAN2/3 w jednym
momencie wigze si¢ wydajnie z fragmentami poli(A) o dlugosci pozwalajacej na obsadzenie
przynajmniej dwoma lub trzema czasteczkami PABP. Nie jest catkowicie jasne jaki jest mechanizm
przejscia migdzy deadenylacjg przeprowadzang przez kompleksy PAN2/3 a CCR4-Not. Przy czym
stosunkowo nowe badania pokazaty, ze o ile PAN2/3 rzeczywiscie odpowiada za wstgpne skracanie
dhugich poli(A), kompleks ten nie pelni kluczowej roli w gtownych procesach deadenylacji i
degradacji cytoplazmatycznych mRNA.™
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Rysunek 15 Schemat przedstawiajgcy aktywnosé i powinowactwo do substratu kompleksu deadenylujgcego PAN2/3 zaleznie
od dlugosci ogona poli(A) mRNA. Rysunek zapozyczony 7 pracy Schéafer et al .8

Kompleks deadenylujacy CCR4-Not sktada si¢ z dwoch podjednostek katalitycznych,
wykazujacych rozne powinowactwo substratowe (Rys. 16). Podjednostka CAF1, ktorej role w
ludzkim organizmie petnig jej ortologi CNOT7 i CNOTS, degraduje poli(A) niezwigzane przez
PABP i zatrzymuje sie po napotkaniu jego czasteczki.”® Z kolei podjednostka CCR4 (u ssakow
jej ortologi to CNOT6 i CNOT6L) aktywowana jest przez obecnos¢ PABP i odpowiada za usuniecie
jego czasteczki z tancucha poli(A) przed przystapieniem do deadenylacji. Podobnie jak w
przypadku PAN2/3, kompleks CCR4-Not usuwa jednorazowo fragmenty poli(A) o dtugosci okoto
27 nukleotydow. Jego aktywno$¢ ulega chwilowemu wstrzymaniu przed kazdym epizodem
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deadenylacji po napotkaniu kolejnej czasteczki PABP. Aktywnosci podjednostek katalitycznych
uzupelniajg sie, co umozliwia deadenylacje mRNA niezaleznie od stezenia PABP w komorkach —
aktywnos$¢ CCR4 petni wieksza role w sytuacjach wysokiego stezenia PABP, podczas gdy CAF1
degraduje poli(A) pod jego nieobecnos¢.
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Rysunek 16 Aktywnos¢ kompleksu CNOT oraz jego podjednostek katalitycznych CAF1 i CCR4. Rysunek zapozyczono z pracy
Yietal.™

2.7. Modyfikowane nukleotydy i ich wptyw na procesy translacji i metabolizmu
mRNA ze szczegdlnym uwzglednieniem ogona poli(A)

Niniejszy podrozdzial po$wigcony jest modyfikowanym nukleotydom obecnym w
strukturze mRNA. Opisane zostang zar6wno modyfikacje wystepujace naturalnie, jak i chemiczne
modyfikacje wprowadzane do czasteczek mRNA w celu regulacji ich metabolizmu i potencjatu
translacyjnego. Ze wzgledu na szeroki wachlarz omawianych modyfikacji, zostalty one podzielone
ze wzgledu na pozycje wystgpowania w obrebie struktury nukleotydowej. Szczegdlna uwaga
poswigcona zostata modyfikacjom ogona poli(A).

2.7.1. Modyfikacje rybozy

Jedng z najczesciej wystepujacych modyfikacji mRNA jest metylacja w pozycji 2’-OH
rybozy (Rys. 17A). Poczatkowo zostala wykryta w czasteczkach rRNA i tRNA, cho¢ szybko
zanotowano roéwniez jej obecno$¢ w mRNA.%3# W warunkach komdrkowych 2’-O-metylacja
wprowadzana jest do struktury RNA na dwa sposoby — przez niezaleznie dziatajace enzymy zwane
metylotransferazami®® lub rozbudowane kompleksy biatek i matych jaderkowych RNA
(snoRNA).2® W przypadku mRNA, najwczesniej wykryto i zbadano 2’-O-metylacje nukleotydow
znajdujacych si¢ na koncu 5’ i1 stanowigcych element struktury 5° kapu. W ramach omawiania
procesu kapingu wspomniatam, ze 2 -O-metylacja pierwszego nukleotydu transkryptu prowadzi do
powstania struktury kapu 1, a dodatkowa metylacja drugiego nukleotydu w tancuchu — kapu 2.
Jedng z podstawowych funkcji 2’-O-metylacji kapu jest umozliwienie elementom uktadu
odporno$ciowego odroznienie komoérkowego mRNA od obcego mRNA, np. pochodzenia
wirusowego.®” Na drodze ewolucji wiele wiruséw wyksztalcito t¢ samg modyfikacje w strukturze
wilasnego RNA w celu uniknigcia aktywacji interferonow typu I w momencie infekcji.

Poza strukturg kapu, spotyka si¢ rowniez 2 -O-metylacje w srodku czasteczki mMRNA.
Najczeséciej modyfikowanym nukleotydem jest urydyna — nukleotydy Um stanowiag ~70%
wszystkich metylowanych podjednostek mMRNA.##° 2°-O-metylacja znaczaco zmienia wtasciwosci
fizykochemiczne modyfikowanego nukleotydu i w efekcie struktur trzeciorzgdowych mRNA. Ze
wzgledu na umiejscowienie modyfikacja ta nie zakldca parowania zasad, a nawet stabilizuje
tworzenie si¢ typowej dla struktur RNA podwodjnej helisy typu A. Z drugiej strony, uniemozliwia
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utworzenie powszechnie wystepujacego wigzania wodorowego z grupa 2’-OH, utrudniajac tym
samym stabilizacje czasteczki RNA w kieszeniach wigzacych biatek. Pozbawia rowniez tlen w
pozycji 2’ rybozy nukleofilowego charakteru, zwigkszajac tym samym odpornos¢ RNA na
hydrolize enzymatyczna .*°

2’-O-metylacja petni kluczowa rolg w procesach splicingu i translacji. Obecno$¢
metylowanych nukleotydéw zarowno w matych jadrowych RNA (snRNA) wchodzacych w sktad
spliceosomu, jak i pre-mRNA poddawanego dojrzewaniu, jest niezb¢dna dla zajscia procesu
splicingu.” 2’-O-metylacja w poblizu miejsca rozgaltezienia moze réwniez prowadzi¢ do
alternatywnego splicingu.®? Zaobserwowano, ze metylowane nukleotydy w obrebie sekwencji
kodujacych mRNA, jak rowniez w strukturze tRNA wchodzacych w sktad maszynerii translacyjnej,
pelia regulacyjna funkcje w procesie ekspresji genow.”® Metylacja grupy 2-OH zakloca
oddzialywania tRNA-mRNA i rybosom-mRNA, zmieniajac tym samym dynamike procesu
elongacji tancucha aminokwasowego. 2’-O-metylacja jest wiec modyfikacja powszechnie
wykorzystywang w strukturach syntetycznego mRNA, w celu poprawienia stabilnosci czasteczki,
jak rowniez regulacji zachodzacych z jej udzialem proceséw metabolicznych.

NH> NH,
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| CH3 |
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Rysunek 17 Struktury nukleotydow zawierajgcych modyfikacje rybozy: (4) 2°-O-Me; (B) 2 -F.

Inng powszechnie stosowang modyfikacja rybozy w syntetycznych RNA jest
substytucja grupy 2’-OH atomem fluoru (Rys. 17B). Atom fluoru taczy stosunkowo niewielkie
rozmiary z wysoka elektroujemnoscia. W efekcie grupa 2-F nie zaburza konformacji RNA, za to
Znaczaco zwicksza temperature topnienia czasteczki® oraz poprawia jego chemostabilno$é i
odpornos¢ na dziatanie rybonukleaz, w tym powszechnie wystepujacej RNazy A.* 2°-F obniza
rowniez znaczgco immunogenno$¢ syntetycznych RNA oraz zwigksza powinowactwo w
oddziatywaniach RNA-RNA.% Dlatego modyfikacja ta jest szczegodlnie czesto wykorzystywana w
strukturach terapeutycznych antysensownych oligonukleotydéw i aptamerow. Nukleotydy
zawierajace modyfikacje 2 -F najczesciej wprowadzane sg do czasteczek RNA ko-transkrypcyjnie,
poprzez wykorzystanie mutantow polimeraz RNA o szczegdlnie niskiej specyficznosci
substratowej.*®

2.7.2. Modyfikacje fosforanowe

Wigzanie fosfodiestrowe pelni kluczowa funkcje w stabilizacji oraz promowaniu
poprawnej konformacji czasteczki MRNA, jak rowniez posredniczy w jego wigzaniu przez
komorkowe czynniki odpowiedzialne za jego metabolizm i translacje. Dzicki temu modyfikacje w
obrebie grupy fosforanowe;j staly si¢ powszechnie stosowang metoda wptywania na wtasciwosci
syntetycznych czasteczek RNA o zastosowaniu terapeutycznym.

Jedna z najczesciej stosowanych modyfikacji jest zastapienie jednego z atomow tlenu
grupy fosforanowej atomem siarki. Siarka wprowadzona moze by¢ zarbwno w pozycjach 3’ lub 5’
podjednostek nukleotydowych, jak i zastapi¢ niemostkowy atom tlenu grupy fosforanowej (Rys.
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18A, 18C, 18D). Ze wzgledow syntetycznych modyfikacje niemostkowe sa tatwiejsze do
otrzymania w syntezie w fazie stalej, gdzie sulfuryzacja grupy fosforanowej ostatniej podjednostki
taficucha nastepuje bezposrednio po jej sprzeganiu.”” Co istotne, modyfikacja ta skutkuje
powstaniem stereogenicznego atomu fosforu (V) i otrzymaniem dwoch diastereocizomeréw o
konfiguracji Sp lub Rp, ktore moga znaczaco rézni¢ si¢ whasciwosciami fizykochemicznymi i
farmakokinetycznymi. Kazdy kolejny tiofosforan w sekwecji zwigksza liczbg diastereoizomerdw
zgodnie ze wzorem 2N, gdzie N oznacza ilo§¢ modyfikowanych fosforanéw w danej czasteczce.
Ze wzgledu na brak mozliwo$ci skutecznej separacji poszczegoélnych diastereoizomerdw,
najczesciej stosuje si¢ ich mieszaning, a jej wlasciwosci stanowia Srednig z catej populacji
wariantow izomerycznych. W syntezie sekwencji RNA mozliwe jest otrzymanie
diastereoselektywnych — modyfikacji poprzez zastosowanie trifosforandw  nukleotydéw
zmodyfikowanych w pozycji a mostka fosforanowego (NTPaS). Modyfikacje grup fosforanowych
siarkg w pozycjach mostkowych wymagaja przygotowania amidofosforynow (w przypadku
syntezy w fazie statej) lub trifosforanéw nukleotydéw (w przypadku transkrypcji na matrycy DNA)
zawierajacych wbudowane atomy siarki w odpowiednich pozycjach.®® Oznacza to wyjsciowo
wieksze wyzwanie syntetyczne, jednakze takie podejscie niweluje problem w postaci mieszaniny
diastereoizomeréw o réznorodnych, niekoniecznie korzystnych z punktu widzenia
biochemicznego, wlasciwosciach.
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Rysunek 18 Struktury nukleotydow zawierajqgcych modyfikacje wigzania fosfodiestrowego. (A) Niemostkowa modyfikacja
tiofosforanowa; (B) Niemostkowa modyfikacja boranofosforanowa; (C) Mostkowa modyfikacja w postaci 5 -fosfotioestru;

(D) Mostkowa modyfikacja w postaci 3 -fosfotioestru.

Obecnie rozwijane s3 nowe metody syntetyczne pozwalajace na otrzymanie
stereoselektywnych tiofosforanéw. Przyktadowo, w pracy Knouse et al.*® przedstawiono strategie
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wykorzystujaca opracowane przez wspotautorow reagenty, ktorych poszczegodlne enancjomery
wymuszaja konkretng konfiguracje tiofosforanu w trakcie syntezy w fazie statej. Mozliwos¢
otrzymania dlugich tancuchow RNA, a nawet mRNA, o S$cisle okreslonym profilu
diastereoizomerycznym ulatwi szczegdétowe badania nad wlasciwosciami biochemicznymi
poszczegoblnych diastereoizomerow, a w dalszej pespektywie projektowanie transkryptow o $cisle
okreslonych wtasciwosciach.

Bez wzgledu na typ modyfikacji tiofosforanowej, ma ona szczegodlne zalety w zakresie
zwigkszania stabilnosci, potencjatu translacyjnego’® oraz powinowactwa syntetycznych RNA w
oddziatywaniach RNA-biatko i RNA-RNA.21102103 pr7vezynia sie do tego przede wszystkim
zwickszona odpornos¢ zmodyfikowanej czasteczki na dzialanie nukleaz - syntetyczne RNA
wprowadzanie do zywych komorek jest szczegdlnie podatne na enzymatyczng degradacje, co
znaczaco zmniejsza jego efektywno$é jako terapeutyku. Dlatego tez istotne jest opracowanie
strategii pozwalajacych na zwigkszenie okresu trwania syntetycznych RNA w komorkach, ktore
nie zakldcajg ich oddziatywania z celem terapeutycznym, a nawet te oddziatywania wzmacniaja.
W zwiazku z tym tiofosforany znalazty swoje zastosowanie réwniez w modyfikacjach ogona
poli(A), ktérego stabilnos$¢ i odpornos¢ na degradacje stanowi istotny czynnik w stabilnosci calej
czasteczki mRNA. Syntetyczne mRNA, ktoérych ogony poli(A) zostalty w okoto 30%
zmodyfikowane przypadkowo rozmieszczonymi grupami tiofosforanowymi, wykazuja znaczaco
zwigkszong odpornos¢ na deadenylacje, przy rownoczesnie zachowanym poziomie ekspresji biatek
w komorkach eukariotycznych, %4

Innego rodzaju powszechnie stosowang metoda modyfikacji wigzania fosfodiestrowego
czasteczek RNA jest wprowadzanie do ich struktury boranofosforanéw. Boranofosforany wykazuja
podobne wlasciwosci stabilizujace czasteczki RNA co tiofosforany, a modyfikacj¢ te mozna
wprowadzié¢ stosujac bardzo zblizone metody syntetyczne (Rys. 18B).1® Tego typu modyfikacja
réwniez znalazla zastosowanie w syntezie syntetycznych RNA o potencjale terapeutycznym,
zwlaszcza antysensownych oligonukleotydow.'® Proby wprowadzenia jej do ogonow poli(A)
mRNA skutkowaty niewielka poprawa odpornosci na deadenylacje i obnizyly poziom ekspresji
biatek w komérkach. %4

2.7.3. Modyfikacje zasad

Modyfikacje zasad mRNA pelnig istotne funkcje regulujace jego metabolizm oraz poziom
ekspresji genow. Maja one zwigzek z autoregulacja mRNA w zakresie splicingu, lokalizacji w
komorkach, czasu zycia i wydajnosci translacji. Sekwencja 1 wynikajaca z niej struktura
przestrzenna mRNA moze ulega¢ modyfikacjom w czasie zycia komdrkowego tej czasteczki.
Modyfikacje zasad powodujg istotne zmiany w parowaniu zasad, konformacji i og6lnych
wilasciwosciach termodynamicznych mRNA. Nawet niewielka zmiana struktury pojedynczej
zasady moze znaczaco wptynaé na to jaka konformacja i struktura trzeciorzegdowa mRNA bedzie
preferowana i w efekcie jaka bedzie dynamika oddziatywania calej czasteczki z biatkami. Mozna
wiec powiedzieé, ze biologiczne wlasciwosci i funkcje komorkowego mRNA zalezg od krajobrazu
modyfikacji zasad w jego strukturze.

Dotychczas wykryto szes$¢ naturalnie wystepujacych modyfikacji zasad mRNA. Zaliczaja
si¢ do nich N®-metyloadenozyna (m®A), N-metyloadenozyna (m'A), 5-metylocytydyna (m°C), 5-
hydroksymetylocytydyna (hm®C), pseudourydyna oraz inozyna (Rys. 19).1” Pod koniec
podrozdzialu zostang rowniez wspomniane substytucje zasad w sekwencji mRNA, ktore nie
stanowig formalnie biochemicznych modyfikacji, ale rowniez znaczaco wplywaja na wlasciwosci
catej czasteczki.
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Rysunek 19 Naturalnie wystepujgce modyfikacje zasad w eukariotycznych mRNA

mPA jest to odwracalna modyfikacja o wszechstronnym wplywie na losy mRNA w
komorce. Jest to najczesciej] wystepujaca modyfikacja mRNA, rowniez w strukturze ogona poli(A),
gdzie pehi role stabilizujaca.'® W poli(A) komoérek HeLa pojawia si¢ ona raz na 700-800
nukleotydow. Uwaza sie, ze na jedng czasteczke mRNA przypada $rednio 3 — 5 podjednostek m°A,
najczesciej w okolicach regionu 3’ UTR oraz kodonéw stop.’®® Jest powiazana z procesami
splicingu i degradacji mRNA oraz regulacja ekspresji  bialek i  transportu
nukleocytoplazmatycznego.'® mPA wptywa zaréwno na strukture drugorzedowa RNA jak i
oddziatywanie z biatkami wigzacymi RNA . Obecnos$¢ grupy metylowej w pozycji N6 adenozyny
nie blokuje tworzenia si¢ wigzan wodorowych w parach Watsona-Cricka, jednakze zmienia
energetyczny charakter pary A-U na bardziej niekorzystny.!! Wokot m®A RNA nie tworzy wigc
preferencyjnie par zasad i przyjmuje strukture jednoniciowa. Uwaza si¢, ze mPA pemi role
strukturalnego ,,przetacznika”, a jej obecno$¢ w czasteczce stuzy celowemu wymuszeniu zmiany w
strukturze drugorzedowej RNA i tym samym lokalnie zmienia jej wiasciwosci biochemiczne.
Demetylacja podjednostki powoduje powr6t struktury RNA do pierwotnej konformacji.''?
Poniewaz m°®A powoduje rozwiniecie RNA do postaci jednoniciowej, zwigksza tym samym
dostepnos¢ danego fragmentu dla biatek odpowiedzialnych za metabolizm mRNA, w tym
heterogenicznych jadrowych rybonukleoprotein C (HNRNCPC, ang. heterogeneous nuclear
ribonucleoproteins C) regulujacych splicing i ilos¢ danego transkryptu w komérce. Z kolei biatka
z rodziny YTH dzigki oddzialywaniom hydrofobowym wigza specyficznie sekwencje mRNA
zawierajace modyfikacje m®A.1*® Przyktadowo, biatko YTHDC1 odpowiada za regulacje splicingu
w jadrze komérkowym.** Z kolei YTHDF2 posredniczy w degradacji metylowanego mRNA,
skraca jego okres poltrwania 1 zakldca wigzanie rybosomu, podczas gdy YTHDF1 zwigksza
wydajnos¢ translacji. Dziatajac w tandemie, biatka te odpowiadajg za $cista regulacje translacji
okreslonych transkryptéw. Podsumowujac, mPA jest modyfikacja o kluczowej roli w losach
komoérkowego mRNA, majaca swoj bezposredni badz posredni udzial we wszystkich etapach zycia
transkryptu.
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Podobnie do m®A, m!A jest bardzo niewielka modyfikacja w postaci grupy metylowej w
pozycji 1 adenozyny. Obecno$¢ mlA prowadzi, jednakze, do bardzo powaznych zmian we
wiasciwos$ciach fizykochemicznych nukleotydu. Grupa metylowa catkowicie blokuje tworzenie si¢
par Watsona-Cricka, za to wprowadza tadunek dodatni w obreb zasady. Dzigki temu mozliwe staja
sie silne oddzialywania elektrostatyczne miedzy podjednostka m'A a kieszeniami wigzacymi
bialek, jak rowniez tworzenie si¢ alternatywnych struktur drugorzedowych RNA. Modyfikacja ta
wystepuje przede wszystkim w strukturach rRNA i tRNA.'*® Jest rowniez obecna w mRNA, cho¢
wystepuje w nim 10 razy rzadziej od m®A. %" W mRNA modyfikacja m'A spotykana jest przede
wszystkim w strukturze 5° UTR, gdzie zostata powigzana z procesem inicjacji translacji i ze
zwigkszonym poziomem ekspresji genéw. Najprawdopodobniej zaburzone parowanie zasad w
strukturze 5° UTR zwigksza dostgpnos¢ tego fragmentu mRNA dla maszynerii translacyjnej.

m°C jest stosunkowo stabo poznang modyfikacja. W przeciwienstwie do m*A, metylacja
w pozycji 5 cytydyny w bardzo niewielkim stopniu wptywa na tworzenie par Watsona-Cricka, za
to zwigksza hydrofobowo$¢ duzej bruzdy dupleksow RNA i promuje oddziatywania warstwowe
zasad w sekwencji.*'® m®C wystepuje zarowno w kodujacych, jak i niekodujacych fragmentach
mRNA, choé¢ znaczace zageszczenie tej modyfikacji obserwuje si¢ w regionach 3’ i 5> UTR.M9 5-
hydroksymetylocytydyna (hm°C) jest produktem utleniania 5-metylocytydyny i dodatkowo
zmienia zakres mozliwos$ci tworzenia si¢ par zasad i oddziatywan elektrostatycznych czasteczki
MRNA.* hm®C wystepuje najczesciej w transkryptach genéw kodujacych biatka odpowiedzialne
za podstawowe funkcje i rozwdj komorek.

Pseudourydyna jest izomerem strukturalnym urydyny, zachowujacym zdolnos¢ do
tworzenia si¢ par Watsona-Cricka. Jest to najwczesniej odkryta modyfikacja RNA. Pseudourydyna
zmniejsza elastycznos¢ jednoniciowego RNA, jak rowniez poprawia termodynamiczne
wlasciwosci par zasad tworzacych si¢ w dwuniciowych RNA.'?! Badania z wykorzystaniem
magnetycznego rezonansu jadrowego wskazuja na tworzenie si¢ za posrednictwem czasteczki
wody dodatkowego wigzania wodorowego migdzy pozycja N1 pseudourydyny a lancuchem
fosforanowym RNA.'?2 To wtasnie to oddziatywanie usztywnia strukture RNA i najpewniej blokuje
wigzanie komplekséw biatkowych-snRNA odpowiedzialnych za splicing. Obecnos¢ dodatkowej
grupy zdolnej do tworzenia wigzan wodorowych nie zwigzanych z parowaniem zasad zwigksza
rowniez prawdopodobienstwo  wystepowania specyficznych oddzialywan z  biatkami.
Pseudourydyna stanowi zaledwie 0.2 — 0.6% wszystkich urydyn w mRNA,'% jednakze istnieje
korelacja miedzy jej wystepowaniem a zwiekszonym czasem trwania transkryptow.'?* Roézne
badania wykazaty odmienny wptyw pseudourydyny na poziom ekspresji, co sugeruje, ze stanowi
ona element regulacyjny w strukturze mRNA, ktérego funkcja zalezy od kontekstu otaczajacej go
sekwencji, roli samego transkryptu oraz mechanizméw translacji.'®® Obecnosé¢ pseudourydyny w
sekwencji kodonu stop niekiedy powoduje jego pominigcie przez maszyneri¢ translacyjna i moze
prowadzi¢ do alternatywnego procesu syntezy biatek.!?® Pseudourydyna jest powszechnie
stosowang modyfikacja mRNA syntezowanych in vitro przeznaczonych do celow terapeutycznych.
Poza wspomniang juz kilkukrotnie podatnosciag syntetycznych mRNA na degradacje przez
mechanizmy komoérkowe, maja one rowniez duzy potencjal wywolywania odpowiedzi
immunologicznej podobnej do reakcji organizmu na RNA patogendw.'?” Zastapienie urydyny
pseudourydyng hamuje odpowiedZ immunologiczng komorki, podczas gdy niemodyfikowane
syntetyczne mRNA znaczaco zwicksza poziom interferonu o (IFN-0).'** Z tego wzgledu
przygotowane przez Pfizer-BioNTech i Moderna Therapeutics szczepionki przeciw SARS-CoV-2
zawieraly te wlasnie modyfikacje, ktora znaczaco poprawita potencjat terapeutyczny
antywirusowych preparatow.:
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Wprowadzenie inozyny do sekwencji mRNA zachodzi poprzez podstawienie jej w
miejsce adenozyny przez enzym deaminaz¢ oddziatlujaca z RNA (ADAR, ang. adenosine
deaminases acting on RNA).'® Glowna rolg inozyny jest najpewniej tworzenie alternatywnych
sekwencji mRNA 1 sekwencji aminokwasowych bialek. Inozyna zmienia mechanizm tworzenia si¢
par zasad, poniewaz wykazuje najsilniejsze powinowactwo do cytydyny.™*® Jest to nieco stabsze
oddzialywanie niz A-U i1 poza zmiang sekwencji kodowanego biatka, wplywa rowniez na
wiasciwosci termodynamiczne transkryptu. Obecno$¢ inozyny moze rowniez prowadzi¢ do
alternatywnego splicingu poprzez wytwarzanie nowych miejsc ciecia dla spliceosomu. W ludzkim
transkryptomie istnieje 100 milionéw potencjalnych miejsc modyfikacji inozyng. W wiekszos$ci
ulokowane sg one w chetnie tworzacych podwojne helisy RNA sekwencjach Alu, czyli
kodowanych przez DNA fragmentach, ktore moga ulega¢ relokowaniu w obrebie genomu w
procesie transpozycji.**! Te mobilne elementy genetyczne zwane transpozonami prowadza zaréwno
do powstawania jak i usuwania mutacji, a nawet moga kompletnie zmienia¢ krajobraz genetyczny
komorek. Inozyna pelni rowniez niezwykle istotng funkcje w rozréznianiu komérkowego mRNA
od RNA obcego, zwtaszcza wirusowego. Komorkowe mRNA zawierajace podstawienie adenozyny
inozyng nie sa w stanie utworzy¢ kompleksow z receptorem MDAS (ang. melanoma differentiation-
associated protein 5), ktérego rolg jest rozpoznawanie wirusowych dwuniciowych RNA.'%?
Aktywacja MDAS prowadzi do cytozolicznej odpowiedzi immunologicznej i degradacji RNA
rozpoznanego jako obce.

Na koniec nalezy rowniez wspomnie¢ o modyfikacjach sekwencji mRNA wynikajacych
z zastgpienia zasad innymi zasadami kanonicznymi. Jak juz wspomniatam we wstepie do
podrozdzialu, zamiana zasady na inng nie jest typowa modyfikacja biochemiczng mRNA, tym
niemniej moze nie$¢ ze sobg powazne konsekwencje strukturalne i biologiczne. Przyktadowo,
urydyna moze zosta¢ wprowadzona do sekwencji mRNA poprzez posttranskrypcyjng deaminacje
cytydyny.'*® Prowadzi to do zmiany preferencji parowania zasad z guanozyny na adenozyne. Brak
komplementarno$ci zasad moze prowadzi¢ do destabilizacji potencjalnych dupleksow RNA i
rozwijania struktury fancucha do postaci jednoniciowej. Substytucja C do U promuje powstawanie
nowych struktur drugorzgdowych i tym samym wpltywa miedzy innymi na translacj¢ danego
transkryptu.

W strukturze ogona poli(A) eukariotycznych mRNA czestag modyfikacja jest zastgpienie
adenozyny przez guanozyne. Poli(A) niektérych organizmoéw, w tym myszy, ryb i much, a nawet
ponad 10% ludzkich mMRNA, podzielone sa na fragmenty przez wstawione w sekwencj¢ ogona
nukleotydy inne niz A, z preferencja do G.2**** Guanozyna (lub inny nukleotyd niebedacy
adenozyng), dzielac poli(A) na roéznej dtugosci sekwencje adenozynowe, wptywa na wydajnosé
wigzania czasteczek PABP, tym samym regulujac poziom translacji mRNA. Przerywniki sekwencji
poliadenylowej prowadza rowniez do zwigkszenia stabilno$ci poli(A) poprzez blokadg enzymow
deadenylujacych.t*

39



3. Zastosowanie oligonukleotydbw w medycynie i opracowywaniu
wyspecjalizowanych biosensorow

3.1. Oligonukleotydy o potencjale terapeutycznym

Oligonukelotydowe terapeutyki stanowia nowa klase wyspecjalizowanych lekoéw o
wysokiej specyficzno$ci dziatania. Sg to krétkie fragmenty kwasow nukleinowych i zaliczamy do
nich antysensowne oligonukleotydy (ASO, ang. antisense oligonucleotides), mate interferujgce
RNA (siRNA, ang. small interfering RNA), mikroRNA (miRNA), aptamery oraz syntetyczne
rybozymy i DNAzymy (Rys. 20).1¥" Dziatanie wigkszoéci terapeutycznych oligonukleotydow
opiera si¢ na tworzeniu par Watsona-Cricka z celem terapeutycznym, w celu wyciszenia
konkretnego genu, stworzenia zawady sterycznej lub wymuszenia odmiennej formy splicingu.
Wyjatkiem sg aptamery, ktore rozpoznajg swoj cel molekularny nie na podstawie sekwenciji, a jego
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Rysunek 20 Schemat dziatania terapeutycznych oligonukleotydow. Antysensowne oligonukleotydy i (A) steryczna blokada
translacji, (B) ukierunkowana degradacja RNAzq H, (C) modulacja splicingu, (D) siRNA wywolujg degradacje mRNA przez
RISC (ang. RNA-induced silencing complex); syntetyczne analogi miRNA (E) prowadzq do degradacji mRNA przez RISC lub

(F) blokujg aktywnosé miRNA komorkowych; (G) DNAzymy specyficznie wigzq i rozcinajq sekwencje RNA; aptamery (H)
blokujq receptory komorkowe, (I) blokujq oddzialywanie miedzy biatkami, (J) peinig role wektoréw dla innych terapeutykow.

Rysunek zapozyczono z pracy Xiong et al.*3°

Ze wzgledu na mechanizm dzialania i strukturg, terapeutyczne oligonukleotydy moga
by¢ wykorzystane zarowno w leczeniu schorzen powodowanych przez pojedyncze mutacje
genowe, jak i w celu zwalczania infekcji patogenowych. Zadaniem tych pierwszych jest korekta
danych mutacji z wykorzystaniem réznorodnych mechanizméw, na przyktad poprzez blokadg
translacji, degradacj¢ zalezng od RNazy H, modulacje¢ splicingu, degradacj¢ zalezng od siRNA oraz
blokade lub aktywacje genow aptamerami.’*° Z kolei antywirusowe i antybakteryjne terapeutyczne
oligonukleotydy maja na celu uniemozliwienie namnazania si¢ i rozprzestrzeniania patogenu. Ze
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wzgledu na ogromng pulg mozliwo$ci w zakresie mechanizmu dziatania, oligonukleotydowe
terapeutyki mogg wigzac si¢ z dowolng sekwencja DNA lub RNA patogenu. Najczesciej celem
takiej terapii jest inhibicja translacji, np. poprzez wigzanie konkretnych sekwencji genowych lub
oddziatywanie z rybosomalnym RNA w celu kompletnej blokady procesu syntezy biatek.'*!
Zastosowanie oligonukleotydow w medycynie ma potencjat zrewolucjonizowania wielu terapii,
zwlaszcza antynowotworowych. Konwencjonalne metody terapeutyczne najczesciej skupiajg si¢ na
oddzialywaniu lekow z biatkami o zaburzonej aktywnos$ci, co wymaga wielu lat badan i1 dogtebne;j
znajomos$ci struktury 1 charakterystyki danego biatka, a niekiedy znalezienie odpowiedniej
czasteczki terapeutycznej okazuje si¢ by¢ niemozliwe. Wiele wcigz stosowanych terapii
antynowotworowych niesie ze sobg liczne skutki uboczne, ze wzgledu na niska specyficznosé
lekdw. Z kolei projektowanie i otrzymywanie oligonukleotydowych lekow oddziatujacych z
konkretng sekwencjg wybranego kwasu nukleinowego jest procesem duzo mniej czasochtonnym i
wymagajacym  syntetycznie.!”?  Inherentna  specyficzno$¢  dziatania  terapeutykow
oligonukleotydowych znacznie redukuje skale potencjalnych efektow ubocznych. Dodatkowo ich
mechanizm dziatania hamuje rozwd¢j choroby juz na poziome genowym i niweluje problem
lekoopornos$ci u pacjentow.

Oligonukleotydy w swojej podstawowej formie sg niezwykle podatne na dziatanie endo-
1 egzonukleaz, szczeg6lnie aktywnych w krwioobiegu. Dodatkowo obecnos¢ grup fosforanowych
praktycznie uniemozliwia przenikanie tych czasteczek przez blony komorkowe, a szczegdlny
problem stanowig §ciany komérkowe bakterii. Glownym sposobem wnikania oligonukleotydéw do
komorek jest endocytoza.'*® Jednakze moze ona prowadzi¢ do kumulacji terapeutyku w péznych
endosomach i lizosomach, co sprawia, ze tylko niewielka cze$¢ czasteczek oligonukleotydu ma
mozliwos$¢ dotarcia do swojego celu terapeutycznego. Obok modyfikacji zwigkszajacych stabilno$¢
oligonukleotydéw, stosuje sie obecnie liczne metody utatwiajace skuteczne przenikanie tych
czasteczek przez btony endosomalne, w tym modyfikacje chemiczne, koniugaty z czgsteczkami
transportujacymi lub nanonos$niki. Zastosowanie koniugatéw oligonukelotydow z cholesterolem,
peptydami i cukrami zwigksza ich przenikalno$¢ przez blony komodrkowe, a zastosowanie
polimerow kationowych lub glikoli polietylenowych dodatkowo zmniejsza ich podatno$¢ na
aktywnoé¢ nukleaz.'*

3.1.1. Terapeutyczne antysensowne oligonukleotydy

Antysensowne oligonukleotydy (ASO) stoja u podstawy medycyny spersonalizowanej,
zwane] rowniez terapig celowang. ASO sg to krotkie, liczace 10 do 25 nukleotydow, fragmenty
kwasow nukleinowych (DNA lub RNA), ktorych sekwencje sg komplementarne do sekwencji
konkretnych celdw terapeutycznych. Jednakze o skutecznosci ASO nie stanowi tylko ich wysoka
specyficznos¢ — struktura oligonukleotydow jest odpowiednio zmodyfikowana, tak by zapewni¢ im
stabilno$¢ w cytoplazmie i jadrze komorkowym, utatwi¢ transport przez btony komorkowe, jak
rowniez umozliwi¢ konkretny mechanizm dziatania w komoérkach. ASO dziatajg na dwa glowne
sposoby — poprzez rekrutacje RNazy H, ktora rozcina tancuch RNA w dupleksie DNA-RNA, lub
poprzez blokadg steryczng konkretnej sekwencji celu terapeutyczego. ASO po raz pierwszy zostaty
uzyte do celow terapeutycznych pod koniec lat 70-tych, w celu inhibicji translacji wirusa mi¢saka
Rousa przez 13-nukleotydowy fragment DNA komplementarny do rybosomalnego RNA owego
wirusa.’* Od tego czasu powstaty trzy generacje ASO, kazda charakteryzujaca si¢ wykorzystaniem
konkretnych modyfikacji nukleotydowych majacych na celu zwigkszenie skutecznos$ci
terapeutykow (Rys. 21).
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Rysunek 21 Nukleotydowe modyfikacje antysensownych oligonukleotydéw pierwszej (1), drugiej (I1) i trzeciej (111) generacji.

ASO pierwszej generacji zawieraly modyfikacje fosforanowe. Jeden z atomow tlenu
grupy fosforanowej zastgpiony jest atomem siarki (tiofosforany), grupa metylowa
(metylofosfoniany) lub aminowg (amidofosforyny). Kazda z chemicznych modyfikacji zmieniata
wiasciwosci ASO na szczegolny sposob, przy czym tiofosforany zdecydowanie dominowaty w
terapeutykach pierwszej generacji. Po pierwsze, modyfikacja ta znaczaco zmniejsza podatnos¢
ASO na dziatanie nukleaz.'* Po drugie, podczas gdy grupy fosforanowe utrudniaja przenikanie
oligonukleotydow przez blony komorkowe, tiofosforany zwigkszaja powinowactwo ASO zaréwno
do bialek osocza, tym samym wydtuzajac ich zycie w krwioobiegu, jak rowniez do biatek
ulokowanych na powierzchni bton komérkowych.!*’” Tiofosforanowe ASO wnikaja do komérek
poprzez rdézne formy endocytozy, jak cho¢by za posrednictwem receptoréw powierzchniowych lub
przez pinocytoze.'®® Nalezy jednakze zaznaczyé, ze obecnoéé modyfikacji tiofosforanowe;
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zmniejsza powinowactwo ASO do czasteczki mRNA, a nagromadzenie tych czasteczek w
krwioobiegu moze by¢ toksyczne w wysokich stezeniach.'*®

Metylofosfoniany ASO wykazuja wicksza odpornos¢ na dziatanie nukleaz, przy czym
ze wzgledu na zmniejszong wypadkowa wartos¢ tadunku modyfikowanych podjednostek, znacznie
stabiej oddzialuja z biatkami osocza i1 nieskutecznie wnikaja do komorek. Z kolei amidofosforany
ASO wykazuja zwigkszone powinowactwo do sekwencji celow terapeutycznych, jak rowniez sa
wysoce odporne na degradacje przez nukleazy. Jednakze ich wnikanie do komorek jest
nieefektywne. Co wigcej, zwigzki te tatwo ulegaja degradacji w srodowisku kwasnym, co wyklucza
ich stosowanie w terapiach antynowotworowych. Ostatecznie wigc zalety modyfikacji
tiofosforanowej zadecydowaly o jej popularnosci w pierwszych latach rozwoju ASO. Dodatkowo
jako jedyna z dotychczas wymienionych, modyfikacja ta aktywuje RNaze H i umozliwia degradacje
wybranej sekwencji mRNA, ograniczajac tym samym synteze wybranego biatka.'*

Druga generacja ASO wprowadzita alkilowe modyfikacje rybozy w pozycji 2’.
Modyfikacje grupy 2-OH grupa metylowg (2°-OMe) Iub metoksyetylowa (2’-MOE) sg mniej
toksyczne od modyfikacji tiofosforanowej. Przy czym wprowadzenie tych modyfikacji na catej
dhugosci tancucha oligonukleotydu uniemozliwia rekrutacje RNazy H i w efekcie metoda ta
stosowana jest przede wszystkim w przypadku terapii, ktorych celem nie jest degradacja
docelowego RNA. Tego typu ASO stosowane sa zatem jako blokery steryczne lub niekiedy
modulatory splicingu.’® Wspomniane modyfikacje rybozy moga zostaé réwniez wykorzystane w
syntezie tzw. gapmeréw ASO.2 S to oligonukleotydowe fragmenty DNA, oflankowane
sekwencjami o strukturze przypominajacej RNA (Rys. 22). Srodkowy fragment gapmeru zawiera
promujace degradacje przez RNaze¢ H modytikacje tiofosforanowe, podczas gdy konce 3’ 15” ASO
zawieraja modyfikacje grupy 2’-OH zwigkszajace ich stabilno$¢ i powinowactwo do docelowej
sekwencji RNA.

Modyfikacja Modyfikacja
2-0OH 2-OH

2’-Deoksy

Aktywacja RNazy H

Stabilnosé Stabilnosé
Powinowactwo Powinowactwo

RNaza H

Rysunek 22 Schemat struktury i aktywnosci gapmeru ASO
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ASO trzeciej generacji stanowig najbardziej roznorodng grupe, ze wzgledu na liczne
chemiczne modyfikacje nukleotydowe podnoszace zaréwno powinowactwo terapeutykéw do
celow terapeutycznych, jak i odpornos¢ na degradacje przez nukleazy. Pierwszym reprezentantem
tej generacji jest modyfikacja LNA (ang. locked nucleic acid). Posiadajace ja nukleotydy
charakteryzuje usztywniona struktura pierscienia rybozy poprzez potaczenie tlenu w pozycji 2° z
weglem w pozycji 4’ mostkiem metylenowym.®® LNA znaczaco zwieksza temperature topnienia
ASO i tym samym ich 0g6lng stabilno$¢ termodynamiczng. Podobnie jak w przypadku modyfikacji
drugiej generacji, pelna modyfikacja tancucha ASO przy pomocy LNA uniemozliwia aktywacj¢
RNazy H. Tym samym powstaly nowego rodzaju gapmery ASO, tym razem zawierajace
modyfikacje LNA we flankujacych sekwencje DNA fragmentach RNA oligonukleotydow. Jest to
korzystna strategia réwniez ze wzgledu na wysoka toksyczno$¢ ASO zawierajacych liczne
modyfikacje LNA, podczas gdy zastosowanie struktury gapmeru te toksyczno$¢ znaczgco
obniza.’>* Zastosowanie mostkéw metoksylowych i etylenowych do blokady struktury rybozy
dodatkowo zmniejsza toksyczno$¢ ASO zawierajacych modyfikacje tego typu. Do kolejnych
powszechnie stosowanych modyfikacji trzeciej generacji nalezag morfolinowe oligomery
amidofosforanowe (PMO, ang. phosphorodiamidate morpholinooligomers) oraz peptydowe kwasy
nukleinowe (PNA, ang. peptide nucleic acids). Ryboza w strukturze PMO =zastgpiona jest
pierscieniem morfolinowym, podczas gdy PNA zamiast 5’-fosforanu deoksyrybozy zawieraja
strukture pseudopeptydowa.™® Tak ekstensywne modyfikacje struktury rybozy stosowane w ASO
trzeciej generacji sprawiaja, ze sg one praktycznie nierozpoznawalne dla nukleaz, sa wigc stabilne
zarowno termodynamicznie jak i enzymatycznie. Poniewaz PMO i PNA nie posiadajg tfadunku
wypadkowego, ich wigzanie do bialek osocza jest znacznie ostabione i tym samym latwo ulegaja
wydaleniu drogami moczowymi. Mimo to, wysokie powinowactwo do sekwencji DNA i RNA
sprawia, ze ASO trzeciej generacji maja wysoki potencjatl zar6wno terapeutyczny, jako blokery
translacji 1 metabolizmu mRNA, jak i w opracowywaniu sond molekularnych pozwalajacych na
sledzenie procesow komorkowych. Poniewaz modyfikacje wprowadzone w drugiej i trzeciej
generacji ASO nie umozliwiajg transportu czasteczek oligonukleotydow do komorek, jak rowniez
nie aktywuja RNazy H w celu degradacji docelowej sekwencji RNA, stosowane sg one przede
wszystkim w syntezie gapmerow ASO. Nalezy rowniez wspomnie¢, ze obecnie nie stosuje si¢ takze
samej modyfikacji tiofosforanowej w opracowywaniu struktury nowych ASO — stuzy ona przede
wszystkim do tworzenia centralnej sekwencji DNA gapmeréw, a w innych przypadkach wystepuje
ona w potaczeniu z modyfikacja 2 -OMe.

Wielokrotnie wspomniatam juz o gldéwnych mechanizmach dziatania antysensownych
nukleotydow o potencjale terapeutycznym. Na koniec obecnego podrozdziatu chciatabym na
przyktadzie opisanych w literaturze naukowe;j i niekiedy dopuszczonych do uzytku ASO omowic
przyktady zastosowania tych mechanizméw do wywotania konkretnych efektow terapeutycznych.

Pierwszy ASO dopuszczony do celéw terapeutycznych, fomivirsen, powstat dzieki
odkryciu na poczatku lat 90. ubiegtego wieku naturalnego mechanizmu regulacji poziomu translacji
mMRNA w komorkach przez czasteczki mikroRNA (miRNA).2® miRNA wiaza komplementarnie
konkretne sekwencje zawarte w mRNA, tym samym posttranskrypcyjnie regulujac poziom
ekspresji genéw w komaorkach. Fomivirsen jest tiofosforanowym oligodeoksyrybonukleotydem.*>
Jest rowniez jedynym ASO pierwszej generacji dopuszczonym do sprzedazy. Przeznaczony jest do
leczenia cytomegalowirusowego zapalenia siatkowki, ktore jest szczegoOlnie grozne dla oséb o
znacznie obnizonej odpornosci, w szczegolnosci osob cierpigcych na AIDS. Fomivirsen wigze
specyficznie sekwencje wirusowego RNA kodujacego biatko IE-2, niezbgdnego dla replikacji
wirusa. Tym samym hamuje namnazanie si¢ wirusa w organizmie gospodarza i dalszy rozwdj
choroby.
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ASO moga rowniez stuzy¢ jako modulatory procesu splicingu. Jak juz wspomniatam
w podrozdziale poswigconym dojrzewaniu mRNA w komérkach eukariotycznych, splicing polega
na usuwaniu sekwencji intronow i tgczeniu sekwencji eksonow pre-mRNA w celu stworzenia
czgsteczki mRNA kodujgcej biatko o konkretnej funkcjonalno$ci. Zaburzenie procesu splicingu
moze prowadzi¢ do produkcji nieprawidtowych biatek i tym samym nies¢ bardzo powazne
konsekwencje zdrowotne. W badaniach z roku 1993 udowodniono, ze ASO drugiej generacji,
zawierajacy modyfikacje 2’-OMe i wigzacy strukturg pre-mRNA kodujacego B-globing, moze
zapobiec niepoprawnemu splicingowi prowadzgcemu do powstania defektywnego biatka i rozwoju
talasemii.*®® Na podstawie tych badan opracowano dopuszczony do uzytku lek hamujacy rozwoj
choroby SMA (ang. spinal muscular atrophy). Jest to uwarunkowane genetycznie schorzenie
objawiajace si¢ postgpujacg w czasie degeneracja migsni szkieletowych. Wywolane jest mutacja
genu SMN1 hamujaca produkcje biatka SMN (ang. survival of motor neuron).’®® Biatko to
kodowane jest rowniez przez gen SMN2, ktérego naturalny splicing i ekspresja prowadzg jednakze
do powstania skroconej i niestabilnej wersji biatka, ktdre szybko ulega degradacji w komorkach.
Nusinersen (znany rowniez jako Spinraza), lek dopuszczony do uzytku w roku 2016, blokuje
usuwanie eksonu 7 z sekwencji pre-mRNA SMN2 i tym samym prowadzi do powstania pelnej i
stabilnej czasteczki biatka SMN.'®® Nusinersen jest to 18-merowy ASO drugiej generacii,
zawierajacy modyfikacje tiofosforanowe i 2’-O-metoksylowe, nie wywotujacy aktywno$ci RNazy
H.
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Rysunek 23 Schematyczne przedstawienie splicingu pre-mRNA SMN2 prowadzgcego do powstania skroconej wersji biatka
SMNAT7Y oraz dziatania leku nusinersen poprzez regulacje splicingu i uniemozliwienie usunigcia eksonu 7, co prowadzi do
powstania aktywnej formy SMN. Rysunek zapozyczono z pracy Bajan et al.6!

miRNA reguluja poziom translacji wybranych mRNA poprzez rekrutacj¢ kompleksu
rybonukleoprotein RISC (ang. RNA-induced silencing complex). miRNA nakierowuje RISC na
wlasciwg sekwencje mRNA, ktora ulega nastgpnie rozcigciu przez jedna z katalitycznych
podjednostek kompleksu — biatko Argonaute.'®® Nadekspresja miRNA, wystepujaca na przyktad w
komorkach nowotworowych, moze prowadzi¢ do niekontrolowanej degradacji mRNA, zaburzajac
tym samym wlasciwg ekspresj¢ genoéw. Leczenie przy pomocy ASO choréb zwigzanych z
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aktywno$cig miRNA moze przebiega¢ dwojako. Z jednej strony, ASO moze wigza¢ sekwencje
mRNA bedacg celem molekularnym danego miRNA, tym samym blokujac do niej dostep 1
uniemozliwiajac jej rozcigcie przez RISC. Jest to strategia zaproponowana w pracy Messina et
al.’%3, gdzie zaprezentowano ASO trzeciej generacji zawierajace modyfikowane nukleotydy LNA,
ktore maskujg dostep do mRNA kodujacego gonadotropiny przysadkowe, co prowadzi do
zwigkszenia poziomu owych hormondéw w komorkach. Inna strategia terapeutyczna zaklada
wykorzystanie ASO jako inhibitorow miRNA — ASO posiadajace sekwencje identyczng z
sekwencja rozpoznawanego przez miRNA mRNA, catkowicie blokuja ich aktywnos¢ w komorkach
poprzez specyficzne wigzanie. Przyktadowo, lek miravirsen jest inhibitorem miR-122, miRNA
niezbednego dla replikacji wirusa zapalenia watroby typu C.1%41% Miravirsen, ASO trzecigj
generacji z modyfikacja LNA, jest idealnie komplementarny zarowno do miR-122 jak i jego
prekursora, tym samym blokuje nie tylko aktywnos¢ dojrzalej czasteczki miRNA, ale rowniez jego
biosyntez¢ komorkowa. Miravirsen jest lekiem eksperymentalnym, obecnie nie dopuszczonym
jeszcze do powszechnego uzytku. W roku 2017 zostat skierowany do drugiego etapu badan
klinicznych.

3.1.2. mikroRNA o potencjale terapeutycznym

O mechanizmie dzialania i regulacyjnej roli miRNA wspomniatam juz w poprzednim
podrozdziale. Dotychczas miRNA omowione zostaly w kontek$cie regulacji ich aktywnosci
komdrkowej przez antysensowne oligonukleotydy, przy czym syntetyczne analogi miRNA réwniez
posiadaja wysoki potencjat terapeutyczny. miRNA sa to krotkie, niekodujace, jednoniciowe
fragmenty RNA o dtugosci ~18-25 nukleotydow. Ich sekwencje sg komplementarne do jednej lub
kilku sekwencji zawartych w strukturze mRNA, najczesciej w poblizu regionu 3° UTR. Podobnie
do mRNA, miRNA syntezowane s3 w jadrze komoérkowym, z ktorego transportowane sg do
cytoplazmy w niedojrzatej postaci pre-miRNA.1%® W cytoplazmie ulegaja przycieciu do swojej
dwuniciowej formy przez biatko Dicer, wchodzace w sktad kompleksu RISC. Wewnatrz kompleksu
jedna z nici miRNA stuzy nastgpnie za element nakierowujacy RISC na fragment mRNA majacy
ulec degradacji lub sterycznej inhibicji uniemozlwiajacej wiagzanie rybosomu (Rys. 24).
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Rysunek 24 Schemat biosyntezy, dojrzewania oraz aktywnosci miRNA w kompleksie z RISC. Rysunek zapozyczono Z pracy
Haddad et al.16®

Degradacja lub inhibicja mRNA kodujacego dane biatko sg to jedne z komorkowych
mechanizméw wyciszania ekspresji gendw.®” miRNA, wraz z czasteczkami siRNA, stanowig
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czynnik posredniczacy w procesie zwanym interferencjg RNA, czyli wyciszaniu gendw z poziomu
transkryptu. W przeciwienstwie do siRNA, wigzanie miRNA z docelowa sekwencjg mRNA nie jest
zawsze w pelni komplementarne, co w kontekscie zastosowania terapeutycznego moze prowadzic¢
do toksycznosci spowodowanej niespecyficznym oddziatywaniem.

Deregulacja poziomu miRNA w komorkach zwigzana jest z licznymi schorzeniami, w
tym chorobami uktadu immunologicznego, chorobg Alzheimera, chorobami uktadu krazenia i
nowotworami.’® Wykryto réwniez zalezno$é pomiedzy zaburzong aktywno$cia miRNA a
regulacja biosyntezy bialek biorgcych udziat w szlaku sygnalowym insuliny. Deregulacja
aktywnosci poszczeg6lnych miRNA stanowi wiec marker wielu powszechnie wystepujacych
choréb. Z tego wzgledu, w badaniach podstawowych i przemysle farmaceutycznym miRNA
zaczeto rozwazaé w pierwszej kolejnosci w konteks$cie opracowywania wyspecjalizowanych
narzedzi diagnostycznych. Jednakze na chwilg obecng istnieje rowniez szereg firm
farmaceutycznych pracujacych nad lekami opartymi na strukturze miRNA. Rozwazane s dwa
podejscia — zastosowanie terapii zastepczych z wykorzystaniem syntetycznych analogéw miRNA
w przypadku ich niedostatecznej biosyntezy w komorkach lub wykorzystanie inhibitorow miRNA
w celu obnizenia ich aktywnos$ci komorkowej w sytuacji ich nadekspresji lub udziatu w rozwoju
choroby. Wspomniany juz lek miravirsen zaliczany jest do tej drugiej kategorii. W opracowywaniu
terapeutykow miRNA napotyka si¢ na analogiczne wyzwania, co w przypadku ASO. Z tego tez
wzgledu stosowane metody modyfikacji nukleotydowych majacych na celu zwickszanie stabilnosci
syntetycznych miRNA, jak réwniez ich przenikalno$ci do wnetrza komorek 1 powinowactwa do
celow terapeutycznych, sa zasadniczo identyczne co w przypadku ASO i nie bgda ponownie
omawiane w tym podrozdziale.

Na chwile obecna, najwigksza liczba badan nad terapeutykami miRNA dotyczy terapii
antynowotworowych. Szereg potencjalnych lekow opartych na strukturze miRNA znajduje si¢ na
etapie badan klinicznych. Przyktadowo, badana jest grupa inhibitoréw oddziatujacych na miRNA-
155 zwigzany ze specjalizacjg i proliferacja komoérek uktadu limfatycznego.'® Celem jest
otrzymanie lekow na réznego typu chloniaki i biataczki. Opracowywany przez firm¢ ENGenelC
mesomir nasladuje struktur¢ miRNA-16, supresora nowotworowego, ktérego poziom ekspresji
ulega obnizeniu w przypadku niektorych nowotworéw.™* Z kolei MRX34, analog innego supresora
nowotworowego — miRNA-34,1"? wycofany zostat z badan klinicznych po pierwszym etapie ze
wzgledu na liczne skutki uboczne zwigzane z zaburzeniami dziatania uktadu odpornosciowego.
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3.1.3. siRNA o potencjale terapeutycznym

SiRNA majg strukture dwuniciowego, niekodujacego RNA. Nici podwojnej helisy
siRNA s3 komplementarne w wigkszej czgsci sekwencji, przy czym na obu koncach 3’ znajdujg si¢
po dwa niesparowane nukleotydy.'” siRNA znajdujace si¢ w cytoplazmie jest inkorporowane do
struktury kompleksu RISC. Nici siRNA ulegaja rozdzieleniu wewnatrz kompleksu i nastgpnie ni¢
posiadajaca stabilniejszy koniec 5° posredniczy w wyszukiwaniu i rozcinaniu komplementarnej

dsRNA sekwencji MRNA (Rys. 25). Podobnie jak w
przypadku innych terapeutycznych
oligonukleotydow, najwickszym wyzwaniem
Dicer w zastosowaniu SiRNA w medycynie jest
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¥ bezpiecznego dostarczania do komdrek
siRNA pacjenta. Same czasteczki z definicji wykazuja
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do celu terapeutycznego, niekiedy na poziomie
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Rysunek 25 Schemat dojrzewania i aktywnosci siRNA w biatka kinezyny, ktc’)rych nadekspresja jest
kompleksie z RISC charakterystyczna  dla  wielu  typow

nowotwordw. Pierwszym terapeutycznym siRNA dopuszczonym na rynek przez amerykanskg
Agencje Zywnosci i Lekow (FDA) w 2018 roku jest patisiran, opracowany przez firme Alnylam.'"
Jest to roéwniez pierwszy lek spowalniajacy rozwoj polineuropatii spowodowanej rzadka
dziedziczng chorobg genetyczng — amyloidoza transtyretynows. Ta sama firma opracowata rowniez
givosiran — dopuszczony w roku 2019 na rynek lek w terapii ostrej porfirii watrobowej.}”® Jest to
kolejna rzadka choroba genetyczna, spowodowana brakiem enzymdéw niezbednych w syntezie
hemu i akumulacja toksycznego metabolitu — porfobilinogenu. Givosiran inhibuje aktywnos¢
enzymu ALAS1 (ang. delta-aminolevulinate synthase 1) dziatajacego na wczesnym etapie
produkcji hemu, tym samym zapobiegajac rozpoczeciu cyklu syntetycznego i1 uniemozliwiajac
powstawanie groznych metabolitow.
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3.1.4. Aptamery

Aptamery sg to syntetyczne jednoniciowe fragmenty DNA lub RNA rozpoznajgce
swoje cele molekularne na podstawie ich struktury przestrzennej. Petnig one funkcje analogiczne
do naturalnie wystepujacych przeciwcial, wykazujac wysoka specyficznos¢ dziatania.
Projektowanie i synteza aptameréw odbywa si¢ dzieki selekcji ich struktury z wykorzystaniem
metody SELEX (ang. Systematic Evolution of Ligands by EXponential Enrichment). W kontekscie
medycznym moga petni¢ one rdznorakie funkcje - od no$nikéw innych czasteczek o potencjale
terapeutycznym, przez inhibicj¢ oddziatywan biomolekul, po dziatanie jako agonisci receptoréw
szlakéw sygnatowych i antagonisci punktéw kontroli uktadu odpornosciowego.r’"1’® Aptamery
maja potencjal specyficznego wigzania najrozniejszych celow molekularnych w postaci tkanek,
wirusow, bakterii, toksyn i komoérek nowotworowych. Dzigki temu moga by¢ wykorzystane
zaro6wno jako czasteczki terapeutyczne, jak i biosensory i elementy narzedzi diagnostycznych oraz
nosniki innych biomolekut (Rys. 26).

Przyktad aptameru jako nos$nika czasteczki terapeutycznej zaprezentowany zostal w
roku 2018 w pracy Srivithya et al.'”® Koniugat aptameru MUC1 i nanopierscienia DNA
interkalowanego doksorubicyng zaproponowano jako potencjalny lek na raka piersi. Koniugat z
wysoka selektywnoscia wnika do komoérek nowotworowych, przy minimalnych skutkach
ubocznych. Z kolei aptamer zaprezentowany w pracy z 2020 roku autorstwa Tan et al. przystuzyt
si¢ do rozwoju nowej metody specyficznego dostarczania nanoczgsteczek MgO jako leku na
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Rysunek 26 Schemat dzialania nosnika aptamerowego o podwdjnej specyficznosci. Czqgsteczki aptameréw Sgs8c oraz Sgd5a
ulegajq samorzutnemu zwinieciu z utworzeniem koniugatu na drodze hybrydyzacji komplementarnych sekwencji. Czgsteczka
doksorubicyny interkaluje dwuniciowy fragment koniugatu i moze zostaé specyficznie dostarczona do rozpoznawanych przez
aptamery komorek nowotworowych. Rysunek zapozyczony z pracy Vandghanooni et al. na podstawie licencji nr
5425410508839.18

Terapeutyczne aptamery znajdujace si¢ obecnie w trakcie badan klinicznych petnig
najczesciej funkcje inhibitoréw lub antagonistow biatek, receptoréw 1 innych biomolekut
zwigzanych z rozwojem chorob. Przyktadowo, opublikowane w 2020 roku narzgdzie terapeutyczne
inhibuje aktywnos$¢ miRNA-214 odpowiedzialnego za metastaz¢ nowotwordw piersi i czerniaka,
réwnoczesnie stymulujac nadekspresje hamujacego metastaze miRNA-148b.%2 Z kolei aptamer
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HA28 znalazl zastosowanie w leku umozliwiajacym skuteczng rekonwalescencje po zawale
mig$nia sercowego. HA28 inhibuje aktywno$¢ proteazy odpowiedzialnej za wydzielanie
angiotensyny Il komorek sercowo-naczniowych, znaczaco poprawiajgc przezywalno$¢ myszy
poddanych terapii.!®® Szereg aptameréw terapeutycznych badanych jest pod katem leczenia
zakrzepicy i innych choréb zwigzanych z krzepnieniem krwi.'®*®® Znajdujacy si¢ obecnie w 2. i 3.
fazie badan klinicznych aptamer Fovista'®® oddziatuje z ptytkopochodnym czynnikiem wzrostu
(PDGF, ang. Platelet-derived growth factor), mitogenem zwigzanym z angiogenezg siatkowki oka,
zapobiegajac rozwojowi choroby zapalenia btony naczyniowej oczu.

3.1.5. Rybozymy, deoksyrybozymy i ich zastosowania terapeutyczne

Rybozymy sa to krotkie czasteczki RNA o wlasciwosciach Kkatalitycznych
analogicznych do bialek enzymatycznych. Ich aktywno$¢ polega na rownoczesnym specyficznym
rozpoznaniu celu molekularnego w postaci komplementarnej sekwencji RNA oraz rozcieciu i/lub
ligacji nici RNA w celu regulacji ekspresji genow, jak rowniez zahamowania transkrypcji RNA
obcego pochodzenia.’®” Rybozymy posiadaja dwie domeny funkcjonalne, z ktorych jedna
odpowiada za komplementarne wigzanie docelowej sekwencji RNA, a druga jest domeng
katalityczna o wysoce konserwowanej ewolucyjnie strukturze (Rys. 27).1%8 Istnieje wiele odmian
naturalnie wystgpujacych rybozymoéw, przy czym te o strukturach spinki do wlosow oraz
hammerhead zostaty najlepiej przebadane i stanowig podstawe do opracowywania syntetycznych
rybozymoéw o wiasciwosciach terapeutycznych.'®1% Obie odmiany rybozyméw posiadaja zaréwno
aktywnos$¢ hydrolityczng jak 1 przeprowadzaja reakcje ligacji fragmentdow RNA. Nie wymagaja
obecnosci kofaktorow w postaci jonow metali. Kluczowa jest rowniez ich zdolno$¢ do samo-
modyfikacji i rearanzacji wlasnej struktury, co w naturze znajduje zastosowanie w procesie
replikacji typu toczacego si¢ kota.
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Rysunek 27 Schematyczne przedstawienie aktywnosci hydrolitycznej rybozymu typu hammerhead. Rysunek zapoZyczony 7
pracy Garbo et al.1%

Pierwszym syntetycznym rybozymem o potencjale terapeutycznym, nad ktorym
rozpoczeto badania kliniczne jest Angiozyme (RP1.4610).'%! Stworzony zostat z myéla o leczeniu
raka nerek poprzez specyficzne wigzanie i rozcinanie mRNA receptora czynnika wzrostu
sroédbtonka naczyniowego (VEGFRL, ang. vascular endothelial growth factor receptor-1) i tym
samym zahamowanie angiogenezy 1 rozwoju guza nowotworowego. Rybozymy moga réwniez
znalez¢ zastosowanie w zwalczaniu chordb powodowanych przez wirusy RNA. Przyktadowo
Heptazyme, lek przeciwko wirusowi zapalenia watroby typu C, hydrolizuje specyficznie region 5’
UTR genomu wirusa.'%?

Podobnie do aptamerow, deoksyrybozymy (DNAzymy) nie sg czasteczkami
wystepujacymi naturalnie, sg za to selekcjonowane do pelienia konkretnych funkcji katalitycznych
z wykorzystaniem metody SELEX.!®® Opracowanie i otrzymanie pierwszych DNAzymow
zainspirowane zostalo odkryciem enzymatycznych wlasciwosci rybozymoOw na poczatku lat 80.
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ubieglego wicku.?® Jednoniciowe DNA posiada wiasciwosci biochemiczne niezwykle podobne do
RNA, w tym tworzenie struktur drugorzedowych o skomplikowanych uktadach przestrzennych. Na
chwilg obecng aktywno$¢ znanych rybozymow polega przede wszystkim na katalizie cigcia i ligacji
innych czasteczek RNA. Podobne wilasciwosci wykazywaly pierwsze uzyskane syntetycznie
DNAzymy, w tym opublikowany w roku 1994 DNAzym rozcinajacy tancuch monomeru RNA
katalizujacy atak grupy 2’-OH na sasiednie wigzanie fosfodiestrowe.'*®
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Rysunek 28 Mechanizm hydrolizy laricucha RNA katalizowanej przez DNAzym. Rysunek zapozyczono z pracy Silverman et
al.19

Poczatkowo DNAzymy wykorzystywane byly w celu wyciszania genéw 1 post-
transkrypcyjnej regulacji ekspresji (Rys. 28). Jednakze repertuar potencjalnych zastosowan
DNAzymoéw niezwykle szybko wykroczyt poza t¢ sfer¢ i obecnie DNAzymy pehnig role
biosensorow,'*"1% narzedzi diagnostycznych,'® elementéw biologicznych bramek logicznych?® i
wielu innych nowoczesnych narzgdzi o podtozu biologicznym. Ze wzgledu na tatwos$¢ w selekcji z
wykorzystaniem metod sztucznej ewolucji, obecnie aktywno$¢ zdecydowanej wickszo$ci
DNAzymow weiaz polega na katalizie hydrolizy tancuchéw RNA.? Jednakze otrzymano réwniez
DNAzymy zdolne do hydrolizy tancuchow DNA,?%  Katalizowania tworzenia
miedzyczasteczkowych wigzan wegiel-wegiel,?® ligacji taficuchow DNA i RNA2%25 czy
modyfikacji tancuchéw bocznych substratow peptydowych.?®® Otrzymano réwniez nieliczne
DNAzymy o bardzo nietypowych wlasciwosciach, jak cho¢by DNAzym PS5.ST1 imitujacy
aktywnos¢ chelatazy, wprowadzajacy kationy metali do struktury porfiryny.?%” Z kolei DzPS2.M
pelni funkcje analogiczne do enzymow peroksydaz i1 katalizuje reakcje utleniania szeregu
substratow, w tym luminolu i NADH, tym samym znajdujac liczne zastosowania w otrzymywaniu
biosensorow, detekcji DNA oraz w badaniach strukturalnych czasteczek.?%8%

3.2. Oligonukleotydy =~ w  strukturach  biosensorébw 0  zastosowaniu
diagnostycznym

Pierwsza czg$¢ rozdziatlu 3 poswigcona zostata omdwieniu roznego typu czasteczek
oligonukleotydowych w kontekscie ich potencjatu terapeutycznego. Jednakze wielokrotnie
wspomnialtam o mozliwych zastosowaniach owych czasteczek w innych dziedzinach
okotomedycznych, na przyklad w diagnostyce. Zaznaczytam réwniez wszechstronno$¢ z zakresu
struktury i aktywno$ci syntetycznych oligonukleotydoéw, i jak moze ona zosta¢ wykorzystana do
otrzymywania wysoce wyspecjalizowanych biosensorow, nosnikéw innych substancji biologicznie
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czynnych, katalizatorow reakcji chemicznych czy biologicznych bramek logicznych. W obecnym
podrozdziale omowi¢ kwestie¢ wykorzystania oligonukleotydéw w  strukturach biosensorow,
skupiajac si¢ przede wszystkim na biosensorach o potencjale diagnostycznym.

Biosensory jako narzgdzia diagnostyczne wykorzystujace oligonukleotydy jako
elementy rozpoznajace cel molekularny dzielimy na dwie grupy — biosensory oparte na strukturze
aptameru lub antysensownego oligonukleotydu. Pozostale z omoéwionych dotychczas
oligonukleotydow o zastosowaniach medycznych uczestnicza w inhibicji, katalizie reakcji
hydrolizy lub ligacji kwaséw nukleinowych w ramach zjawiska interferencji RNA. Czasteczki te
dziatajg zar6bwno posrednio (miRNA, siRNA) jak i bezposrednio (rybozymy, deoksyrybozymy) w
celu post-transkrypcyjnego wyciszania gendéw. Pomimo ich wysokiej specyficznosci w
oddzialywaniu z celami molekularnymi, ich aktywno$¢ nie stanowi dobrej podstawy do budowy
biosensoré6w i narzedzi diagnostycznych. Z kolei struktura zarowno aptamerow jak i
antysensownych oligonukleotydéw nie jest ograniczona potrzeba zachowania dodatkowej
aktywnosci biologicznej. Sa to czasteczki tatwe do projektowania, ich synteza jest szybka i tania, a
mozliwo$¢ wszechstronnych modyfikacji chemicznych zapewnia swobod¢ w modulowaniu ich
powinowactwa do celow molekularnych oraz stabilno$ci i umozliwia wiaczenie ich w sktad
réznorodnych biosensorow.

Antysensowne oligonukleotydy (ASO) znajduja szczegdlne zastosowanie w
diagnostyce chordéb wirusowych, ze wzgledu na mozliwo$¢ wykorzystania ich w strukturze
biosensorow w roli elementow rozpoznajacych charakterystyczne sekwencje genomu wirusa.
Powszechnie stosowang praktyka jest osadzanie czasteczek ASO na powierzchni metali lub
nanoczgstek, ktorych szczegodlne wiasciwosci elektronowe i1 plazmonowe pozwalaja na latwa
detekcje analitu z wykorzystaniem technik spektroskopowych takich jak SERS (ang. Surface
Enhanced Raman Spectroscopy) lub metodami kolorymetrycznymi.?!%?! Doskonaty przyktad
znalez¢ mozemy w opublikowanej w roku 2020 pracy Moitra et al. Przedstawione zostato w niej
narzedzie diagnostyczne wykrywajace RNA wirusa SARS-CoV-2.22 W obecnosci wykrywanej
sekwencji biatka N (fosfoproteiny nukleokapsydu) dochodzi do kontrolowanej agregacji
nanoczastek ztota zmodyfikowanych powierzchniowo czasteczkami komplementarnego ASO.
ASO zmodyfikowany zostal grupa tiolowa umozlwiajaca jego zakotwiczenie na powierzchni ztota.
Agregacja nanoczgstek prowadzi do zmiany wlasciwosci ich plazmonu powierzchniowego, w tym
wlasciwosci spektralnych, czemu towarzyszy zmiana koloru ich roztworu. Moitra et al.
zaproponowali réwniez mozliwos¢ zastosowania RNazy H w roztworze zagregowanych pod
wplywem wirusowego RNA nanoczastek, aby doprowadzi¢ do ich wytracenia si¢ z roztworu w
postaci osadu (Rys. 29).
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Rysunek 29 Schemat przedstawiajgcy detekcje genomu wirusa SARS-CoV-2 z wykorzystaniem biosensora opartego na
strukturze nanoczgstek ztota zmodyfikowanych powierzchniowo ASO z grupq tiolowq. Rysunek zapozyczono z pracy Moitra
et al.?*?

Wykorzystujace wlasciwosci aptameréw narzedzia diagnostyczne wykazuja
imponujaca wszechstronno$¢ w dziataniu. Z uzyciem aptameréw mozliwe jest wykrycie zarowno
bardzo niewielkich ilosci komorek nowotworowych jak i1 ich metabolitow w ztozonych ptynach,
jak krew czy surowica krwi. Komodrki nowotworowe rozpoznawane s3 dzigki specyficznemu
oddzialywaniu aptameréw z biatkami powierzchniowymi stanowigcymi markery nowotworowe,
takimi jak nukleolina lub onkoproteina MUCI. Najczesciej stosowanymi narz¢dziami
diagnostycznymi sa nanoczastki udekorowane na powierzchni czgsteczkami aptameru.
Przyktadowo, zaprezentowany w 2016 roku przez Borghei et al. koniugat nanoczastek i aptameru
AS1411, pozwolit na kolorymetryczne wykrywanie komorek raka piersi MCF-7. Metoda ta
pozwala na wykrycie nawet 10 komorek nowotworowych w badanym roztworze.?® Jeszcze
doktadniejsza detekcje zapewnito elektrochemiczne diagnostyczne narzedzie opublikowane przez
Hashkavayi et al.* Technologia ta wykorzystuje elektrody grafitowe pokryte nanoczastkami ztota
oraz krzemionka SBA-15 modyfikowang 3-aminopropylotrietoksysilanem, na ktérych powierzchni
dodatkowo umieszczono aptamer wigzacy komorki raka jelita CT26. Narzedzie pozwala na
wykrycie zaledwie 2 komorek na mL roztworu.

Z rownie wysoka skuteczno$cig aptamery moga zosta¢ wykorzystane do diagnozy
choréb zakaznych. Aptamery AU1 i AD1 wykorzystane zostaty do detekcji kandydozy, choroby
spowodowanej infekcja grzybem Candida.?!® Oba aptamery wykazuja wysokie powinowactwo do
znajdujacych si¢ na powierzchni komoérek grzybiczych B-Glukanow. W metodzie zwanej ELONA
(ang. enzyme-linked oligonucleotide assay) wykorzystano wspomniane aptamery do detekcji
komorek grzybiczych w probkach krwi i1 osiagnigto ponad 90% skutecznos$ci 1 specyficznosci
dzialania metody. Istnieje szereg opartych na strukturze aptamerowej narz¢dzi diagnostycznych
pozwalajacych na detekcje infekcji wirusowych, w tym wirusem grypy typu A, denga, ebola, czy
zika.’® Rowniez diagnostyka zwigzania z wirusem SARS-COV-2 zyskata na wykorzystaniu
struktur aptamerowych w biosensorach. Opublikowana w 2020 roku praca Wang et al. opisuje
nanobiosensor oparty na strukturze grafenu modyfikowanego aptamerem, wykrywajacy cytokiny
TNF-a i IFN-y, ktoérych poziom w plynach ustrojowych jest wskaznikiem postgpu infekcji w
czasie.?t” Grafenowy biosensor o budowie tranzystora polowego jest wysoce odporny na
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odksztatcenia i tatwo dopasowuje si¢ do powierzchni ciala badanej osoby, tym samym pozwalajac
na state i wydajne monitorowanie przebiegu choroby.

Aptamery znalazly roéwniez szczegélne zastosowanie w diagnostyce chordb
neurodegeneracyjnych. Komorkowe biatka prionowe (PrP¢, ang. cellular prion protein) moga
zosta¢ wykryte na poczatkowym etapie choroby, zanim zajdzie ich transformacja do patogenicznej
izoformy charakterystycznej dla choroby w jej zaawansowanym stadium. Wykrycie PrP® mozliwe
jest z wykorzystaniem odpowiednio zaprojektowanego aptameru, co zostato przedstawione w pracy
Xiao et al.?*® Wykorzystujacy zjawisko wygaszania fluorescenciji aptamerowy biosensor rozpoznaje
strukture biatka PrP® (Rys. 30). Pod wptywem wigzania struktura aptameru ulega rozciggnieciu, co
powoduje oddalenie czasteczki fluorofora przytaczonego na koncu 5’ od znajdujacych si¢ na koncu
3’ nukleotydow guaninowych, ktérych zasady wygaszaja fluorescencj¢ znacznika. Obecnosé

prionowego biatka w roztworze sygnalizowana jest wigc wzrostem intensywnos$ci fluorescencji
znacznika.
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Rysunek 30 Schemat dziatania aptamerowego biosensora biatka prionowego. Fluorescencja znacznika pozostaje wygaszona
w strukturze wolnego aptameru, ale wzrasta po zwigzaniu struktury aptameru z celem molekularnym. Rysunek zapozyczony z
pracy Xiao et al.?*®
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4. mRNA jako czgsteczka o potencjale terapeutycznym
4.1.Zastosowania mMRNA w medycynie

Od poczatku lat 90. ubiegltego wieku rozwazano wykorzystanie syntetycznych mRNA
transkrybowanych in vitro (IVT, ang. in vitro transcribed) w celach terapeutycznych. Juz w roku
1990 opublikowane zostaty badania, w ktorych wykazano, ze wprowadzenie reporterowego mRNA
do komérek zywych myszy skutkuje produkcja kodowanego w nim biatka.?’® Dwa lata pozniej
syntetyczne mRNA kodujace hormon wazopresyng wprowadzono do podwzgdrzy mozgow
szczuréw i zaobserwowano spodziewana reakcje fizjologiczna.??® Poczatkowe sukcesy wykazaty
wiec mozliwos¢ opracowania skutecznych terapii opartych na syntetycznych mRNA. Jednakze
obawy dotyczace stabilnosci IVT mRNA, jego wysoka immunogenno$¢ oraz problematyczne
dostarczanie do komorek organizméw zywych przyczynity si¢ do zarzucenia rozwoju tej
technologii na kolejng dekade.
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Rysunek 31 Schemat przedstawiajqcy ideg dostarczania syntetycznego mRNA do komorek w celu wywolania jednego z wielu
potencjalnych efektéw terapeutycznych. Rysunek zapozyczony z pracy Goémez-Aguado et al.??!

W ostatnich latach intensywny rozwdj biotechnologiczny pozwolil na opracowanie
licznych strategii terapeutycznych opartych na IVT mRNA (Rys. 31). Bardzo szybko zauwazono
przewage stosowania mRNA jako skladnika czynnego szczepionek antywirusowych i
antynowotworowych oraz jako podstawe terapii genowych wzgledem obecnie stosowanych
metodologii. W przeciwienstwie do dezaktywowanego lub martwego wirusa, MRNA nie niesie
ryzyka infekcji oraz ograniczenia skutecznosci dziatania przez nabyta odporno$¢ pacjenta na
wirusowy wektor. Podczas gdy stosowanie syntetycznego DNA grozi mutageneza insercyjna,
mRNA nie moze by¢ wbudowane do DNA w jadrze komoérki. mMRNA jest rowniez usuwane z
organizmu zgodnie z naturalnymi procesami komorkowymi. Szeroki wachlarz mozliwosci z
zakresu modyfikacji strukturalnych pozwala na zwigkszenie stabilno$ci mRNA, regulacje jego
immunogennosci, zwigkszenie potencjalu translacyjnego, kontrolg jego metabolizmu i okresu
trwania w komorkach.???* mRNA moze byé dostarczane do komorek w czasteczkach
syntetycznych no$nikéw, co pozwala znaczaco zwigkszy¢ wydajno$¢ i skutecznos$¢ tego typu
preparatow.?** Ze wzgledu na wysokie wydajnosci transkrypcji in vitro, mRNA moze by¢ rowniez
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stosunkowo tanio i wydajnie produkowane na skale przemystows. W ciggu ostatnich lat, w trakcie
pandemii wirusa SARS-CoV-2, stali$my si¢ $wiadkami dowodu na liczne zalety terapii opartych
na mRNA, dzigki niezwykle szybkiemu opracowaniu, produkcji i dystrybucji dwoch preparatéw
szczepionkowych wykorzystujacych syntetyczne mRNA 2222

4.1.1. mRNA w terapiach genowych oraz strategiach edycji genéw

Kwasy nukleinowe, w tym mRNA, stanowig podstawe terapii genowych. W zatozeniu,
tego typu terapie majg na celu dostarczenie do komorek materiatu genetycznego, ktoéry pozwoli na
zahamowanie rozwoju nowotwordw, chordb neurodegeneracyjnych lub naczyniowo-sercowych
oraz infekcji wirusowych poprzez zastgpienie, edycje, inhibicj¢ lub addycje wybranych genow.
Poczatkowo skupiono si¢ na rozwoju biatkowych terapii zastepczych (ang. protein replacement
therapies), czyli dostarczaniu genéw pozwalajacych na ekspresje w organizmie chorego biatek,
ktore bez interwencji medycznej nie byly produkowane w ogodle albo powstawaty w formie
wadliwej.  Pierwszym zastosowanym no$nikiem informacji genetycznej byly czasteczki
plazmidowego rekombinowanego DNA (pDNA). Problemy zwigzane z dostarczaniem czgsteczek
terapeutycznych do komorek rozwigzano poprzez zastosowanie wektorow wirusowych, ktore, ze
wzgledu na cytotoksyczno$¢ i immunogenno$¢, z czasem porzucono na rzecz nosnikow
polimerowych i lipidowych.??"?2 Zastosowanie DNA w terapii genowej wymaga od terapeutyku
wniknigcia nie tylko do wnetrza komorek, ale rowniez do wnetrza jadra komorkowego. Potem
nastgpi¢ musi wbhudowanie dostarczanej sekwencji do genomu pacjenta, proces transkrypcji oraz
transport nowopowstalego mRNA do cytoplazmy, w ktorej zajS¢ moze proces biosyntezy
niezbednego bialtka. Ze wzglgdu na szereg zdarzen poprzedzajacych wlasciwag synteze biatka,
terapie oparte na pDNA charakteryzuja si¢ niskg wydajnoscig i duza bezwtadnos$cia w porownaniu
z metodg opartg na wykorzystaniu syntetycznego mRNA (Rys. 32). Ze wzgledu na brak potrzeby
integracji z komorkowym DNA, mRNA nie niesie zagrozenia zwigzanego z mutageneza oraz
trudnymi do przewidzenia skutkami ubocznymi wynikajacymi ze zmian w genomie pacjenta.
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Rysunek 32 Schematyczne przedstawienie dostarczania terapeutycznego mRNA zamknigtego w nanoczgstkach lipidowych w
celu wyindukowania produkcji brakujgcego biatka w komérkach wgtroby. Rysunek zapozyczono z pracy An et al.?%

Alternatywne podejscie, zaktadajace dostarczenie funkcjonalnych biatek bezposrednio
do organizmu pacjenta, ma zalet¢ w postaci pomini¢cia catej maszynerii translacyjnej, jednakze
posiada réwniez bardzo liczne fundamentalne wady. Po pierwsze, biatka wymagaja zachowania
natywnej struktury trojwymiarowej, aby moc pelni¢ swoje funkcje biologiczne, a bezposrednie
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wprowadzenie bialek do krwioobiegu lub tkanek moze prowadzi¢ do ich denaturacji i utraty
funkcjonalno$ci. Po drugie, biatka sa duzymi czasteczkami o bardzo ograniczonej zdolno$ci do
przenikania przez btony komoérkowej, co kompletnie wyklucza terapeutyczne zastosowanie
szczegdlnie duzych biatek, takich jak czynniki transkrypcyjne. Po trzecie, biatka terapeutyczne
podawane zaréwno dozylnie jak i podskornie sg silnie immunogenne, co moze negatywnie wptywaé
na skuteczno$¢ jak rowniez farmakokinetyke owych preparatow, zwlaszcza w sytuacji stosowania
wielokrotnych dawek.??®

Do niedawna trzy duze firmy farmaceutyczne zajmowaly si¢ opracowywaniem
preparatow z zakresu biatkowej terapii zastepczej — Moderna, BioNTech oraz CureVac®!, choé¢ w
ostatnich latach, przede wszystkim po sukcesie szczepionek przeciw SARS-Cov-2, coraz wiecej
grup naukowych i biotechnologicznych start-upéw rozpoczyna badania nad terapeutycznym
zastosowaniem MRNA. Przyktadowo, znajdujacy si¢ na drugim etapie badan klinicznych
opracowany przez Moderng preparat AZD8601 jest czasteczka mRNA kodujaca czynnik wzrostu
srodbtonka naczyniowego (VEGF-A). W zalozeniu preparat ma by¢ wprowadzany bezposrednio
do nasierdzia sercowego podczas operacji pomostowania aortalno-wiencowego w celu
usprawnienia pdzniejszej angiogenezy i w efekcie poprawy funkcjonowania lewej komory
sercowe;j.?®2 Opracowany przez Translate Bio preparat MRT5005 ma z kolei na celu leczenie
mukowiscydozy, choroby dziedzicznej spowodowanej mutacja genu kodujacego biatko CFTR
(ang. cystic fibrosis transmembrane conductance regulator) tworzace kanat chlorkowy w btonie
komorkowej. MRT5005 koduje funkcjonalne biatko CFTR i dostarczany jest do tkanki
nabtonkowej ptuc poprzez inhalacj¢. Firma Arcturus Therapeutics opracowata terapeutyk ARCT-
810 kodujacy transkarbamylaze¢ ornitynowg (OTC, ang. ornithine transcarbamylase), biatko
niezbedne w cyklu mocznikowym. ARCT-810 ma na celu leczenie majacego podtoze genetyczne
niedoboru OTC w organizmie. Preparat znajduje si¢ na poczatkowych etapach badan klinicznych.

Edycja genéw (ang. genome editing) jest stosunkowo nows, ale niezwykle szybko
rozwijajacg sie dziedzing z zakresu terapii genowych. Molekularne narz¢dzia do edycji genow
wykorzystuja programowalne nukleazy, a wiec enzymy specyficznie rozpoznajace sekwencje w
genomie komoérkowym. Narzedzia te pozwalajg na zmiang poziomu ekspresji wybranych genow
poprzez wprowadzanie miejscowych modyfikacji, w tym usuwanie szkodliwych mutacji oraz
powodowanie mutacji o charakterze pomocniczym.?® Odkrycie endonukleaz DNA kierowanych
przez komplementarne RNA, takich jak Cas9, stworzyto nowe mozliwo$ci nie tylko w dziedzinie
edycji genoéw, ale rowniez w zakresie terapii wykorzystujagcych mRNA.?* Na chwile obecna
najczesciej wykorzystywang i najlepiej poznang technologia edycji genow jest system CRISPR-
Cas9. Efektorowa domena tego systemu, endonukleaza Cas9, pochodzaca z komérki paciorkowca
Streptococcus pyogenes, dziata w potaczeniu z CRISPR. CRISPR (ang. Clustered Regularly
Interspaced Short Palindromic Repeats) jest to mechanizm obronny organizmoéw prokariotycznych,
polegajacy na zachowywaniu 1 integrowaniu z wilasnym genomem materiatu genetycznego
patogendw, np. bakteriofagdw.?* Sekwencje te moga zostaé wykorzystane w celu rozpoznania i
zniszczenia patogenu w razie pozniejszej infekcji. Endonukleaza Cas9 rozwija strukturg DNA
obcego pochodzenia i wykorzystuje nakierowujaca czasteczkg RNA (gRNA, ang. guide RNA),
uzyskang na podstawie zachowanego przez komoérke materialu genetycznego, do rozpoznania
komplementarnej sekwencji. W razie rozpoznania, Cas9 katalizuje hydroliz¢ nici obcego DNA
(Rys. 33).
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Rysunek 33 Schematyczne przedstawienie aktywnosci endonukleazy Cas9 kierowanej czgsteczkg RNA. Cas9 za
posrednictwem gRNA rozpoznaje komplementarng sekwencje obcego DNA i przeprowadza hydrolize jego lancucha. Rysunek
uzyskany z domeny publicznej.

Dostarczanie komponentéw systemu CRISPR-Cas9 do komorek wymaga
zastosowania plazmidowego DNA, mRNA lub gotowego kompleksu gRNA/Cas9.2¢ Gtoéwne
zalety wykorzystania mMRNA zamiast pDNA jako podstawy do produkcji pozadanych biatek w
komoérkach wyszczego6lnione zostaly juz we wczesniejszej czesci rozdziatu. W przypadku
systeméw edycji gendéw, dodatkowa zaleta jest krotki okres zycia mRNA w warunkach
komoérkowych, dzigki czemu produkcja endonukleazy ograniczona jest zaro6wno ilosciowo, jak 1
czasowo, a granice te sg tatwe do przewidzenia. Dzigki temu mozna tatwo unikna¢ nadekspresji
endonukleazy w komorkach, co mogloby prowadzi¢ do niespecyficznego cigcia genomu
komorkowego oraz reakcji immunologicznej na obecno$¢ duzej ilosci bakteryjnego biatka.
Wykorzystanie w terapiach edycji genow gotowego kompleksu gRNA/Cas9 niesie ze sobg liczne
komplikacje zwigzane przede wszystkim z produkcja samego enzymu, zachowaniem jego
aktywnosci oraz dostarczaniem biatka do komoérek w niezmienionej formie.>” Sa to problemy,
ktoérych mozna uniknaé¢ dostarczajac do komorek mRNA kodujace Cas9 wraz z sekwencja gRNA.
Zawarcie w sekwencji mRNA fragmentow kodujacych czasteczki regulatorowe, takie jak miRNA,
moze umozliwi¢ Scista kontrolg nad poziomem ekspresji biatkowych narzgdzi do edycji genow.
Woprowadzenie do struktury gRNA modyfikacji nukleotydowych, takich jak metylacja czy
podstawienie atomem fluoru w pozycji 2°’-OH, zwigksza stabilnos$¢ tej czasteczki, umozliwiajac jej
przetrwanie w komoérkach wystarczajaco dtugo, by mogla wydajnie uczestniczy¢ w procesie edycji
komplementarnych gen6ow.?®

4.1.2. mRNA w medycynie regeneracyjnej

Podstawowa ideg medycyny regeneracyjnej jest repopulacja funkcjonalnych komorek
i odnowienie tkanek poprzez przywrdcenie ich prawidtowego stanu fizjologicznego. Biatka petnia
istotng role w procesie regeneracji uszkodzonych tkanek poprzez udzial w kontroli wzrostu,
podziatu i ré6znicowania komorek. Do szczegolnie istotnych biatek zaliczamy czynniki wzrostu i
transkrypcji oraz cytokiny. Dostarczenie funkcjonalnych biatek do uszkodzonej tkanki moze wigc
znaczaco przyspieszy¢ proces regeneracji. Jak juz jednak wspomniatam, bezposrednie dostarczanie
bialek kluczowych dla regeneracji komorkowej jest niemozliwe lub bardzo niewydajne.
Zastosowanie mRNA kodujacych biatka transkrypcyjne pozwala na ich bezposrednig produkcje w
komorkach i prowadzi do regulacji ekspresji konkretnych genow. Jest to technika stosowana w
podejéciu terapeutycznym zwanym programowaniem komoérkowym.?® Zgodnie z praca Yamanaka
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i Takahashi et al.?*® zastosowanie czterech wybranych czynnikéw transkrypcyjnych (Oct4, Sox2,
KIf4 i ctMyc) pozwala na indukowang transformacje juz zréznicowanych komorek z powrotem do
ich pluripotencjalnej formy. Funkcjonalnie sg to komodrki podobne do embrionalnych komorek
macierzystych, jako ze posiadaja zdolnos¢ do samoodnawiania i ponownego réznicowania do
wyspecjalizowanych komarek.?** Poniewaz pluripotencjalne komorki sa generowane bezposrednio
z dojrzatych komorek somatycznych konkretnego pacjenta, umozliwiaja one kontrolowana
regeneracje  uszkodzonych tkanek bez wywolywania odpowiedzi immunologicznej
organizmu.*224324% Mozliwa jest rowniez transformacija dojrzatych, zréznicowanych komoérek do
komorek innego typu w procesie zwanym transroznicowaniem (ang. transdifferentiation). Jest to
proces, ktory analogicznie do programowania komérkowego mozna wyindukowaé dostarczajac do
komorek wybrane czynniki transkrypcyjne (Rys. 34).24*2% Cho¢ metoda ta pozwala na pominiecie
etapu produkcji komorek pluripotencjalnych, transrdéznicowanie jest procesem mato wydajnym
oraz o ograniczonym zakresie mozliwosci w kwestii wyboru docelowych komorek. Duzo wigksza
skutecznos$cig ciesza si¢ terapie taczone, w ktorych programowanie komorkowe stosuje sie w
polaczeniu z transréznicowaniem, dzigki czemu mozliwe jest osiggniecie synergii dziatania obu
strategii terapeutycznych.?*’
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Rysunek 34 Schematyczne przedstawienie roznic w procesach programowania i transroznicowania komorkowego. Rysunek
zapozyczono z pracy Cieslar-Pobuda et al.?%

Medycyna regeneracyjna jest stosunkowa nowa dziedzing, a mRNA zaczelo znaczaco
zyskiwa¢ na popularnosci w kontekscie zastosowania terapeutycznego dopiero w ciggu ostatniej
dekady. Dlatego tez wszystkie obecnie dostgpne na rynku lub bedace na zaawansowanym etapie
badan klinicznych, produkty z dziedziny medycyny regeneracyjnej wykorzystuja DNA dostarczane
do komorek za posrednictwem wektoréw wirusowych lub zaktadaja wprowadzenie do organizmu
pacjenta jego wtasnych komérek poddanych modyfikacjom genetycznym.?*® Jednakze imponujaco
szybki rozwdj technologii okotomedycznych wykorzystujacych mRNA daje nadziej¢ na powstanie
w najblizszych latach zupelnie nowej grupy terapeutykéw, ktore zrewolucjonizuja medycyne
regeneracyjna.

4.1.3. Szczepionki mRNA

Zaleznie od rodzaju kodowanego biatka, szczepionki mRNA mogg mie¢ charakter
profilaktyczny lub terapeutyczny. Szczepionki profilaktyczne maja na celu umozliwié organizmowi
rozwinigcie naturalnej odpornosci przeciwko chorobom zakaznym, np. wirusowym. Z kolei
szczepionki o charakterze terapeutycznym, czyli przede wszystkim szczepionki antynowotworowe,
umozliwiajg organizmowi pacjenta wykorzystanie jego wilasnego ukladu odporno$ciowego do
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selektywnego zniszczenia defektywnych komorek (Rys. 35). Na chwile obecng dwa typy RNA
badane sg po katem zastosowania w szczepionkach. Szczepionki konwencjonalnego typu zawieraja
MRNA, ktdre swojg strukturg $cisle nasladuje naturalne mRNA komorkowe i koduje antygen, ktory
ma zosta¢ wyprodukowany w organizmie pacjenta w celu wyszkolenia i/lub aktywacji jego uktadu
odpornosciowego do specyficznego zwalczania patogenéw lub komorek prezentujacych dany
antygen. Zainteresowaniem cieszg si¢ rowniez RNA posiadajagce zdolnos¢ do samo-replikacji.
Samopowielajace si¢ RNA koduja nie tylko wybrany antygen, ale réwniez wirusowe biatka
odpowiedzialne za replikacje wtasnego kwasu nukleinowego w cytoplazmie komdrkowe;j.24%:2>0
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Rysunek 35 Schematyczne przedstawienie dzialania szczepionki mRNA na przykladzie szczepionki przeciw SARS-CoV-2.
Rysunek zapozyczono z domeny publicznej.

Opracowanie skutecznej szczepionki opartej na strukturze mRNA wymaga
uwzglednienia charakterystyki samej czasteczki. Wielokrotnie wspominatam juz o niestabilnosci
MRNA, wysokiej immunogennos$ci zwigzanej z odpowiedzig uktadu odpornosciowego organizmu
na kwasu nukleinowe obcego pochodzenia, jak rowniez szczegdétowo omowilam elementy
strukturalne mRNA niezbgdne dla jego stabilno$ci, metabolizmu i1 udziatu w procesie translacji.
Sposoby modyfikacji mMRNA pozwalajace na regulacje poszczegolnych wlasciwosci tej czasteczki
omoOwione zostang w kolejnym rozdziale. W kontekscie szczepionek mRNA wspomng krotko o
podstawowej budowie syntetycznego transkryptu o potencjale terapeutycznym. Poza sekwencja
kodujacg wybrany antygen, mRNA powinno posiada¢ flankujace ja sekwencje 3°UTR oraz 5’UTR.
Ich obecnos¢, jak rowniez ich budowa, sg kluczowe dla stabilnosci MRNA oraz inicjacji procesu
translacji. Obecno$¢ 5’ kapu jest niezbedna dla wydajnego procesu syntezy biatek. 5° kap moze by¢
wprowadzany do struktury mRNA Kko-transkrypcyjnie poprzez zastosowanie syntetycznego
analogu kapu lub post-transkrypcyjnie przez enzymy kapujace.?®* Ogon poli(A) odpowiednigj
dhugosci jest rowniez niezbgdny dla zachowania stabilno§ci mRNA oraz posredniczy w procesie
translacji. Moze by¢ kodowany bezposrednio na matrycy DNA 1 dotgczony do mRNA w procesie
transkrypcji lub dodany do konca 3’ gotowego transkryptu przez polimeraze poli(A). Mnigj
powszechnie stosowang strategia regulacji wtasciwosci biochemicznych mRNA jest zastgpienie
rzadkich kodondw ich powszechnie wystepujacymi odpowiednikami kodujagcymi ten sam
aminokwas.?®> Wysokie stezenie komorkowe tRNA rozpoznajacych czesto wystepujace kodony
moze zwickszy¢ tempo procesu translacji. Jednakze jest to metoda mogaca powodowaé dodatkowe
komplikacje wynikajgce ze zmiany struktury drugo- i trzeciorzgdowej mRNA, w tym zaburzenie
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procesu post-transkrypcyjnej modyfikacji nukleotydow skutkujace powstawaniem nowych
wariantow biatek.?*®

4.1.3.1. mRNA w terapiach antynowotworowych

Szczepionki antynowotworowe, wraz z innymi strategiami z zakresu immunoterapii,
postrzegane sg jako skuteczna alternatywa dla konwencjonalnych metod leczenia nowotworéw. W
zatozeniu nowoczesne szczepionki majg by¢ zaprojektowane tak, aby wywotac specyficzng reakcje
organizmu na neo-antygeny charakterystyczne dla danego typu nowotworu. Neo-antygeny
powstajg w efekcie zmian w genomie komorki nowotworowej wzgledem genomu komorki zdrowe;.
Zmiany DNA mogace potencjalnie prowadzi¢ do nowotworzenia to na przyktad punktowe mutacje
w postaci substytucji, delecji lub insercji pojedynczych nukleotydoéw, fuzja gendéw oraz retencja
intronow. Neo-antygeny s to biatka o defektywnej strukturze i aktywnosci, ktore za posrednictwem
ubikwityny ulegaja degradacji przez obecny w cytoplazmie proteasom.?* Niewielka czes¢ krotkich
peptyddéw powstajacych w wyniku owego procesu degradacji moze zwigzac si¢ z czasteczkami
MHC-I, odpowiedzialnymi za wychwytywanie, transport i prezentacje antygenow pochodzenia
wewnatrzkomorkowego na powierzchni btony komorkowej.”® Prezentowane przez MHC-I
antygeny moga zosta¢ rozpoznane przez limfocyty typu CD8" T, ktdre nastepnie ulegajg aktywacji
do limfocytow T cytotoksycznych (CTL, ang. cytotoxic T lymphocytes) o aktywnosci
antynowotworowej. %" CTL bezposrednio niszcza komorke rozpoznang jako nowotworowa.
Znacznie wiekszg grupe stanowig pomocnicze limfocyty Th, znane rowniez jako komorki CD4™ T,
aktywowane przez profesjonalne komorki prezentujace antygen (APC, ang. antigen-presenting
cells), takie jak komorki dendrytyczne, makrofagi oraz limfocyty B.?*® Profesjonalne komorki
uktadu odpornos$ciowego posiadajg na powierzchni blony komoérkowej zwigzane z antygenami
biatka MHC-II. Antygeny te sg rozpoznawane i wigzane przez limfocyty Th, ktore po aktywacji
stymuluja inne komorki uktadu odporno$ciowego.?®
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Rysunek 36 Schemat dziatania antynowotworowych limfocytow T cytotoksycznych (CTL). CTL aktywowane mogq by¢ przez
antygeny prezentowane bezposrednio na powierzchni komorki nowotworowej lub przez profesjonalng komorke uktadu
odpornosciowego prezentujqcq antygen. Rysunek zapozyczony z pracy A. D. Waldman et al. na podstawie licencji nr
5416971028999.%62
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Zaleznie od klasy, limfocyty Th pobudzaja do dziatania odpowiedzialne za usuwanie
drobnoustrojow fagocyty, zwalczajace pasozyty eozynofile, jak rowniez neutrofile czy monocyty
istotne w ochronie organizmu przed infekcjami bakteryjnymi oraz grzybicznymi. Niewielka czgs¢
limfocytow Th aktywowana jest przez neo-antygeny pochodzace z komoérek rakowych. Biorg one
udzial w zwalczaniu nowotworow w organizmie poprzez bezposrednie zabijanie komoérek guza lub
wspomaganie aktywacji, wzrostu i aktywnos$ci limfocytow T specyficznie zwalczajacych komorki
rakowe (Rys. 36).260-261

Opracowanych zostalo wiele potencjalnych szczepionek antynowotworowych,
jednakze uzyskanie wysokiej skutecznosci dziatania wcigz pozostaje gldownym problemem
badawczym. Przewazajaca wigkszos¢ opracowanych preparatow wykorzystuje antygeny uwazane
za charakterystyczne dla danego typu nowotworu. Przyktadowo opracowana przez CureVac
szczepionka mRNA CV9202, znajdujaca si¢ obecnie w trakcie badan klinicznych, koduje szes¢
antygenow powszechnie wystepujacych w przypadku niedrobnokomorkowego raka ptuc.?®®
Preparat mMRNA-5671 opracowany przez Moderng ma jeszcze szerszy zakres dziatania — celem
terapeutycznym jest zmutowana forma proto-onkogenu KRAS (ang. Kirsten rat sarcoma virus), a
bedace obecnie w toku badania kliniczne majg na celu zbadanie skuteczno$ci szczepionki w
leczeniu zaawansowanej lub przerzutowej formy niedrobnokomoérkowego raka ptuc, raka jelita
grubego oraz raka trzustki.?® Uwaza sig, ze pefen potencjat szczepionek mRNA mozna
wykorzysta¢  stosujac  terapie  zindywidualizowane. Wraz z rozwojem technologii
sekwencjonowania nowej generacji (NGS, ang. next generations sequencing) mozliwe jest
zidentyfikowanie mutacji i innych zmian w genomie komorek nowotworowych konkretnego
pacjenta.?®® Dziatanie zindywidualizowanej szczepionki MRNA ma znacznie zawezony zakres
dzialania, poprzez aktywacje ukladu odporno$ciowego do wybidrczego zwalczania komorek
danego nowotworu. Wynikajgca z indywidualizacji terapii specyficzno$¢ dziatania umozliwia
rowniez wyeliminowanie skutkdw ubocznych stosowania preparatu oraz wyszkolenie limfocytow
T o wysokim powinowactwie do wybranych neo-antygen6w.?®®?’ Przyktadem praktycznego
zastosowania terapii zindywidualizowanej jest kolejna szczepionka opracowana przez Moderng -
MRNA-4157. Ma ona na celu umozliwi¢ wysoka skuteczno$¢ w leczeniu czerniaka, dzigki
sekwencjonowaniu  genomu komorek rakowych pacjenta oraz wyodrebnieniu 20
charakterystycznych dla danego nowotworu neo-antygendw i ich epitopdw. Sekwencje kodujace
wyselekcjonowane epitopy zawierane sa w czasteczkach mRNA, ktére podawane sa nastepnie
pacjentowi ~w  formie  zindywidualizowanej  szczepionki.’®  Innym  przyktadem
zindywidualizowanej szczepionki mRNA jest opracowany przez BioNTech preparat BNT122
bedacy obecnie na drugim etapie badan klinicznych.?®® Rozpoczeto badania nad jego skutecznoscig
w leczeniu zaawansowanego lub przerzutowego czerniaka, raka pecherza, jelita oraz
niedrobnokomoérkowego raka ptuc. Nalezy wspomnie¢, ze wickszos¢ obecnie prowadzonych badan
klinicznych skupia si¢ na taczeniu konwencjonalnych terapii antynowotworowych, takich jak
chemioterapia, z zastosowaniem szczepionek mRNA. Jednakze wraz z rozwojem technologii
pozwalajacych na skuteczne opracowywanie oraz dostarczanie szczepionkowych preparatow
antynowotworowych, mozliwy bedzie réwniez coraz szybszy rozwoj zindywidualizowanych
terapii.

Metoda dziatania oraz skuteczno$é¢ szczepionki, w tym antynowotworowej szczepionki
mRNA, zalezy w duzej mierze od sposobu wprowadzenia terapeutyku do organizmu pacjenta.
Podstawowym rozwigzaniem jest bezposrednie dostarczenie szczepionki w formie mRNA
zamknigtego w czasteczce nosnika pochodzenia wirusowego lub obecnie czesciej stosowanego
nos$nika syntetycznego, takiego jak nanoczastki lipidowe. Mozliwe jest roéwniez dostarczenie
szczepionki do organizmu pacjenta w postaci wyszkolonych komérek dendrytycznych. Komérki
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dendrytyczne, jak juz wspomnialam we wczesniejszej czesci rozdziatu, naleza do grupy
profesjonalnych komorek uktadu odporno$ciowego. Prezentujg antygeny niezbedne do
wyspecjalizowania i aktywacji limfocytow Th oraz limfocytow T cytotoksycznych. Komorki
dendrytyczne wystgpujag w zarowno we krwi jak i tkankach catego organizmu, umozliwiaja wiec
szybka 1 specyficzng odpowiedz efektorowych komorek uktadu odpornosciowego. Nie bez
przyczyny uwaza si¢ wigc komorki dendrytyczne za kluczowy element odpowiedzi
immunologicznej zwigzanej z rozpoznaniem antygenow. Juz w latach 90 zaprezentowano pierwsze
badania, w ktorych do komdrek dendrytycznych wprowadzono na drodze elektroporacji
syntetyczne mRNA. Komorki te skutecznie wytwarzaty oraz prezentowaty zamierzony antygen, po
wprowadzeniu do organizmu wspomagajac niszczenie guzow nowotworowych w mysich modelach
czerniaka (Rys. 37).2° Wielokrotnie wykazano, ze wprowadzenie do komorek dendrytycznych
mRNA kodujacych biatkowe stymulatory uktadu odpornosciowego lub cytokiny prozapalne, wraz
z mRNA kodujagcym nowotworowy antygen, zwigksza skuteczno$¢ dziatania tego typu
szczepionek.
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Rysunek 37 Schematyczne przedstawienie komorki dendrytycznej transfekowanej czgsteczkq mRNA. Kodowany przez mRNA
antygen prezentowany jest najczesciej przez biatka MHC II w celu aktywacji limfocytow Th, rzadziej przez biatka MHC I w
celu aktywacji limfocytéw T cytotoksycznych. Rysunek zapozyczony z pracy J. Dorrie et al.?’*

Bezposrednie dostarczanie szczepionek mRNA posiada z jednej strony zalet¢ w postaci
pomigcia etapu elektroporacji i rozwoju komorek dendrytycznych, ktore w wyspecjalizowanej
formie wprowadzane sg do organizmu pacjenta. Z drugiej jednak strony, dostarczanie mRNA do
tkanek ciata w wolnej postaci lub w czasteczkach no$nikow wiaze si¢ z szeregiem czynnikdéw
ograniczajacych skutecznos$¢ terapii. Przede wszystkim mRNA musi pozosta¢ stabilne do momentu
odnalezienia i wniknigcia do wnetrza profesjonalnych komoérek uktadu odpornosciowego.
Dostarczanie szczepionek standardowymi metodami przeprowadza si¢ doskornie, podskornie,
domigsniowo lub donosowo. Mniej konwencjonalng metoda jest dostarczanie preparatu do weziow
chlonnych. W wielu przypadkach metoda ta skutkuje zwigkszona efektywnoscig dziatania,
zwlaszcza w przypadku szczepionek zawierajacych wolne mRNA, ktére w szybkim czasie moze
zosta¢ dostarczone do komorek prezentujgcych antygen, a nastgpujaca aktywacja limfocytow moze
zaj$¢ bez potrzeby migracji komérek dendrytycznych.?”? Szczepionki wykorzystujace komorki
dendrytyczne zawierajace antygenowe mRNA rowniez uzyskuja zwigkszong skutecznos¢ po
wprowadzeniu do weztéw chtonnych w poréwnaniu do innych tkanek.?” Ciekawg alternatywa jest
podanie szczepionki mRNA bezposrednio do tkanki guza nowotworowego. Podawane w ten sposob
preparaty najczesciej nie zawierajg mRNA kodujacych neo-antygeny. Zamiast tego koduja one
czasteczki stymulujace odpowiedz uktadu odpornosciowego, wykorzystujac aktywnos¢ pobliskich
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limfocytow. Co ciekawe, wtasciwosci samej czasteczki mRNA mogg gra¢ w takiej sytuacji istotng
role — naturalnie wysoka immunogennos$¢ syntetycznego mRNA moze zosta¢ wykorzystana w
ramach dodatkowej aktywacji odpowiedzi immunologicznej w obszarze nowotworu. TriMix
mRNA jest to mieszanka trzech mRNA kodujacych czgsteczki stymulujgce odpowiedz uktadu
odpornosciowego - CD70, CD40 oraz TLR4.>’* Razem petnig one role adiuwanta, a wiec substancji
wspomagajacej dziatanie szczepionki. W 2016 roku wykazano, ze wprowadzenie TriMix mRNA
do tkanki guza nowotworowego, bez dodatku mRNA kodujacego jakikolwiek neo-antygen,
skutkowato aktywacja komorek dendrytycznych typu CD8a" i w efekcie limfocytow T
cytotoksycznych specyficznie zwalczajacych komoérki nowotworowe.

4.1.3.2.  Antywirusowe szczepionki mMRNA

Profilaktyczne szczepionki ograniczajace rozwdj infekcji patogennych stanowia
podstawe zapobiegania 1 ograniczania rozprzestrzeniania epidemii. W ostatnich latach
obserwujemy wzrost liczby wydarzen o charakterze epidemicznym, ze wzgledu na rosnace
zageszczenie zaludnienia i tatwos$¢ w przemieszczaniu sie cztonkéw populacji.?’® Istotne zagrozenie
niesie ze sobg rowniez postepujace przejmowanie przez ludzkos¢ dotychczas niezamieszkanych
regionow, stanowigcych srodowisko naturalne zwierzat przenoszacych patogeny, na ktore nie
posiadamy naturalnej odpornoéci.?’” Opracowanie oraz wprowadzenie na rynek powszechnie
stosowanych szczepionek antywirusowych bylo, i duzej mierze wcigz jest, dlugotrwalym i
skomplikowanym procesem. Jednakze w ostatnich latach przekonaliSmy sie, jak kluczowa dla
ograniczenia rozwoju i rozprzestrzeniania si¢ epidemii, ktore potencjalnie przerodzi¢ moga si¢ w
pandemie, jest mozliwo$¢ szybkiego opracowania i wprowadzenia na rynek skutecznie dziatajacych
preparatow. Ze wzgledu na imponujaca wszechstronnos¢ w dziataniu, tatwo$¢ w opracowywaniu i
dostosowywaniu do szybko zmieniajagcych si¢ warunkow, jak rowniez mozliwos¢ wydajnej
produkcji na duzg skale, szczepionki oparte na mRNA stanowig idealng odpowiedz na stojace przed
ludzkoscia wyzwania.

W przeciwienstwie do preparatow biatkowych, szczepionki mRNA majg potencjat
wywotywania silnej i specyficznej odpowiedzi ukladu odporno$ciowego. Odpowiedz
immunologiczna zwigzana jest zarowno z aktywacjg limfocytow typu CD8" T, dzieki mozliwosci
skutecznej produkcji endogennych antygendw prezentowanych na powierzchni komorek przez
biatka MHC-I, jak i limfocytow CD4" T nakierowujacych limfocyty T cytotoksyczne i makrofagi
na zainfekowane komorki.?”® Preparaty mRNA charakteryzuje réwniez wysoka skuteczno$é
dzialania, dzigki zdolnosci do wywolywania silnej reakcji immunologicznej na obecnos$¢
antygenow przez dawki duzo mniejsze od konwencjonalnie stosowanych preparatow opartych np.
na DNA.2"® Podobnie do szczepionek antynowotworowych, szczepionki antywirusowe dostarczane
moga by¢ bezposrednio do tkanek pacjenta lub za posrednictwem komodrek dendrytycznych
poddanych uprzedniej elektroporacji z udziatem mRNA. Szczepionki MRNA mozna réwniez
podzieli¢ na nie-replikujace si¢ oraz ulegajace samo-replikacji.

Samo-replikujace si¢ szczepionki mRNA najczg$ciej wykorzystuja genom alfawirusa,
w ktorym fragmenty kodujace biatka odpowiedzialne za powielanie wirusowego RNA pozostaty
niezmienione, za to geny kodujace biatka strukturalne zastapiono sekwencjami wybranych
antygendw. Dzigki mechanizmowi samopowielania bardzo niewielka wyjsciowa dawka
szczepionki moze prowadzi¢ do produkcji ogromnej ilosci antygenu. Poczatkowa dawka mRNA
ulega degradacji rownie szybko jak mRNA nieposiadajace zdolnosci do samopowielania, jednakze
w przypadku szczepionek ulegajacych auto-replikacji réwnolegle do procesu translacji, mozliwa
jest dluzsza aktywna ekspresja kodowanego biatka (Rys. 38). Do glownych zalet
samopowielajacych si¢ szczepionek mRNA zaliczy¢ mozemy ich zdolno$¢ do produkowania
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wiasnych adiuwantéw oraz biatek posredniczacych w procesie replikacji. Jednakze ze wzgledu na
ztozong budowe mRNA ulegajacego samo-replikacji trudno przewidzie¢ oraz kontrolowac stopien
reakcji zapalnej organizmu na zastosowanie tego typu szczepionki. Dodatkowo, obecno$é
wirusowych biatek odpowiedzialnych za replikacje moze prowadzi¢ do rozwinigcia reakcji
immunologiczne] pacjenta na dang szczepionke i1 ograniczy¢ mozliwos¢ jej wielokrotnego
stosowania.
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Rysunek 38 Poréwnanie mechanizmu dziatania konwencjonalnych szczepionek mRNA i szczepionek samopowielajgcych sie.
Rysunek zapozyczono z pracy T. R. Damase et al.?3!

Jeden z pierwszych przyktadéw samopowielajacej antygenowej szczepionki mRNA
zaprezentowano w roku 2003 w pracy opublikowanej przez Harvey et al.?®* mRNA zaprojektowano
na podstawie genomu wirusa Kunjin, podtypu wirusa Zachodniego Nilu. Do sekwencji
wprowadzono gen kodujacy biatko Gag wirusa HIV-1. Szczepionke podano myszom domig¢sniowo,
w postaci wolnego mRNA lub mRNA zamknigtego w czasteczkach przypominajacych kapsydy
wirusowe. W efekcie komorki myszy produkowaty kodowany w podanym mRNA antygen, co z
kolei doprowadzito do wyksztatcenia sie limfocytow CD8" specyficznie rozpoznajacych biatko
Gag w ilosci 4.5x wigkszej niz w przypadku zastosowania szczepionki opartej na rekombinowanym
genomie wirusa krowianki. Mechanizm samopowielania zastosowano rowniez w opracowanej W
2020 roku przez McKay et al. szczepionce przeciwko wirusowi SARS-CoV-2, zawierajacej mRNA
kodujace biatko kolca wirusa.?®® W roku 2021 rozpoczat si¢ pierwszy etap badan klinicznych nad
skuteczno$cia szczepionki.

Zasady dzialania szczepionek podawanych za posrednictwem komoérek
dendrytycznych poddanych elektroporacji z udzialem terapeutycznego mRNA opisatam juz w
podrozdziale dotyczacym szczepionek antynowotworowych. W przypadku preparatow
antywirusowych, zdecydowana wigkszo$¢ badan w tej dziedzinie prowadzona jest w celu
otrzymania szczepionki przeciwko aktywnej infekcji wirusem HIV-1. W toku przeprowadzonych
dotychczas badan klinicznych udowodniono, ze preparaty zawierajace modyfikowane komorki
dendrytyczne sg bezpieczne i wywolujg aktywno$¢ specyficznych limfocytow CD4* oraz
CD8". 28228 jJednakze nie udalo si¢ zaobserwowaé znaczacych efektow terapeutycznych w
przypadku stosowania tego typu szczepionek jako jedynej formy leczenia. Obecnie zaktada sig¢, ze
szczepienie za posrednictwem komorek dendrytycznych moze by¢ z powodzeniem stosowane jako
jedna z kilku rownolegtych strategii terapeutycznych pozwalajacych na ograniczenie rozwoju
wirusa HIV-1.284

Preparaty dostarczane bezposrednio do tkanek wcigz stanowia najliczniej
reprezentowang grupe szczepionek mRNA, zarowno ze wzgledu na latwo$¢ opracowania ich
struktury, jak i podania do organizmu pacjenta. Mimo, ze pierwsze badania dowodzace mozliwosci

65



zastosowania syntetycznego mRNA w celu wywotania odpowiedzi uktadu odpornosciowego w
organizmach myszy przeprowadzone zostaly juz w latach 90,2 pierwsza praca prezentujaca
praktyczne zastosowanie mRNA w szczepionkach przeciwko chorobom zakaznym opublikowana
zostata dopiero dekade temu.?®® We wspomnianej pracy przedstawiono mozliwo$é znaczacego
wzrostu odpornosci na zakazenie wirusem grypy w organizmach myszy, poprzez podanie im
mRNA kodujgcego zestaw wirusowych antygendw w polaczeniu z adiuwantem RNA
stabilizowanym przez bialko protaming. Moderna opracowata szereg potencjalnych szczepionek
mRNA przeciwko chorobom uktadu oddechowego, w tym pierwsze szczepionki przeciwko dwom
szczepom ptasiej grypy (H1IONS i H7N9) badane na ludziach.22” W 2016 przedstawiono pierwsza
szczepionke mRNA przeciwko wsciekliznie u $win i gryzoni, ktorej skuteczno$¢ w aktywacji
specyficznych limfocytéw CD4* byla wicksza od obecnie stosowanej szczepionki dostepnej na
rynku.?®® W pracy Pardi et al. zaproponowano zastosowanie kombinowanej szczepionki przeciwko
szczepowi wirusa Zika odpowiedzialnemu za epidemie z 2013 roku.?”® Szczepionka wykorzystuje
mRNA kodujace dwa rodzaje wirusowych glikoprotein, zamknigte w nanoczastkach lipidowych.
Pojedyncza dawka szczepionki zapewnita odporno$¢ na infekcjg wirusem Zika u myszy do 5
miesiecy od momentu podania, a u naczelnych do 5 tygodni. Z wykorzystaniem tego samego
zestawu antygendw Moderna opracowala szczepionke przeciw wirusowi Zika, ktéra obecnie
znajduje si¢ na pierwszym etapie badan klinicznych. Co ciekawe, w trakcie badan na myszach
udowodniono, ze szczepionka zapobiega dziedziczeniu infekcji wirusowej przez potomstwo
zakazonych matek.?®® Szczepionki mRNA posiadaja zdolnoéé wywotywania nie tylko aktywnej,
komorkowej, reakcji ukladu odpornosciowego, ale roéwniez odpowiedzi humoralnej,
odpowiedzialnej za dlugotrwata odpornos¢ pasywna (Rys. 39).
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Rysunek 39 Schematyczne poréwnanie mechanizmu komorkowej i humoralnej odpowiedzi ukladu odpornosciowego.
Profesjonalne komorki ukiadu odpornosciowego prezentujqce antygen (APCs) aktywujg zarowno limfocyty T cytotoksyczne
odpowiedzialne za zwalczanie migdzy innymi aktywnej infekcji wirusowej, jak i limfocyty B produkujgce neutralizujgce
przeciwciata zapobiegajqce rozwojowi infekcji. Rysunek uzyskany z domeny publicznej.

Dobrym przykladem jest opracowana przez Modern¢ szczepionka przeciwko
przenoszonemu przez komary arbowirusowi Chikungunya. Preparat zawiera mRNA kodujace
ludzkie ciata monoklonalne (mAb, ang. monoclonal antibodies) wyizolowane z limfocytow B
osoby, ktora przetrwata naturalna infekcje wirusowa.?® Jedno z badanych ciat monoklonalnych
ulegalo w organizmach myszy ekspresji na poziomie wystarczajacym do zapewnienia dlugotrwale;j
odpornosci, znaczaco ograniczajacej postep infekcji wirusowej i zapobiegajacej przypadkom
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$miertelnym. Podobnie obiecujace wyniki zaobserwowano u naczelnych, dzigki czemu w roku 2019
rozpoczeto pierwszy etap badan klinicznych na ludziach.?!

4.2.Modyfikacje mRNA o potencjalne terapeutycznym

W rozdziale 2 szczegdtowo omowitam zagadnienie modyfikacji nukleotydowych w
strukturach RNA, w tym zaréwno modyfikacji wystepujacych naturalnie, jak i wprowadzanych do
transkryptow w celu kontrolowania ich wtasciwosci fizykochemicznych i farmakokinetycznych. W
obecnym podrozdziale chciatabym skupi¢ si¢ na dopelnieniu obrazu poprzez zwi¢zle omoéwienie
modyfikacji czgsteczek mRNA o potencjalnym zastosowaniu terapeutycznym. Jak juz wielokrotnie
wspominatam, niska stabilno$¢ i wysoka immunogenno$¢ mRNA stanowig kluczowe zagadnienia
w opracowywaniu skutecznych terapii opartych na wykorzystaniu tych czasteczek. I cho¢ ogromna
czg¢$¢ badan poswigcona zostata zwiekszaniu ich stabilnosci oraz ograniczaniu immunogennosci,
mam nadziej¢ zwrdci¢ uwage czytelnika na fakt, Zze to wlasnie owe naturalne wtasciwosci mRNA
niejednokrotnie stanowig o jego niezwyklej wszechstronnosci i potencjale w opracowywaniu
nowoczesnych terapii. Potencjat translacyjny stanowi trzecie, i by¢ moze najwazniejsze,
zagadnienie zwigzane z opracowywaniem terapeutycznych mRNA. Przy czym nalezy pamigtac, ze
ostatecznie ilo$¢ docelowego biatka powstajacego na podstawie danego mRNA jest wypadkowa
wszystkich zdarzen zwigzanych z metoda dostarczania czasteczki, jej metabolizmu i systemowej
reakcji organizmu na jej obecnos¢, a nie tylko jej oddziatywania z czynnikami maszynerii
translacyjnej. Ze wzgledu na cel moich badan i tematyke rozprawy doktorskiej, modyfikacjom
ogona poli(A) poswiecony zostal osobny podrozdziat.

4.2.1. Metody regulacji stabilnosci terapeutycznych mRNA

Whasciwosci powszechnie stosowanych modyfikacji czasteczek RNA, jak 2’-O-
metylacja rybozy lub grupy tiofosforanowe, zostaty juz szczegdétowo omoéwione. W obecnym
podrozdziale skupi¢ si¢ na konkretnych przykladach zastosowania modyfikacji stabilizujacych
terapeutyczne mRNA. Dwa elementy strukturalne mRNA w duzej mierze stanowia o jego
stabilnos$ci — znajdujacy si¢ na koncu 5’ kap oraz umiejscowiony na koncu 3’ ogon poli(A). Wraz
z rozwojem technologii terapeutycznych mRNA postgpowaly badania zwigzane z poprawia
stabilnos$ci obu tych struktur, przy czym ogromng cz¢$¢ uwagi poswiecono wlasciwosciom konca
5°. Struktura kapu moze zosta¢ wprowadzona do czasteczki syntetycznego mRNA na dwa sposoby
— z wykorzystaniem rekombinowanego enzymu kapujacego pochodzacego z wirusa krowianki®%
lub Ko-transkrypcyjnie, poprzez zastosowanie gotowych analogéw struktury kapu. Na chwile
obecng stosuje si¢ przede wszystkim te drugg strategie, poniewaz umozliwia ona zastosowanie
licznych chemicznych modyfikacji konca 5> mRNA. W pierwszych latach rozwoju technologii
syntetycznych mRNA stosowano Kko-transkrypcyjny kaping z udzialem analogu nasladujacego
podstawowg strukture kapu 0 (m’GpppN, Rys. 40A).2% Jednakze powazng wada tego podejécia jest
mozliwo$¢ odwrotnej inkorporacji struktury kapu do czasteczki i powstania znaczacej populacji
czasteczek mRNA, w ktorych podjednostka m’G nie stanowi elementu kapu, za to znajduje sic w
pozycji pierwszego nukleotydu transkryptu. W rezultacie duza czg¢s¢ syntetycznego mRNA nie jest
rozpoznawana przez biatka wigzace kap i nie ulega translacji. W ostatnich latach w syntezie in vitro
mRNA stosuje sie przede wszystkim struktury kapu typu ARCA (ang. anti-reverse cap analogs),”**
cho¢ powoli wypierane sg one na rzecz struktur trinukleotydowych, o ktérych wspomne w dalsze;j
czeéci rozdziatu. Ich szczegdlna budowa (M2’ °GpppG, Rys. 40B) uniemozliwia odwrotng
inkorporacj¢ kapu do czasteczki mRNA.
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Rysunek 40 Wybrane struktury analogéw kapu stosowanych w syntezie ZWiG;ksza immunogennoéé
mRNA: kap-0 (A), ARCA (B), -S-ARCA (C), CleanCap (D). transkryptow. Z tego wzgledu po

procesie transkrypcji in vitro usuwa si¢ populacje niekapowanych mRNA metodami
enzymatycznymi. Jednakze, nie rozwigzuje to problemu obnizonej catkowitej wydajnos$ci procesu
transkrypcji. Mimo, Ze nie stanowig one odpowiedzi na wszystkie wyzwania Syntetyczne, analogi
ARCA stanowig obecnie podstawe transkrypcji in vitro mRNA. Przez lata opracowane zostaty
liczne modyfikacje chemiczne analogbw ARCA, ktérych celem jest zaréwno zwigkszenie
stabilnosci struktury kapu i wydajnosci translacji, jak réwniez kontrola immunogennosci
syntetycznych transkryptow. Charakter stabilizujacy maja na przyktad modyfikacje
tiofosforanowe,?®” imidofosforanowe?*® i boranofosforanowe?*® wprowadzone w mostku 5°,5’-
trifosforanowym. Zwickszaja one odporno$¢ na enzymatyczng degradacje struktury kapu przez
enzym DCP2, tym samym przyczyniajac sie do zwigkszonej trwatoéci mRNA w komérkach.3®
Najnowszym dokonaniem w dziedzinie syntetycznych analogdw kapu jest czasteczka najpierw
przedstawiona w pracy Ishikawa et al.**! a nastepnie wprowadzona na rynek pod nazwa CleanCap
przez firme TriLink. Jest to trinukleotydowa czasteczka (m’GpppAmpG), ktérej budowa nie tylko
uniemozliwia odwrotng inkorporacj¢ na koncu 5> mRNA, ale réwniez skutkuje wydajnoscia ko-
transkrypcyjnego kapingu na poziomie 94%, tym samym niemalze catkowicie eliminujgc problem
niekapowanych transkryptow (Rys. 40D).%%2

Na koniec nalezy rowniez wspomnie¢ o roli sekwencji UTR w regulacji stabilnosci
MRNA. Poniewaz UTR nie biorg bezposrednio udzialu w procesie translacji ani nie s3
najistotniejszymi elementami strukturalnymi mRNA z punktu widzenia stabilnosci czasteczki,
wachlarz mozliwosci z zakresu modyfikacji ich struktury jest bardzo szeroki. Powszechnie
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stosowang praktyka jest wprowadzanie do syntetycznych mRNA sekwencji 3’ UTR pochodzacej z
a-globiny,*® a w ostatnich latach przeprowadzono obiecujace badania nad stabilizujacymi
wiasciwosciami fragmentow 3’ UTR pochodzacych np. z mitochondrialnych podjednostek 12S
rRNA.3% Niekiedy kontrolowane obnizenie stabilnosci mRNA stanowi istotny czynnik strategii
terapeutycznej. Ogromnym atutem czgsteczki mRNA jest dynamika zachodzacych z jej udziatem
procesOw — bardzo szybko po wprowadzeniu do komorki ulega ona procesowi translacji i rownie
szybko moze ona zosta¢ usuni¢ta na drodze naturalnej degradacji. W obu przypadkach sa to procesy
stosunkowo tatwe do kontrolowania i przewidzenia, dzigki czemu efekt terapeutyczny preparatow
mRNA jest rowniez przewidywalny. Praktyka umozlwiajaca ograniczenie ekspresji biatka
kodowanego przez syntetyczne mRNA jest wprowadzenie do 3° UTR sekwencji bogatych w
adening i uracyl, co prowadzi do przyspieszonej degradacji transkryptu.3®

4.2.2. Metody regulacji immunogennosci mRNA

Istnieje szereg metod pozwalajacych na manipulacj¢ immunogennos$cia syntetycznych
MRNA, od modyfikacji sekwencji i elementow strukturalnych, az po optymalizacj¢ syntezy i
oczyszczania transkryptow. Syntetyczne mRNA wprowadzane do zywych komorek ma ogromny
potencjat bycia rozpoznanym jako czasteczka pochodzenia patogennego (Rys. 41), tym samym
aktywujac receptory rozpoznajace wzorce (PRR, ang. pattern recognition receptors), czyli biatka
odpowiedzialne za wywotanie nieswoistej odpowiedzi uktadu odpornosciowego.%®
a Unmodified, unpurified mRNA | b Nucleoside-modified, purified mRNA
i ’/'_’\
—~ I \ \, Carrier
(A = | sensing?
P
R

Endosomal- 1
RNA sensing “ J
* TLR3 \
* TLR7 - T e
* TLR8 L )
Typel IFNs < \:
Cytosolic- , A uu -
RKJA sensing %4- AAAAAw AdAAL \z‘&"‘\‘
* PKR N — QQ? o)
L4 OAS % — l / W U .7
* MDAS % \ Native Ag
* RIG-| fl’fj \\ expression
* Others? % \
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» CD86
* MHC class | and Il

Rysunek 41 Schemat reakcji elementow ukladu odpornosciowego komérki dendrytycznej na dwa typy mRNA.
Niemodyfikowane, nieoczyszczone mRNA (cze¢S¢ @) aktywuje szereg receptorow wykrywajgcych kwasy nukleinowe obcego
pochodzenia. Oczyszczone mRNA (czesé b), zawierajgce modyfikacje nukleotydowe i zamknigte w czgsteczce nosnika nie

wywoluje reakcji immunologicznej komorki. Rysunek zapozyczono z pracy Pardi et al. na podstawie licencji nr
5424721506977.%10

Biatka te aktywowane sg zarowno przez jednoniciowe mRNA jak i drugorzgdowe
struktury mRNA, takie jak spinki do wiloséw lokalnie przypominajace dwuniciowe RNA
pochodzenia wirusowego.*®” Aktywacja PRR rozpoczyna szereg reakcji sygnatowych
prowadzacych ostatecznie do wydzielania w komorkach prozapalnych cytokin oraz interferonéw
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typu I. Czasteczki mRNA moga réwniez zosta¢ rozpoznane przez helikazy RNA, w szczegdlnosci
receptory RIG-1 oraz MDA5S (ang. melanoma differentiation-associated protein 5) obecne w
komorkach nie nalezacych do uktadu odpornosciowego. RIG-I wykrywa przede wszystkim
czasteczki dwuniciowych RNA posiadajacych wolne grupy fosforanowe na koncu 5°, a wigc
pozbawione struktury kapu.®® Z kolei MDAS wykrywa dtugie dwuniciowe mRNA 3%

Naturalna immunogennos¢ syntetycznych mRNA, rozumiana tutaj jako reaktogennosc,
czyli nieswoista odpowiedz uktadu odpornosciowego, moze stanowi¢ zaréwno atut jak i znaczaca
przeszkode, zaleznie od jego docelowego zastosowania terapeutycznego. mRNA w pierwszej
kolejnosci zaczgto cieszy¢ sie zainteresowaniem jako potencjalny sktadnik aktywny szczepionek
antywirusowych. Z jednej strony, efektem wprowadzenia szczepionkowego mRNA do organizmu
jest reakcja immunologiczna wywotana obecno$cig kodowanego przez transkrypt antygenowego
biatka. Z drugiej strony, samo mRNA moze stanowi¢ cel dla komorek uktadu odpornosciowego,
petigc tym samym role wlasnego adiuwanta. Syntetyczne mRNA o wysokiej immunogennos$ci
lokalnie wzmacnia aktywno$¢ komorek odpornosciowych, potencjalnie prowadzac do poprawy
skutecznosci preparatu szczepionkowego.®!! Jednakze w przypadku zastosowan mRNA spoza
zakresu immunoterapii, immunogenno$s¢ mRNA nie jest efektem pozadanym i1 moze znaczaco
ograniczy¢ skutecznos¢ danej strategii terapeutycznej.

Efektem transkrypcji in vitro jest wystgpowanie zaré6wno populacji mRNA
niekapowanych, jak i mMRNA dwuniciowych, a wigc czgsteczek o wysokiej immunogennosci. W
poprzednim podrozdziale opisatam techniki eliminacji mRNA niekapowanych. Niezwykle
skuteczng metodg usuwania czgsteczek dwuniciowych jest oczyszczanie syntetycznych mRNA
metodami chromatograficznymi. W szczegolnosci techniki HPLC (ang. high-performance liquid
chromatography) oraz FPLC (ang. fast protein liquid chromatography) pozwalajg na otrzymanie
mRNA wysokiej czystoéci i o znaczaco obnizonej immunogennosci.®®? Oczyszczanie mRNA
metoda FPLC moze skutkowaé zwigkszeniem ekspresji biatka nawet 1000-krotnie w ludzkich
komérkach dendrytycznych.

Jedng z najczesciej stosowanych technik ograniczania immunogennosci mRNA jest
wprowadzanie do jego sekwencji naturalnie wystepujacych, modyfikowanych nukleotydow. Juz w
roku 2008 dowiedziono, ze pseudourydyna nie tylko poprawia stabilno§¢ mRNA, ale rowniez
zapobiega rozpoznaniu mRNA przez kinazy biatkowe R oraz receptory RIG-1.!** Rowniez
zastapienie 25% urydyn oraz cytydyn w sekwencji przez 5-metylocydyne oraz 2-tiourydyne
ogranicza reakcje immunologiczng i prowadzi do zwigkszonej ekspresji biatka.®'® Opisana w
ostatnich latach N*-metylopseudoyrydyna nawet 13-krotnie zwieksza potencjat translacyjny mRNA
wzgledem transkryptow modyfikowanych pseudourydyna.3*

Podczas omawiania naturalnych modyfikacji nukleotydowych mRNA, wspomniatam
jak istotng funkcje¢ stanowig modyfikacje zawarte w obrgbie struktury 5’ kapu. W szczegolnosci
metylacja grupy 2 -OH pierwszego, a niekiedy rowniez drugiego, nukleotydu transkryptu pozwala
elementom ukladu odpornosciowego na odroznienie mRNA komorkowego od kwasow
nukleinowych pochodzenia zewnetrznego, np. wirusowego. mRNA eukariotyczne wystepujace
naturalnie w komérkach nigdy nie posiada na koncu 5” struktury kapu 0.35° Z tego wzgledu mRNA
0 docelowo niskiej immunogenno$ci powinno zawiera¢ strukture 5’ kapu o odpowiednim profilu
metylacji poszczegdlnych grup.
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4.2.3. Regulacja potencjatu translacyjnego syntetycznych mRNA

Ostateczny potencjat translacyjny danej czasteczki mRNA w duzej mierze zalezy od
procesow komorkowych niemajacych bezposredniego zwiazku ze zjawiskiem translacji. Kluczowa
role gra przede wszystkim stabilno$¢ transkryptu, poniewaz im wicksza jest jego przezywalno$¢ w
komorce, tym dluzej trwa proces aktywnej syntezy kodowanego biatka. Z tego wzgledu wiele
modyfikacji chemicznych i strukturalnych, ktorych celem jest ostatecznie poprawa potencjalu
translacyjnego  mRNA, zmniejszeniu podatnoSci transkryptu na degradacje enzymatyczng.
Jednakze, istnieje rowniez szereg metod pozwalajacych na bezposrednig regulacje wydajnosci
procesu inicjacji translacji, na przyktad poprzez zwigkszenie powinowactwa do biatek maszynerii
translacyjne;j.

A o o 5> kap mRNA posiada dwie
N N \H podstawowe funkcje — chroni
Fi\ S ©o o o o <’;\I | L mRNA  przed  przedwczesng
HNT N7 N o—g_—o—z_—o—z_—o—g_—o :O: N NR; degradacjag oraz uczestniczy w
JoT. on oH inicjacji procesu translacji poprzez
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zwiekszajqce potencjat translacyjny czgsteczki mRNA: analog di- Strenkowska e_t al przedstaW|ono
tiotetrafosforanowy (A), A-Se-ARCA (B), analog trinukleotydowy zestaw modyfikacji mostka 5°,5’-

m’Gpppm°AnpG (C). trifosforanowego  stabilizujacych
oddziatywanie struktury kapu z elF4E.*'® Wprowadzono modyfikacje takie jak wydtuzenie mostka
do tetrafosforanu, jak rowniez zastosowanie jednej lub dwoch grup tiofosforanowych w pozycjach
a i/lub B oraz B i/lub y (Rys. 42A). Najwyzsza warto$¢ powinowactwa do eIF4E zaobserwowano
dla analogow kapu posiadajacych mostek tetrafosforanowy 1 zawierajacych modyfikacje
tiofosforanowe w pozycjach B/y. Znalazto to swoje odzwierciedlenie w badaniach wydajnosci
translacji z udzialem mRNA posiadajacych na koncu 5* wspomniane struktury kapu. Analogi kapu
wykazujace najwyzsze powinowactwo do eIF4E przyczynily sie do zwigkszenia wydajnos$ci
translacji mRNA blisko 3-krotnie wzglgdem mRNA zakonczonych struktura kapu 0. Podobnie
obiecujace wyniki osiagnicto stosujac modyfikacje selenofosforanowe mostka (Rys. 42B).3Y7 Z
pomocg badan krystalograficznych wykazano, ze elektrostatyczne oddziatywania pomig¢dzy
atomami siarki lub selenu zawartymi w mostku fosforanowym stabilizuja oddziatywania z kieszenig
wigzacg biatka elF4E. Rola metylacji poszczegdlnych grup w strukturze kapu zostata juz
wielokrotnie wspomniana w konteks$cie rozpoznawania konca 5’ eukariotycznych mRNA przez
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biatka oddziatujace z kapem. W ostatnich latach zbadano wptyw metylacji grupy 2 -OH pierwszego
nukleotydu transkryptu, a w przypadku znajdujacej si¢ na tej pozycji adenozyny rowniez N6-
metylacji, na powinowactwo do eIF4E oraz potencjal translacyjny mRNA (Rys. 42C).3!® Co
ciekawe, obecno$¢ dodatkowych grup metylowych w obrebie pierwszego nukleotydu sekwencji
mRNA nie wplyn¢ta znaczagco na oddzialywanie z eIF4E. Rownocze$nie, w komorkach
dendrytycznych zaobserwowano znaczacy wzrost ekspresji bialka z udzialem niektorych
transkryptow kapowanych wspomnianymi analogami konca 5°.

Omawiajac zjawisko inicjacji translacji wspomniatam, ze budowa odcinka 5 UTR
mRNA ma znaczacy wplyw na poziom ekspresji biatka kodowanego przez konkretne transkrypty.
Mianowicie, dtugie odcinki 5’ UTR bogate w zasady GC i tworzgce trwale struktury drugorzedowe,
jak G-kwadrupleksy RNA, w zdecydowanej wigkszo$¢ przypadkow hamuja proces translacji
poprzez blokowanie migracji podjednostki rybosomalnej 40S wzdtuz tancucha. Istniejg nieliczne
wyjatki sekwencji 5° UTR, ktoérych struktura drugorzedowa z pozoru niekorzystna z punktu
widzenia inicjacji translacji jest sprawnie linearyzowana przez biatko eIF4A.%!° Na chwile obecng
w strukturach IVT mRNA wykorzystuje si¢ szereg wybranych sekwencji 5 UTR, znanych ze
skutecznego promowania inicjacji translacji. Do najpopularniejszych naleza 5° UTR a- i B-globiny,
najczesciej stosowane w potaczeniu z 3° UTR tego samego pochodzenia. UTR z mRNA ludzkiego
biatka szoku cieplnego (HSP, ang. heat shock protein) oraz wybrane UTR pochodzenia wirusowego
réwniez s czesto stosowane w budowie syntetycznych transkryptow.32%24t Wymienione sekwencje
5’ UTR wykorzystywane sg przede wszystkim w celu promowania inicjacji translacji zaleznej od
kapu. Nalezy zaznaczy¢, ze dostgpny jest réwniez alternatywny mechanizm, w ktorym
podjednostka rybosomalna wigze si¢ do mRNA nie za posrednictwem kapu, zamiast tego
oddziatujac z zawarta w 5° UTR sekwencja IRES (ang. internal ribosomal entry site).*?! Obecnoéé
sekwencji IRES pozwala na niezalezng od kapu, uniwersalng translacje mRNA, nawet w sytuacji
niskiego stezenia elF4E w komorkach. Przyktadowo, IRES pochodzaca z mRNA kardiowirusa A
pozwala na wydajng ekspresj¢ bialek bez potrzeby wprowadzania struktury kapu na koncu 5’
mMRNA.*?? Poza procesem inicjacji translacji, kap peti rowniez niezwykle istotng funkcje jaka jest
ochrona mRNA przed degradacja. Dlatego tez wigkszo$¢ syntetycznych mRNA zawiera zarowno
odpowiednia, niekiedy chemicznie modyfikowana, strukture kapu oraz sekwencj¢ IRES w 5 UTR
w celu wzmocnienia potencjatu translacyjnego konstruktu. Po przylaczeniu rybosomu do mRNA,
czy to poprzez interakcj¢ z koncem 5’ czy w sposob niezalezny od kapu, dochodzi do rozpoznania
kodonu start (AUG) w obrebie sekwencji Kozak. Sekwencje Kozak réowniez mozna poddac
optymalizacji w celu poprawy wydajnosci translacji.®?® Na koniec nalezy wspomnieé, ze 3’ UTR
petni przede wszystkim rolg stabilizujaca w czasteczce mRNA, cho¢ zauwazono, ze 3° UTR -
globiny zwigksza réwniez potencjat translacyjny mRNA. Najoptymalniejsze wyniki otrzymano
stosujac dwie nastepujace po sobie sekwencje 3> UTR B-globiny.3%

4.2.4. Modyfikacje ogona poli(A)

Podczas gdy modyfikacje struktury 5’ kapu opracowywane s3 juz od kilku
dziesigcioleci, badania nad modyfikacjami ogona poli(A) trwaja znacznie krocej. Obecny stan
rzeczy nie jest jednakze wynikiem braku zainteresowania badaczy, lub niskiego potencjatu
zwigzanego z rozwojem modyfikacji poli(A), a raczej wynika z probleméw natury technicznej,
ktoére opisane zostaly w ponizszym rozdziale. Problemy te s3 w ostatnich latach skutecznie
rozwigzywane, w wyniku czego juz w trakcie trwania mojego projektu doktorskiego ukazalo sig
kilka bardzo ciekawych i waznych prac zwigzanych z modyfikacjami poli(A) i ich wptywem na
potencjat terapeutyczny mRNA. Ogon poli(A) nie stanowi elementu sekwencji kodujacej i nie
bierze bezposredniego udziatlu w procesie biosyntezy biatek. Mozna wiec zatozy¢, ze jego
modyfikacje nie zaburzaja wigzania rybosomow, co mogloby prowadzi¢ do obnizenia wydajnosci
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procesu translacji. Poli(A) stanowi zatem ciekawy obiekt badan w kontek$cie opracowywania
MRNA o potencjale terapeutycznym - jest to element strukturalny, w obrebie ktorego wprowadzac
mozna réznego rodzaju modyfikacje promujace stabilno$¢ calej czasteczki mRNA i zwigkszajace
jej potencjat translacyjny.

W przeciwienstwie do 5’ kapu, ogon poli(A) nie ma zwarte] i chemicznie
charakterystycznej struktury, stanowi za to cigg nukleotydow obecnych rowniez w catej czasteczce
mRNA. Istnieje kilka niezaleznych sposobow na wprowadzanie modyfikacji w obrebie ogona
poli(A), a kazdy zwigzany jest z innego rodzaju ograniczeniami. Pierwsza metoda polega na
zastosowaniu modyfikowanych 5’-trifosforandw adenozyny podczas syntezy mRNA in vitro na
matrycy DNA, w ktorej zakodowana jest sekwencja poli(A). W efekcie tego podejscia
enzymatycznie syntezowane s3 czasteczki mRNA posiadajace poli(A) o okreslonej dtugosci i
zawierajace modyfikowane podjednostki. Metoda ta wigze si¢ z dwoma gtéwnymi ograniczeniami.
Pierwsze z nich wynika z preferencji substratowych polimeraz RNA wykorzystywanych w
transkrypcji in vitro. Wszelkiego rodzaju modyfikacje struktury 5’-trifosforanéw nukleozydow, w
tym ATP, moga ostabi¢ ich rozpoznawalnos$¢ przez polimerazy RNA i tym samym obnizy¢
wydajno$¢ catego procesu transkrypcji. W kolejnym rozdziale poswigeconym metodom syntezy
czasteczek RNA opisze krotko zagadnienie specyficznosci substratowej polimeraz RNA dzikiego
typu 1 ich mutantéw. Drugim ograniczeniem metody polegajacej na wykorzystaniu
modyfikowanych czasteczek ATP jest fakt, ze sg one wbudowywane w catej strukturze mRNA, a
wiec nie tylko w poli(A), ale rOwniez w obrebie otwartej ramki odczytu kodujacej biatko. W pracy
Strzelecka et al. zostalo dowiedzione, ze zastosowanie czasteczek ATPaS, a wigc zawierajacych
modyfikacje tiofosforanowa, obniza zarowno wydajnos$¢ transkrypcji, jak i powoduje znaczacy
spadek potencjatu translacyjnego wraz ze wzrostem liczby modyfikowanych podjednostek w
strukturze mRNA.1% Mozna wiec wnioskowaé, ze opisana metoda modyfikacji poli(A) jest na tyle
niespecyficzna i nieprecyzyjna, ze moze prowadzi¢ do znaczacej liczby nieprzewidzianych efektow
i skutkéw ubocznych. Tym samym nie stanowi optymalnego rozwigzania w kontekscie
otrzymywania czasteczek mRNA o potencjale terapeutycznym

Inna metoda modyfikacji ogona poli(A) polega na post-transkrypcyjnym przytaczeniu
do konca 3 mRNA sekwencji poliadenylowej przy zastosowaniu modyfikowanych czasteczek
ATP 1 polimerazy poli(A) (PAP). Dzigki temu podejsciu mozna unikngé¢ wprowadzenia
modyfikowanych nukleotydow do sekwencji kodujacej biatko, a pozadane modyfikacje znajduja
si¢ tylko w obrebie struktury poli(A). Owo podejscie rowniez posiada dwa zasadnicze ograniczenia.
Pierwsze z nich zwigzane jest z niejednolita dtugoscia sekwencji poli(A) generowanych przez PAP
bez udzialu matrycy DNA. Do pewnego stopnia mozliwe jest kontrolowanie warunkow reakcji
enzymatycznej poliadenylacji tak, by uzyska¢ mRNA o ogonach poli(A) zblizonej dtugosci.
Jednakze jest to podejscie na tyle niedoktadne, ze w wyniku kazdej reakcji otrzymuje si¢ frakcje
mRNA o ogonach poli(A) r6znigcych si¢ dtugoscig nawet o kilkadziesiat podjednostek.[strzelecka]
Efekt ten dodatkowo potegowany jest w przypadku zastosowania modyfikowanych czasteczek ATP
— wigkszo$¢ polimeraz poli(A), podobnie jak inne transferazy nukleotydowe, wykazuje wysoka
specyficznoé¢ substratowa.’** Modyfikacje nukleotydowe, zwlaszcza znajdujace sic w obrebie
zasady azotowej, moga powodowaé znaczace spowolnienie, a nawet wstrzymanie procesu
polimeryzacji.**®* W syntezie mRNA o potencjale terapeutycznym powtarzalno$¢ i precyzja oraz
jednoznaczno$¢ struktury i wynikajacych z niej wtasciwosci transkryptow sa kluczowe. Dlatego tez
owa strategia modyfikacji poli(A) najpewniej nie znajdzie zastosowania w otrzymywaniu
terapeutycznych mRNA, ale moze by¢ korzystna na potrzeby syntezy mRNA do celow
badawczych. Jeden z przyktadow modyfikacji ogona poli(A) z uzyciem PAP zaprezentowany zostat
w pracy autorstwa Anhiuser et al. z roku 2019.3%® Do kofica 3> mRNA przylaczone zostaty
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podjednostki zawierajace modyfikacj¢ azydkowa, umozliwiajaca réwniez fluorescencyjne
znakowanie i wizualizacj¢ mRNA w zywych komorkach i organizmach modelowych, czego
dowiedziono w pdzniejszej pracy.**’ Sama obecno$é grupy azydkowej nie wplywala znaczaco na
potencjat translacyjny mRNA, podczas gdy na podstawie mRNA poddanego znakowaniu
fluorescencyjnemu powstawato nawet 3-krotnie wiecej biatka. Zastosowane modyfikacje sg wigc
korzystne pod katem zwickszania potencjatu translacyjnego syntetycznych mRNA, jak rowniez
umozliwiajg wizualizacj¢ transkryptoéw in vivo.

W rozdziale 2 wspomniatam o wystepowaniu u niektdrych organizméw czasteczek
mRNA posiadajacych ogony poli(A) o segmentowej strukturze. Wstawki w postaci pojedynczych
nukleotydow lub catych fragmentow sekwencji niebedacych adeninag, blokuja degradacje
enzymatyczng przeprowadzang przez komoérkowe deadenylazy. Moze to skutkowac znaczgco
zwickszong ekspresja biatka kodowanego przez tak zmodyfikowane mRNA.3% Zjawisko to
wykorzystane zostalo podczas opracowywania szczepionek przeciw SARS-CoV-2 opartych na
strukturze mRNA, wprowadzonych na rynek przez Pfizer-BioNTech.®® Przyktad zastosowania
tego typu modyfikacji poli(A) przedstawiony zostat w pracy Li et al.*® Autorzy opisuja korzystny
wplyw obecnosci cytydyny w sekwencji poli(A) syntetycznych czasteczek mRNA na ich trwatos¢
zarowno invitro jak i in vivo. Efekt ten przektadat si¢ na zwigkszong produkcj¢ biatek kodowanych
przez modyfikowane mRNA. Autorzy pracy wskazujg, ze wydluzony czas zycia modyfikowanych
mRNA wynika przede wszystkim z zahamowania aktywnosci kompleksu deadenylujacego CCR4-
NOT, a w szczeg6lnosci jego dwoch podjednostek katalitycznych CNOT6L oraz CNOT7. Owe
podjednostki wykazuja znacznie obnizong wydajno$¢ usuwania cytydyny z sekwencji poli(A)
wzgledem ich naturalnego substratu, czyli adenozyny. Szczegdlnie Kkorzystny efekty
zaobserwowano, gdy okolo 20% sekwencji poli(A) zastgpiono cytydyna, zwlaszcza w sytuacji
skupienia modyfikacji w poblizu konca 3°.

W pracy Krawczyk et al. (nieopublikowanej w momencie pisania niniejszej rozprawy
doktorskiej) wykazano, ze opracowane przez Moderng¢ mRNA-1273, bedace szczepionka przeciw
wirusowi SARS-CoV-2, zawiera modyfikacje konca 3° o szczegodlnie interesujacych
whasciwosciach.**® mRNA-1273 posiada ogon poli(A) dlugosci okoto 100 adenozyn zakonczony
sekwencja mPCmWYAG. Owa sekwencja zakodowana jest w matrycowym DNA i jest najpewniej
pozostatos$cig po cigciu matrycy przez enzymy restrykcyjne. mRNA-1273 ulega re-adenylacji, a
wigc enzymatycznemu wydtuzeniu ogona poli(A), w przypadku podania preparatu domigsniowo.
Szczegotowe badania prowadzone w komorkach uktadu odporno$ciowego dowiodly, ze w
makrofagach sekwencja mYCmWAG jest usuwana, a nastgpnie do konca 3’ szczepionkowego
mRNA dotagczane s3 nowe podjednostki A, w efekcie czego dtugos¢ ogona poli(A) sigga nawet 200
adenozyn. Autorzy pracy postuluja, ze opisane przez nich wtasciwosci mRNA-1273 przektadaja si¢
na wysoka skuteczno$¢ preparatu szczepionkowego, jak rowniez stwarzaja nowe mozliwosci
poprawy wlasciwosci preparatow opracowywanych w przysztosci.

Ostatnia omawiang przeze mnie metodg modyfikacji ogona poli(A) jest post-
transkrypcyjne przytaczanie do konca 3’ czasteczek RNA nukleotydow lub oligonukleotyddw na
drodze enzymatycznej ligacji. Ligazy RNA 1 DNA, na przyktad powszechnie stosowana ligaza T4
RNA 1, katalizujg polaczenie dwoch fragmentow kwasdéw nukleinowych. Z uzyciem ligazy T4
RNA 1 mozliwe jest przylaczenie do konca 3’ dowolnego prekursora RNA oligonukleotydu o
dhugosci nawet kilkudziesigciu podjednostek. Ograniczenie stanowi potrzeba wystepowania grupy
fosforanowej na koncu 5’ oligonukleotydu (donora) oraz wolnej grupy 3°-OH na koncu 3’
(akceptora) wyjsciowej czasteczki RNA. Przytaczane oligonukleotydy moga zosta¢ otrzymane na
drodze syntezy chemicznej i zawiera¢ réznego rodzaju modyfikacje nukleotydowe, w tym
modyfikacje uniemozliwiajace wielokrotng ligacje do konca 3’ prekursora RNA. Opisana strategia
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jest korzystna zaréwno pod katem réznorodno$ci potencjalnych modyfikacji konca 3> mRNA, jak
i precyzji ich wprowadzania. Nie liczac ewentualnych wyzwan syntetycznych zwigzanych z
otrzymywaniem modyfikowanych oligonukleotyddw, jedynym znaczacym ograniczeniem owej
metody jest specyfika substratowa ligaz RNA. Przyktadowo, ligaza T4 RNA 1 wykazuje
preferencje wzgledem nukleotydow akceptora (A > G > C > U) oraz donora ( pC > pU > pA >
pG),*! jak rowniez niektore z modyfikacji chemicznych akceptowane sa tylko w pewnym
oddaleniu od miejsca taczenia.®*? Przyktad owej strategii zaprezentowany zostat w pracy z roku
2022 autorstwa Aditham et al.®* We wspomnianej pracy przedstawiona zostata idea przylaczenia
fragmentow oligonukleotydowych do konca 3° mRNA w celu zwickszenia stabilnosci
transkryptow. Autorzy pracy zaprojektowali szereg 5’-fosforylowanych oligonukleotydow,
zawierajacych zarowno sekwencje RNA jak i DNA, zawierajacych roznego rodzaju modyfikacje
chemiczne i strukturalne. Ostatecznie wykazali, ze zwtaszcza obecnos¢ tiofosforanow oraz G-
kwadrupleksow DNA zwigksza stabilno$¢ i przezywalno$¢ mRNA kodujgcego fluorescencyjne
biatko GFP w komérkach HelLa wzgledem kontrolnych transkryptow. W efekcie zastosowanych
modyfikacji udato si¢ osiagna¢ nawet 3-krotnie zwigkszong produkcje biatka. Autorzy zbadali
rowniez cytotoksycznos¢ oraz immunogennos¢ modyfikowanych mRNA. Dowiedziono, ze
obecnos¢ tiofosforanow, wigzan DNA-RNA oraz podjednostek hamujacych polimeryzacje nie jest
toksyczna dla komorek HeLa, jak rowniez nie wywotuje wiekszej odpowiedzi immunologicznej w
komorkach wzgledem kontrolnych czasteczek mRNA. Ze wzgledu na jej szczegolne zalety i szeroki
wachlarz mozliwosci doboru modyfikacji nukleotydowych, to wtasnie strategia modyfikacji
koncéw 3° RNA metoda enzymatycznej ligacji zostala przeze mnie wykorzystana w drugiej czesci
projektu doktorskiego.

Na koniec chcialabym rowniez wspomnie¢ o istotnej kwestii zwigzanej 2z
projektowaniem syntetycznych mRNA, a mianowicie optymalnej dhlugosci ogona poli(A).
Podobnie jak w przypadku 5° kapu, regulacja potencjatu translacyjnego mRNA poprzez
manipulacje strukturg ogona poli(A) wynika przede wszystkim z jego stabilizujgcych wlasciwosci
umozlwiajacych dtuzsza przezywalnos¢ mRNA w komorce. Na chwile obecng w czasteczkach
syntetycznych mRNA najczeéciej stosuje si¢ poli(A) o dtugosci 64-150 adenozyn,®*3% cho¢
dostepne sag badania, ktore wykazaty, ze optymalna dtugos¢ poli(A) silnie zalezy od typu komorek,
w ktorych zachodzi translacja. Przyktadowo, komoérki HeLa wykazuja najwyzszy poziom ekspresji
biatlek z udziatem mRNA o poli(A) dlugosci 40-98 adenozyn.®* Z kolei w komorkach
dendrytycznych produkcja bialek osigga maksimum dla mRNA z ogonem o dtugosci okoto 120
adenozyn.?? Dowiedziono réwniez, ze obecno$é ogona poli(A) o dhugosci przynajmniej 150
adenozyn znaczaco ogranicza immunogenno$¢é mRNA.*¥' Dhugie sekwencje poli(A) majg wiec
potencjat nie tylko zwigkszenia stabilno$ci syntetycznego transkryptu, ale rowniez ograniczenia
odpowiedzi uktadu odpornosciowego na jego obecnos¢.
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5. Metody otrzymywania syntetycznych oligorybonukleotydow, RNA oraz
MRNA

W poprzednich rozdzialach szczegdétowo opisatam mozliwos¢ wykorzystania
oligonukleotydow, RNA oraz syntetycznych mRNA do celéw zaréwno terapeutycznych, jak i
badawczych. Poruszona zostata tematyka wprowadzania do struktur wspomnianych czasteczek
chemicznych modyfikacji, pozwalajacych na manipulacje ich strukturg przestrzenna, stabilnoscig i
wlasciwosciami biologicznymi oraz farmakokinetycznymi. Wyobraznia i wiedza badacza sa
niezbedne dla dokonania kazdego odkrycia i opracowania dowolnej metody, jednakze w przypadku
skomplikowanych biomolekut, jakimi sa kwasy nukleinowe, to mozliwosci syntetyczne stanowig
czgsto najwicksze wyzwanie. Niniejszy rozdziat chcialabym poswigci¢ przedstawieniu
podstawowych informacji dotyczacych otrzymywania czgsteczek RNA, od krétkich
oligonukleotydow po biologicznie aktywne mRNA. Oméowione zostang dwie podstawowe metody
syntetyczne — synteza w fazie stalej oraz transkrypcja in vitro. W konteks$cie wspomnianych metod
przedstawione zostang rowniez Sposoby wprowadzania wybranych modyfikacji chemicznych do
struktur RNA.

5.1. Otrzymywanie kwasow rybonukleinowych metoda syntezy w fazie stalej

Najczesciej stosowang metoda otrzymywania oligorybonukleotydow jest chemia
amidofosforyndéw. Metoda ta opracowana zostata w latach 80 bieglego wieku przez par¢ badaczy,
Beaucage’a i Caruthersa, w celu otrzymywania syntetycznych czasteczek DNA o0 ustalonej
sekwencji oraz dtugoséci do ~150 podjednostek.>® Z pozoru zaadaptowanie dobrze ustalonej metody
syntezy oligonukleotydow DNA na potrzeby otrzymywania RNA stanowilo proste zadanie.
Jednakze kluczowa réznica w strukturze owych kwasow nukleinowych, a wigc obecno$¢ wysoce
reaktywnej grupy 2’-OH w obrebie rybozy RNA, znaczgco komplikuje owo zadanie. W celu
uniknigcia niepozadanych reakcji pobocznych, grupy hydroksylowe oraz egzocykliczne grupy
aminowe nukleozydu sa odpowiednio chemicznie zabezpieczone, co w efekcie prowadzi do
powstania amidofosforynu nukleozydu (3).3%° W przypadku oligonukleotydéw RNA wymagane
jest wprowadzenie dodatkowej grupy zabezpieczajacej grupy 2’-OH do struktury amidofosforynu,
co wydluza proces otrzymywania podjednostki oraz najczesciej obniza koncowa wydajnosé
syntezy. Synteza metoda amidofosforynowg przebiega wedle cyklicznego protokotu, sktadajacego
si¢ z szeregu etapow odbezpieczania wybranych grup funkcyjnych amidofosforynéw i sprzggania
nowej podjednostki z koficem 5> powstajacego oligonukleotydu.*® Synteza rozpoczyna sie od
pierwszego rybonukleozydu kowalencyjnie zwigzanego ze stalym, nierozpuszczalnym podtozem
(najczesciej z porowatego szkta lub polistyrenu). Ogolny schemat cyklu syntetycznego
przedstawiony jest na Rysunku 43.
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Rysunek 43 Ogolny schemat cyklu syntezy oligonukleotydu RNA metodq amidofosforynowq. BiB2 — naturalne bgdz
modyfikowane zasady kwasoéw nukleinowych; DMTr - grupa zabezpieczajgca dimetoksytrytylowa; PG — wybrana grupa
zabezpieczajgca w pozycji 2°-OH.

5.1.1. Etapy syntezy w fazie statej wraz z omowieniem grup zabezpieczajgcych

Pierwszym krokiem cyklu w syntezie metoda amidofosforynowg jest odbezpieczenie
grupy 5-OH w kwasowych warunkach (2). Krok ten nazywa si¢ czgsto detritylacja, poniewaz
prawie bez wyjatku do zabezpieczenia grupy 5’-OH wykorzystuje si¢ pochodne tritylowe.
Najczesciej stosowana grupa zabezpieczajaca jest DMTr (ang. 4,4'-Dimethoxytrityl; Rys. 44A).3%

A DMTr B TBDMS

OMe

Rysunek 44 Wybrane grupy zabezpieczajgce stosowane w chemii amidofosforynowej. Grupa zabezpieczajgca DMTr (4);
grupy zabezpieczajgce 2'-OH (B).
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Metoksylowe pochodne tritylu sa popularne nie tylko ze wzgledu na latwos¢ w
zastosowaniu syntetycznym, ale rowniez w warunkach kwasowych tworza one barwne, silnie
absorbujace kationy, co znaczaco ulatwia obserwacje¢ postepu i wydajnosci reakcji po kazdym
zakonczonym cyklu syntezy. W efekcie detritylacji zwigzany z podlozem statym nukleozyd posiada
wolng grupe 5-OH, do ktdrej przytaczona moze zosta¢ kolejna podjednostka fancucha.

Znajdujaca si¢ w pozycji 3’ grupa fosforynowa kolejnego amidofosforynu musi ulec
aktywacji, aby mozliwe byto wydajne przylaczenie podjednostki do rosngcego tancucha RNA (3).
Najczesciej stosowanym aktywatorem jest BMT (ang. 5-benzylmercaptotetrazole), zapewniajacy
wysoka wydajnosé etapu sprzegania.>* Jego wykorzystanie umozliwia otrzymanie nawet bardzo
dhugich tancuchéow RNA (do ~110 podjednostek).®*? Jednakze, nalezy zaznaczyé, ze z
wykorzystaniem obecnie dostgpnych metod syntetycznych otrzymanie tancucha dhuzszego niz ~60
podjednostek z zadowalajagcg wydajnoscig nie jest osiggalne. Powstajacy przejsciowo kompleks
tetrazolowy (9) pei role grupy odchodzacej w momencie ataku nukleofilowego grupy 5-OH
ostatniej podjednostki oligonukleotydu (Rys. 45). W efekcie dochodzi do utworzenia wigzania
fosfotriestrowego pomiedzy kolejnymi podjednostkami tancucha (4).
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Rysunek 45 Schemat aktywacji oraz sprzegania kolejnej podjednostki tarcucha oligonukleotydu RNA. Aktywacja
amidofosforynu z udzialem kwasowego azolu, tutaj BMT (i), podstawienie nukleofilowe przez grupe 5’-OH oligonukleotydu
(if).

Etap sprzegania charakteryzuje si¢ najczesciej wysoka wydajnoscia, bliska 100%.
Jednakze osiaggniecie doktadnie 100% wydajnos$ci jest niezwykle malo prawdopodobne i z tego
wzgledu przynajmniej niewielka czg$¢ oligonukleotydow nie ulegnie wydtuzeniu o kolejna
podjednostke w kazdym cyklu syntezy. W celu uniemozliwienia powstawania trudnych do
wykrycia niekompletnych produktow, posiadajacych w $rodku sekwencji pojedyncze delecje,
wolne grupy 5’-OH sa permanentnie blokowane po kazdym etapie sprzegania (5). Odczynnik
blokujacy, potocznie znany jako Cap B, zawierajacy bezwodnik octowy i lutydyne¢ z dodatkiem 4-
(dimetyloamino)pirydyny, estryfikuje nieprzereagowane grupy 5°-OH i skutecznie uniemozliwia
wydluzanie nieprawidtowych sekwencji. Ostatnim etapem cyklu jest utlenianie niestabilnego
fosforynu powstajacego w wyniku sprzggania, do stabilnego fosforanu (6). Utlenianie zachodzi
najczgsciej w obecnosci jodu, w roztworze wodno-organicznym. Dalsze wydtuzanie tancucha
oligonukleotydu wymaga ponownej detrytylacji grupy 5 -OH, co umozliwia przytaczenie kolejnej
podjednostki w nastgpnym cyklu syntetycznym (8). Po zakonczonej syntezie gotowe
oligonukleotydy odcinane sg od statego podtoza w warunkach zasadowych, np. poprzez dziatanie
stezonego roztworu amoniaku. Réwnoczes$nie odbezpieczeniu ulegaja grupy fosforanowe oraz
egzocykliczne grupy obecne w zasadach nukleotydéw, a w ostatniej kolejnosci odbezpieczana jest
grupa 2’-OH (7).

Jak juz wspomniatam, to skuteczne zabezpieczenie grupy 2 -OH stanowito najwigksze
wyzwanie na poczatkowych etapach rozwoju chemii amidofosforynowej RNA. Kluczowa kwestig

78



byto niedopuszczenie do powstawania produktow ubocznych na skutek utworzenia wigzania w
pozycji 2’ kolejnego nukleotydu, zamiast pozadanego wigzania w pozycji 3°. Z tego wzgledu grupa
zabezpieczajaca 2’-OH musi pozosta stabilnie zwigzana przez wszystkie etapy detrytylacji,
utleniania czy odbezpieczania egzocyklicznych grup aminowych. Réwnocze$nie musi by¢ mozliwa
do usuniecia w jednym kroku po zakonczeniu wszystkich innych etapdw syntezy i odbezpieczania.
Nie moze réwniez ulega¢ migracji do pozycji 3’ rybozy ani blokowaé etapow aktywacji i
sprzggania. Najczesciej stosowane sg grupy zabezpieczajgce podatne na usuwanie w obecnosci
jonow fluorkowych. Dobrym przyktadem jest tert-butylodimetylosilil (TBDMS; Rys. 44B),
spetniajacy wszystkie zalozenia dobrej grupy zabezpieczajacej.3*® Jedyna wada jest rozmiar owe;
grupy, przez obecnosc¢ ktorej spada wydajnos¢ sprzegania, a jego czas wydtuza si¢ kilkukrotnie dla
tancuchow RNA wzgledem syntezy DNA. Problem wydajno$ci sprzegania zostat w duzej mierze
rozwigzany wraz z wprowadzeniem skutecznych aktywatorow, jak wspomniany juz BMT. Dobrg
alternatywa w syntezie krotkich tancuchéw jest grupa PivOM (ang. privaloxyloxymethyl; Rys.
44B),** pozwalajaca na okoto 5-krotnie krétszy czas sprzegania wzgledem TBDMS.

5.1.2. Synteza RNA zawierajgcych chemiczne modyfikacje

W rozdziale drugim omoéwitam modyfikowane nukleotydy w kontekscie ich
naturalnego wystepowania w strukturach RNA oraz zastosowania w ramach celowej modyfikacji
syntetycznych tancuchéw. Wspomnialam o mozliwo$ci wprowadzania modyfikowanych
podjednostek do RNA syntezowanych zardwno enzymatycznie in vitro jak i metoda
amidofosforynowa. W obecnej czgéci pracy chciatabym na kilku przykladach omoéwi¢ metody
chemicznych modyfikacji RNA w ramach syntezy w fazie state;j.

Jedna z najczgsciej stosowanych modyfikacji syntetycznych RNA jest wprowadzenie
do tancucha grup tiofosforanowych. Ich obecnoé¢ bardzo skutecznie zabezpiecza czasteczki RNA
przed degradacjg enzymatyczna, znaczaco zwigkszajac ich zywotno$¢ w warunkach in vitro i in
vivo. Modyfikacja polegajaca na zastgpieniu jednego z niemostkowych atomow tlenu atomem siarki
jest stosunkowo prosta i wydajna — wymaga wprowadzenia niewielkiej zmiany w etapie utleniania
nastepujacym po sprzeganiu nowej podjednostki z tancuchem oligonukleotydu. Transfer atomu
siarki zachodzi z udzialem jednego z komercyjne dostepnych reagentow, np. DDTT (ang. 3-
[(Dimethylaminomethylene)amino]-3H-1,2,4-dithiazole-5-thione).3°  Jak  juz  uprzednio
zaznaczylam, powstajacy chiralny tiofosforan wystepuje w postaci dwoch diastereoizomerow Sp
oraz Rp, W r6znych proporcjach zaleznie od warunkéw reakceji i uzytych reagentéw. Przyktadowo,
zastosowanie w syntezie czesto wystepujacego potaczenia grupy zabezpieczajacej 2 -OH TBDMS
oraz aktywatora BMT skutkuje powstaniem izomeru Rp w przewadze.?* O ile najczesciej mozliwe
jest rozdzielenie stereoizomerow oligonukleotydow zawierajacych pojedyncza modyfikacje
tiofosforanowa, sytuacja jest duzo bardziej skomplikowana w przypadku tancuchéw wielokrotnie
zmodyfikowanych. W takim przypadku najczesciej w badaniach i terapiach stosuje si¢ mieszaning
wszystkich stereoizomeréw danego zwigzku. Jednakze zazwyczaj trudno jest przewidzieé
wiasciwosci biologiczne i1 farmakokinetyczne takiej mieszaniny. W ostatnich latach opracowana
zostata metoda pozwalajaca na selektywng synteze wybranego stereoizomeru.® Zastapienie
czasteczki amidosforynu chiralnym fosforanem oraz zastosowanie grupy pomocniczej, w
polaczeniu ze specjalnym aktywatorem, pozwala na otrzymanie oligonukleotydéw czystych pod
wzgledem stereochemicznym. Istnieje réwniez o mozliwos¢ wprowadzenia atomow siarki w
miejsce mostkowych atoméw tlenu.® Pomaga to unikng¢ komplikacji zwiazanych z
wystepowaniem trudnej do rozdzielenia mieszaniny stereoizomerow.

Modyfikacje rybozy najczesciej stosowane sg w obrebie grupy 2°-OH, gdzie
rownoczesnie moga pehié role grupy zabezpieczajacej.®*®* W odroznieniu od modyfikacji
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tiofosforanowej, nie moga by¢ one wprowadzone w ramach cyklu syntetycznego. Niezbedne jest
zastosowanie amidofosforyndéw juz zawierajacych pozadang modyfikacje. Niewielkie modyfikacje,
takie jak metylacja grupy 2 -OH oraz podstawienie w jej pozycje atomu fluoru lub grupy aminowe;j,
sa kompatybilne z synteza w fazie stalej. Mozliwe jest rowniez zastosowanie amidofosforynow
posiadajacych bardziej zaawansowane chemicznie modyfikacje, takie jak wielokrotnie juz
wspomniane LNA.2* LNA oraz ich liczne pochodne powszechnie stosowane s3 w strukturach
aptamerow oraz ASO. Ich inkorporacja do tancucha RNA jest mozliwa z wykorzystaniem
standardowej metody amidofosforynowej, bez potrzeby zastosowania specjalnych reagentdw.

Modyfikacje zasad w wigkszosci s3 w pelni kompatybilne z metoda
amidofosforynowa. Zaréwno niekanoniczne naturalnie wystepujace nukleotydy, takie jak inozyna
czy pseudourydyna oraz metylowane zasady m®A, m*A, m°C,'% jak i nienaturalne modyfikowane
nukleotydy moga zostaé wiaczone do oligonukleotydéw RNA.3*® Wyzwanie stanowi przede
wszystkim synteza stabilnych amidofosforynéw zawierajagcych wspomniane modyfikacje. Ze
wzgledu na umiejscowienie modyfikacji w strukturze nukleozydu, nie stanowig one przeszkody na
etapie sprzegania.

5.2. Transkrypcja in vitro

Enzymatyczna synteza RNA w wielu przypadkach stanowi dobrg alternatyweg dla
syntezy w fazie stalej, zaleznie od potrzeb badacza. Niewatpliwg zaleta metody amidofosforynowe;j
jest mozliwos$¢ otrzymania bardzo duzych ilosci RNA w zautomatyzowany sposob. Z kolei jej
gléwnym graniczeniem jest mozliwo$¢ syntezy tylko stosunkowo krotkich sekwencji, o dlugosci
do okoto 60 podjednostek. Dodatkowo, ze wzgledu na warunki reakcji, zastosowanie labilnych
czasteczek modyfikowanych nukleozyddw jest znaczaco utrudnione. Transkrypcja in vitro pozwala
otrzymac¢ niewielkie ilosci RNA, za to teoretycznie bez gornej granicy co do dlugosci sekwencji.
Warunki reakcji sa rowniez bardzo tagodne, co zwigcksza zakres mozliwosci wprowadzenia
strukturalnych i chemicznych modyfikacji do syntezowanego tancucha, o ile wykorzystana w
reakcji polimeraza zaakceptuje dang czasteczke jako substrat.

5.2.1. Polimerazy RNA

W transkrypcji in vitro stosuje si¢ trzy gléwne systemy, zalezne od stosowanej
polimerazy — SP6, T3 oraz T7.3% Wszystkie trzy wymienione polimerazy pochodza z
bakteriofagow i zbudowane sa z jednej podjednostki katalitycznej o wielkosci okoto 100 kDa. Sa
one zalezne od dwuniciowej matrycy DNA oraz wymagaja obecnosci konkretnych sekwencji
promotorowych o dtugosci 23 par zasad.**® Umozliwiaja synteze czasteczek RNA o dtugosci od
~30 do nawet 10* nukleotyd6éw. Pozadang sekwencje nalezy umieéci¢ ponizej sekwencji promotora
w kierunku 5° w sekwencji matrycy DNA. Poniewaz aktywna transkrypcja zaczyna si¢ juz na
podstawie sekwencji promotora, koniec 5’ kazdego syntetycznego RNA uzyskanego z udzialem
wybranej polimerazy zawsze zawiera krotki fragment o identycznej sekwencji. Zaleznie od
dhugosci docelowego tancucha RNA, stosuje si¢ roznego rodzaju matryce DNA (Rys. 46). Matryce
w postaci linearyzowanych enzymatycznie wektoréw plazmidowych preferowane sa w przypadku
syntezy duzych ilosci RNA o dlugosci >100 nukleotydow. Matryce bedace produktami namnazania
wybranej sekwencji metoda PCR, czyli reakcji tancuchowej polimerazy (ang. polymerase chain
reaction), pozwalajg na uzyskanie niewielkich iloéci produktu RNA, ale za to daja mozliwo$¢ tatwej
manipulacji wybrang sekwencja. W przypadku syntezy krotkich RNA o dlugosci <100
podjednostek stosuje si¢ matryce w postaci oligonukleotydow DNA, w ktorych tylko fragment
zawierajacy sekwencj¢ promotora musi by¢ dwuniciowy.
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Rysunek 46 Typy matrycy DNA wykorzystywanych w transkrypcji in vitro, na podstawie syntezy z udzialem polimerazy T7.
Rysunek zapozyczony z pracy Beckert & Masquida.3*®

5.2.2. Synteza modyfikowanych RNA metodg transkrypcji in vitro

Substratami dla polimeraz RNA sg 5’-trifosforany nukleozydéw. Niemodyfikowane
5’-trifosforany kanonicznych nukleozydow sa dostepne handlowo. Podstawowym wyzwaniem
syntetycznym jest wigc otrzymanie pozadanego modyfikowanego nukleozydu Iub jego 5°-
monofosforanu, a nastepnie przeprowadzenie jego fosforylacji. Sam proces fosforylacji najczesciej
wymaga kilku etapow, z ktorych kazdy skutkuje obnizeniem catkowitej wydajnosci syntezy, jak
rowniez grozi rozpadem bardziej labilnych modyfikowanych czasteczek. W ostatnich latach
powstato wiele prac demonstrujagcych wydajne metody syntezy chemicznie modyfikowanych 5°-
trifosforanow nukleozyddw. Sposoby otrzymywania podjednostek na potrzeby transkrypcji in vitro
nie beda omawiane w niniejszej rozprawie.®1%2%3 Wgrod najczeéciej stosowanych modyfikacji
nukleotydowych dominuja promujace stabilno$¢ enzymatyczng modyfikacje grupy 2-OH w
obrebie rybozy, majace rowniez potencjat wptywania na struktur¢ drugorzgdowa oraz parowanie
zasad.***3% Nie brakuje tez przyktadéw zastosowania modyfikacji w obrebie zasady, majacych
szereg zastosowan — od obrazowania proceséw zachodzacych z udziatem czgsteczek RNA, po
zwickszanie stabilnosci kompleksow aptameréw i ich celéw molekularnych, 363738 Jak juz
wspomniatam, to specyficzno$¢ substratowa odpowiedzialnych za synteze czasteczek RNA
polimeraz stanowi najwigksze wyzwanie w transkrypcji in vitro.

W syntezie in vitro czasteczek RNA zawierajacych chemicznie modyfikowane
nukleotydy najczesciej wykorzystuje sie polimeraze T7. W swojej naturalnej formie (WT, ang.
wild-type) akceptuje szereg modyfikacji strukturalnych swoich nukleotydowych substratéw, w tym
na przyktad wymienionych juz modyfikacji rybozy, jak rowniez obecno$¢ grup umozliwiajacych
post-transkrypcyjne modyfikacje i znakowanie syntetycznych czasteczek RNA.%%30 Jednakze
cze$¢ pozadanych modyfikacji zaburza wigzanie nukleotyddéw do naturalnej formy polimerazy. Z
tego wzgledu metodami inzynierii genetycznej stworzono szereg mutantow polimerazy T7,
akceptujacych szeroki zakres chemicznie modyfikowanych nukleotydow. Przyktadowo, otrzymana
w 1995 roku polimeraza T7 RNA Y639F akceptuje pirymidyny zawierajace atom fluoru w pozycji
2’ rybozy.*! Z kolei mutant T7 RNA Y639F H784A akceptuje podstawniki grupy 2’-OH w postaci
grupy metylowej lub azydkowej.*®> W roku 2012 odkryto termofilng polimeraze SynS, bedaca
homologiem polimerazy T7.*® Wymaga ona nizszej temperatury oraz mniejszego stezenia
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substratow nukleotydowych w celu przeprowadzenia transkrypcji z wydajnoscig porownywalng z
T7 i, w przeciwienstwie do tradycyjnie stosowanej polimerazy, chetnie akceptuje chemiczne
modyfikacje 5’-trifosforanéw guanozyny. Kilka lat p6zniej uzyskano mutanta Syn5-Y564F, ktory
z wydajnos$cia wyzszg niz T7 wlacza do tancuchow RNA nukleotydy zawierajace modyfikacje 2’ -
fluorowa.® Kolejne odmiany polimerazy Syn5 moga wiec umozliwi¢ synteze tancuchéw RNA
zawierajacych modyfikacje nieakceptowane przez powszechnie stosowang polimeraze T7, tym
samym dajac nowe mozliwosci z zakresu modyfikacji czasteczek RNA.

Ciekawg alternatywe dla biatkowych polimeraz RNA stanowa rybozymy. Podobnie do
enzymow biatkowych, rybozymy przeprowadzaja synteze oligonukleotydow RNA w oparciu o
martyce DNA.** Przyktadowo, rybozym Z RNA akceptuje szereg chemicznych modyfikacji
urydyny, takich jak LNA, podstawienie atomem fluoru w pozycji 2’ rybozy, czy niewielkie
modyfikacje zasady.® Uzyskane do tej pory rybozymy o aktywnosci polimerazy wciaz nie moga
si¢ mierzy¢ ze swoimi biatkowymi odpowiednikami pod wzgledem szybkosci, doktadnosci i
wydajnos$ci syntezy kwasow nukleinowych, jednakze majg niezaprzeczalny potencjat.
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6. Termoforeza mikroskalowa w badaniach kwaséw nukleinowych

Metody fluorescencyjne stanowig niezastgpiony element badan nad wtasciwosciami
biomolekut oraz ich kompleksow. Pozwalajg na zarowno ilosciowe, jak i jakosciowe badania
proceséw biologicznych. Z jednej strony umozliwiajg wizualizacj¢ oraz lokalizacje wybranych
biomolekut, zarowno w komoérkach, jak i organizmach zywych. Z drugiej, pozwalaja na biofizyczne
badania wlasciwosci czasteczek in vitro, poczawszy od dynamiki zwijania biatek, przez kinetyke
reakcji enzymatycznych, a Kkofnczac na wyznaczaniu statych dysocjacji kompleksow
molekularnych.

Przez lata rozwoju biologii molekularnej 1 biofizyki powstato wiele badawczych metod
fluorescencyjnych wykorzystujacych najrozniejsze zjawiska fizyczne oraz wlasciwosci
biomolekut. W zdecydowanej wigkszosci sg to techniki pozwalajace na wyznaczanie z duza
doktadnos$cig konkretnych parametrow danej czasteczki, czy zachodzacej z jej udziatem interakcji,
ale tylko pod warunkiem, Ze dany uklad badawczy spetnia $cisle okreslone zalozenia. Przyktadowo,
metody oparte na zjawisku wygaszania fluorescencji lub transferze energii rezonansowej Forstera
umozliwiaja wyznaczanie statych dysocjacji komplekséw molekularnych, jednakze wymagaja
konkretnego umiejscowienia fluoroforow oraz ich odpowiedniej orientacji przestrzennej wzgledem
siebie. Z kolei metody wykorzystujace zjawisko dyfuzji, jak anizotropia fluorescencji (dyfuzja
rotacyjna) czy spektroskopia korelacji fluorescencji (dyfuzja translacyjna), pozwalaja wydajnie
bada¢ dynamike tworzenia si¢ komplekséw. Przy czym charakteryzuja si¢ wysoka doktadnoscia
tylko w sytuacji bardzo wyraznych zmian konformacyjnych oddziatujacych czasteczek lub gdy
rozmiar tworzacego si¢ kompleksu jest znaczaco wigkszy od rozmiaru fluorescencyjnej czasteczki
wchodzacej] w jego sktad. Jedng z nielicznych technik, ktére nie wykorzystuja zjawiska
fluorescencji a pozwalaja na badanie dynamiki oddziatywania czasteczek, jest izotermiczna
kalorymetria miareczkowa. Dzigki pomiarom ciepta pochtanianego lub wydzielanego w wyniku
oddziatywania  biomolekul, mozliwe jest bezposrednie  wyznaczenie  parametrow
termodynamicznych danego procesu, a na ich podstawie wyznaczenie jego stechiometrii, czy
statych dysocjacji. Gtéwna wada tej metody jest duze zuzycie probki, a jej dodatkowe ograniczenie
stanowi mozliwo$¢ badania tylko oddzialywan o znaczacej zmianie entalpii.

Termoforeza mikroskalowa (MST, ang. microscale thermophoresis) jest wyjatkowa
metodg pod wzglegdem wszechstronnosci zastosowania w badaniu procesow tworzenia si¢
kompleksow biomolekularnych. Ruchliwo$¢ termoforetyczna czasteczek jest czuta na zmiany w
rozmiarze, konformacji, tadunku oraz otoczce hydratacyjnej oddziatujacych czasteczek, a wigc
taczy mozliwosci wielu wspomnianych wcze$niej metod. Pozwala na pomiary oddzialywania
czasteczek o najrozniejszych rozmiarach 1 wtasciwosciach — od matych ligandow wigzanych przez
duze czasteczki biatek, po tworzenie ztozonych komplekséw biatkowych. Jej dodatkowymi atutami
sa bardzo niewielkie zuzycie badanych materiatéw, krotki czas pomiaru i stosunkowa tatwos¢
analizy obliczeniowej wynikdow.

6.1.Podstawy termoforezy mikroskalowej — badania tworzenia kompleksow
biologicznych

6.1.1. Podstawy teoretyczne termoforezy mikroskalowej

Zjawisko termoforezy polega na ruchu czasteczek w gradiencie temperaturowym.
Zaobserwowane zostalo po raz pierwszy w roku 1856 przez Carla Ludwiga, a pierwsze badania
dotyczace termoforezy czasteczek w roztworach przeprowadzono kilkadziesiagt lat pozniej.>®
Przestrzenna r6znica temperaturowa (AT) prowadzi do spadku stezenia rozpuszczonej w roztworze
molekuty w punkcie o wyzszej temperaturze W przypadku termoforezy dodatniej lub w punkcie o
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nizszej temperaturze w przypadku termoforezy ujemnej.**’ Ruch biomolekut wywotany lokalnym
wzrostem temperatury silnie zalezy od ich oddziatywania z rozpuszczalnikiem 1 opisany jest statg

Soreta Sr:

Chot — e—STAT
Ccold

W ustalonych warunkach buforowania, pomiary termoforezy pozwalaja na
zaobserwowanie zmiany w rozmiarze, fadunku oraz entalpii swobodnej solwatacji biomolekut.*®®
Réznica w termoforezie biatka pozostajgcego w formie wolnej oraz w kompleksie jest znaczaca,
nawet w sytuacji wigzania z niewielkim ligandem. Brak znaczacej r6znicy w rozmiarze lub tadunku
kompleksu wcigz rekompensowany jest zmiang entalpii swobodnej solwatacji pod wptywem
zwigzania liganda do kieszeni wigzacej biatka.

Uktad eksperymentalny do pomiarow MST zawiera laser podczerwony (IR, ang.
infrared) potaczony z uktadem optycznym pozwalajacym na wzbudzanie i pomiary emisji
fluorescencji badanych czasteczek (Rys. 46A). Roztwor zawierajacy biomolekuly tworzace badany
kompleks znajduje si¢ w szklanych kapilarach. Zazwyczaj w celu wyznaczenia statej dysocjacji
danego kompleksu przygotowuje si¢ kilkanascie probek, zawierajacych state stezenie czgsteczki
fluorescencyjnej oraz seryjne rozcienczenia drugiego sktadnika kompleksu. Laser IR pozwala na
precyzyjne, punktowe podgrzanie znajdujacego si¢ w kapilarze roztworu. Po wyjsciowym
gwaltownym skoku temperatury (ang. MST temperature jump, T-Jump), wygenerowane ciepto
ulega rozproszeniu w catej objetosci probki. W efekcie dochodzi do zjawiska termoforezy
czasteczek i utworzenia przestrzennego gradientu ich st¢zenia w roztworze. Kolejne fazy pomiaru
MST przedstawione sg na Rysunku 47B.
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Rysunek 47 Uktad eksperymentalny do pomiaréw termoforezy mikroskalowej. (A) Roztwor badanych czgsteczek umieszczany
Jjest w szklanych kapilarach. Fluorescencja czgsteczek wzbudzana jest oraz mierzona za pomocq tego samego uktadu
optycznego, sprzgzonego z laserem podczerwonym wykorzystywanym do punktowego. podgrzewania probki. (B) Przyktadowy
sygnat MST. Zaznaczono kolejne etapy pomiaru MST: od poczgtkowej fluorescencji probki mierzonej przed wigczeniem
lasera IR, poprzez moment skoku temperaturowego wywolanego wlqczeniem lasera i nastgpujgcej po nim wilasciwej
termoforezy czgsteczek, a konczqc na redystrybucji czgsteczek w roztworze po jego ponownym schiodzeniu. Rysunek
zapozyczono z pracy Jerabek-Willemsen et al.67

Procesy zachodzace w trakcie pomiaru MST rozrézniamy ze wzgledu na ich
umiejscowienie w czasie wzglgdem momentow wlaczenia i wylaczenia lasera IR. Pierwsza faza
pomiaru polega na zarejestrowaniu poczatkowej fluorescencji probki w temperaturze otoczenia. Po
wlaczeniu lasera nastepuje wspomniana juz faza skoku temperaturowego (T-Jump), gdy
zarejestrowana zmiana intensywnosci fluorescencji probki wynika ze wzrostu temperatury, jeszcze
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przed rozpoczeciem dyfuzji czasteczek pod wpltywem termoforezy. Po kilku sekundach od
wlaczenia lasera dochodzi do utworzenia si¢ rOwnowagi temperaturowej na catej objetosci probki
1 rozpoczyna si¢ faza pomiaru faktycznego zjawiska termoforezy emitujacych fluorescencje
czasteczek. Po okoto 30 sekundach dochodzi do ustalenia si¢ stanu rownowagi gradientu stezenia
molekul. Po wylaczeniu lasera IR probka ulega stopniowemu schtodzeniu. W pierwszej kolejnosci
nastgpuje krotki moment bezwladnosci uktadu, zwany odwroéconym skokiem temperaturowym
(ang. inverted T-Jump), po ktdrym dochodzi do ponownego réwnomiernego rozmieszczenia
czasteczek w roztworze na drodze dyfuzji.

W przypadku MST mozliwe jest zastosowane przyblizenia liniowego statej Soreta:

Chot
= 5T » 1 — SIAT
Ccold ¢ E

Chot
Ccold
zachodzacy pod wpltywem podgrzania probki, sg bardzo niewielkie w relacji do parametrow

wyjsciowych. Probka ulega podgrzaniu o 2—6 K, podczas gdy temperatura otoczenia wynosi ~300
K, w efekcie czego dyfuzja czgsteczek na drodze termoforezy nie prowadzi do duzych zmian w ich
lokalnym stezeniu. W MST fluorescencja badanych biomolekut wykorzystywana jest do pomiarow
zmiany ich stezenia pod wptywem dyfuzji w gradiencie temperaturowym. Dla kazdego punktu
czasowego w trakcie trwania pomiaru MST mozliwe jest wyznaczenie znormalizowanej wartosci
fluorescenciji:

Zaréwno zmiana temperatury (AT) jak i ubytek stezenia wyrazony przez stosunek

F Fhot
norm = ———
Finitial

gdzie Finitiar odnosi si¢ do poczatkowej fluorescencji probki przed wiaczeniem lasera
IR, @ Fnot to warto$¢ fluorescencji w wybranym momencie po wlaczeniu lasera. Jednakze ta bardzo

prosta zalezno$¢ nie uwzglednia istotnych parametrow fizycznych probki, a mianowicie zmiany

wiasciwosci fluorescencyjnych fluorofora pod wplywem skoku temperatury: a—i. Zaleznos$¢ te

wyznaczy¢ mozna na podstawie zmian fluorescencji zaobserwowanych w fazie T-Jump.
Ostatecznie, liniowe przyblizenie znormalizowanej wartosci fluorescencji w punkcie czasowym po
ustaleniu si¢ stanu rownowagi termoforezy mozna przedstawi¢ w nastepujacy sposob:

JOF
Fnorm =1+ <ﬁ - ST> AT

Co ciekawe, zjawisko tworzenia si¢ kompleksow zaobserwowa¢ mozna nie tylko w
trakcie pomiaru termoforezy, ale rowniez w fazie T-Jump. Ze wzgledu na roznice w skali czasowej,
pomiary T-Jump (<1 sekunda) oraz termoforezy (>1 sekunda) mozna tatwo odseparowac, co
umozliwia zaobserwowanie réznych zjawisk zwigzanych z dynamika danych oddzialywan
molekularnych. Zaktada si¢, ze w sytuacji, gdy pod wptywem wigzania dochodzi do istotnych
zmian we wilasciwosciach tylko wyznakowanej czasteczki, efekt ten widoczny bedzie przede
wszystkim w fazie T-Jump. Z kolei w fazie termoforezy zaobserwowa¢ mozemy zmiany
wynikajace z rdznicy w rozmiarze, tadunku oraz otoczce hydratacyjnej calego kompleksu.
Zaobserwowanie tych roznic w wybranym punkcie czasowym T-Jump lub MST wymaga
zastosowania szeregu probek zawierajgcych seryjne rozcienczenia niewyznakowanego sktadnika
kompleksu. Przy zatozeniu, ze parametr x oznacza frakcje wyznakowanej czasteczki bedaca czescia
kompleksu, wzor na warto$¢ Frorm zalezng od stgzenia czasteczki niewyznakowanej w danej probce
prezentuje si¢ nastg¢pujaco:
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Fnorm = (1 — x)Fnorm(zwiazane) + x*Fnorm(niezwigzane)

Frorm(zwigzane) 1 Frorm(niezwigzane) sg to znormalizowane warto$ci fluorescencji wyznakowanej
czasteczki w stanie wolnym oraz w kompleksie, gdzie wartos¢ fluorescencji dla stanu
niezwigzanego stanowi referencje. Przy ustaleniu odpowiedniego zakresu st¢zen podjednostek
kompleksu, mozliwe jest wyznaczenie obu tych wartosci fluorescencji i w efekcie parametru x.
Okreslenie frakcji zwigzanych czasteczek w ustalonych warunkach pomiarowych pozwala
nastgpnie na obliczenie statej dysocjacji kompleksu Kp.

6.1.2. Pomiary tworzenia kompleksow z wykorzystaniem termoforezy mikroskalowej

Kazda metoda badawcza posiada ograniczenia zwigzane z doktadnosciag i czutoscia
uktadu, zalezne od warunkéw pomiarowych i badanych proceséw. W przypadku metody MST,
ktorej gtdwnym zastosowaniem jest wyznaczanie statych dysocjacji kompleksow molekularnych,
ograniczenia te zwigzane sg przede wszystkim z powinowactwem badanych biomolekut. Bardzo
silne oddzialywania charakteryzuja si¢ niskimi wartosciami Kp, ktore moga by¢ trudne do
zmierzenia z zadowalajacg doktadno$cig. Silnie oddziatujacy uktad molekularny wymaga uzycia
niskich stezen wchodzacych w jego sklad czasteczek, w tym czasteczki wyznakowanej
fluorescencyjnie. Obecnie na rynku dostepne sg dwa typy instrumentow. Urzadzenia do pomiaréw
MST pozwalajace na zarejestrowanie statych dysocjacji z dolng granica doktadnosci wynoszaca ok
10 nM oraz urzadzenia bardziej czule, o dolnej granicy okoto ~10 pM, a wigc umozliwiajgce
badanie bardzo silnych oddzialywan. Teoretycznie nie istnieje gorna granica pomiarowa wartosci
Kb, przynajmniej z punktu widzenia czutosci sprzgtu pomiarowego. Jednakze problem moze
stanowi¢ potrzeba uzycia bardzo wysokich st¢zen czasteczki niewyznakowanej w celu wysycenia
kompleksu molekularnego, si¢gajacych okoto 10-krotnej wartosci Kp. Dodatkowo, wysokie
stezenie biomolekut moze prowadzi¢ do powstawania w roztworze ich agregatow oraz ograniczac
ich ruchliwos$¢ termoforetyczng. MST charakteryzuje si¢ szerokim zakresem czutosci pomiarowe;j
oraz umozliwia wykrycie szeregu zjawisk zwigzanych z tworzeniem si¢ kompleksow
molekularnych. Z tego wzgledu, MST daje mozliwos$¢ badania najrézniejszych uktadow, ktorych
wybrane przyktady podane zostaly ponize;j.

Badania oddziatywan biatko-biatko pelnig kluczowa role w poszerzaniu wiedzy
zwigzanej z istotnymi procesami molekularnymi, jak rowniez w opracowywaniu lekow i nowych
terapii. W szczegoOlnos$ci istotne jest okreslenie powinowactwa potencjalnych bialek
terapeutycznych do ich zamierzonych celow molekularnych, a w kolejnym kroku wptywu réznego
rodzaju korzystnych modyfikacji strukturalnych na owo powinowactwo. W pracy Jerabek-
Willemsen et al. postuzono si¢ przyktadem znanego biatka terapeutycznego Anakinara, bedacego
antagonistg interleukiny 1 (IL-1), a wigc receptora zwigzanego z procesem zapalnym o szerokim
spektrum dziatania.®****° Anakinara jest bialkiem terapeutycznym, wykorzystywanym w redukcji
objawow reumatoidalnego zapalenia staw6ow.*"* W pomiarach MST postuzono sie wyznakowanym
fluorescencyjnie rozpuszczalnym fragmentem receptora IL-1 i szeregiem rozcienczen biatka
Anakinara. Wyznaczono warto$¢ Kp = 620 pM, zgodng z uprzednio wyznaczong wartoscig i
wskazujaca, ze Anakinara wigze biatko IL-1 z wysokim powinowactwem.

MST znajduje rOwniez zastosowanie w badaniu oddziatywan miedzy przeciwcialami a
ich antygenami.®? Biatko interferon gamma (IFN-y), cytokina kluczowa w aktywacji uktadu
odpornosciowego w reakcji na obecnos¢ wewnatrzkomoérkowych patogendow oraz w hamowaniu
rozwoju guzoéw nowotworowych, zostato wyznakowane fluorescencyjnie. IFN-y w stalym stezeniu
inkubowano nastepnie z jego specyficznym przeciwcialem w szerokim zakresie stezen (od 0.1 do
700 nM) i na podstawie pomiarow MST wyznaczono stata dysocjacji Kp =10 + 2 nM.
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MST wykorzysta¢ mozna do badania procesoOw hybrydyzacji komplementarnych
oligonukleotydow. Przyktadowo, w pracy Culver et al. przedstawione zostaly badania dotyczace
tworzenia kompleksow migdzy oligonukleotydami DNA a fragmentami CNA (ang. click nucleic
acids), nalezagcymi do nowej klasy syntetycznych kwasoéw nukleinowych zwanych XNA (ang. Xeno
nucleic acid).*”® Dzieki metodzie MST zbadano wplyw takich czynnikow, jak dlugosé i sekwencja
CNA oraz stezenie jonow soli w uktadzie na proces hybrydyzacji. W tym przypadku MST okazata
si¢ by¢ na tyle czulg metoda, by umozliwi¢ wykrycie braku komplementarnosci sekwencji na
poziomie nawet pojedynczych zasad. Zaobserwowano tez istotng zalezno$¢ migdzy dlugos$cia
tancucha a stabilnosciag kompleksow hybrydowych — dla dtuzszych sekwencji CNA wyznaczono
nizsze wartosci wzglednej statej dysocjacji Kp app, wskazujace na silniejsze oddzialywanie z celem
molekularnym w postaci czasteczki DNA.

W wybranych przypadkach metoda MST moze by¢ rowniez wykorzystana do badania
procesOw tworzenia struktur drugorzegdowych i zmiany konformacji kwasow nukleinowych.
Dobrym przykltadem sa opisane w pracy autorstwa Zhang et al. badania tworzenia si¢ G-
kwadrupleksow DNA w obecnosci jonow potasu (Rys. 48).37

ssDNA Intermediate /\64
10004 § ® {}f@ag G, b
k=1- LAET;
800 =
Emdﬂmﬂjm EF‘EF‘
600 "

102 10"  10° 10" 10% 10° 107
KCI concentration (mM)

Normalized fluorescence
(1/1000)

Rysunek 48 Oddziatywanie miedzy sekwencjq ludzkiego telomerowego G-kwadrupleksu DNA (hTG4) oraz jondw potasu K+,
prowadzqce do powstania struktury drugorzedowej G-kwadrupleksu. Pomiaréw dokonano z wykorzystaniem termoforezy
mikroskalowej. Rysunek zapozyczono z pracy Zhang et al.37

Sekwencja ludzkiego telomerowego G-kwadrupleksu DNA (hTG4) ulega zwijaniu do
struktury drugorzedowej, tworzgc stabilng strukture posrednig wiazaca jeden kation K* i ostatecznie
osiggajagc forme G-kwadrupleksu w kompleksie z dwoma kationami K*. hTG4 wyznakowano
fluorescencyjnie i jego stale stezenie miareczkowano rosngcym stezeniem kationéw. Mimo
niewielkiego wzrostu masy tworzacych si¢ kompleksow w postaci stanu przejsciowego oraz G-
kwadrupleksu, mozliwe bylo zaobserwowanie roznicy w ich ruchliwosci termoforetycznej
wzgledem liniowego DNA. Roéznice w termoforezie wynikalty ze zmiany tadunku w efekcie
wigzania kationow oraz zmiany otoczki hydratacyjnej struktur drugorzgdowych. Z udziatem MST
zbadano state dysocjacji 10 roznych potencjalnych stadidéw posrednich zwijania G-kwadrupleksow
i wytypowano najbardziej energetycznie korzystne struktury.

6.1.3. Zastosowanie termoforezy mikroskalowej w badaniach oddzialywan
molekularnych z udziatem RNA

Pierwotnie uwazano, ze RNA w komorce peilni dwie gtowne role — czasteczki
kodujacej, posredniczacej w procesie biosyntezy biatek w postaci mRNA oraz czgsteczki rRNA
czynnie biorgcej udziat w owej syntezie jako czgs$¢ rybosomu. Jednakze ostatnie dziesigciolecia
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badan pozwolity odkry¢ szerokie spektrum proceséOw biologicznych, w ktérych udziat biorg
czasteczki RNA o najrozniejszych strukturach, rozmiarach i funkcjach. W ponizszym podrozdziale
opisane zostaly wybrane przyklady wykorzystania termoforezy mikroskalowej w badaniach
oddziatywan RNA z réznego rodzaju biomolekutami — od matoczasteczkowych ligandow, po w
petni funkcjonalne biatka.

W pracy Moon et al. z 2018 roku zaprezentowano badania dotyczace oddziatywania
dwoch typéow RNA z ich maloczasteczkowymi ligandami.®®> W pierwszej kolejnosci zbadano
tworzenie si¢ kompleksow molekularnych z udziatlem fragmentu RNA wirusa HIV-1 zwanego RRE
(ang. HIV Rev response element). Jest to wysoce ustrukturyzowany fragment wirusowego mRNA
o dhugosci okoto 350 nukleotydow, rozpoznawany przez nalezace do wirusa HIV-1 biatko Rev
odpowiedzialne za transport mRNA zawierajacych sekwencje RRE na zewnatrz jadra
komarkowego.®"® Przeprowadzono pomiary powinowactwa RRE RNA do dwdch ligandow —
krétkiego peptydu pochodzacego z biatka Rev oraz neomycyny, czasteczki naturalnego
pochodzenia wiazacej sekwencje RRE i blokujacej wigzanie do niej biatka Rev.®”” Peptyd Rev
wyznakowano fluorescencyjnie i z wykorzystaniem MST wyznaczono stalg dysocjacji jego
kompleksu z RRE RNA. Nastepnie przeprowadzono eksperymenty wigzania kompetycyjnego, w

(1) hybridization (2) MST measurement kt()rych kompleks RRE RNA-Rev
tRNA DNA-oligo thermophoresis miareczk‘owano rosnacym stezeniem neomycyny,
FCP _ obserwujgc  uwalnianie  fluorescencyjnego

+ o AN

peptydu z kompleksu pod wptywem wypierania
przez neomycyne. Dla obu procesow wigzania
wyznaczono stale dysocjacji zgodne z danymi
literaturowymi. Druga cze$¢ pracy poswigcona
byta badaniom oddziatywania dwoch

DNA/RNA-

hybrid ryboprzetacznikow z ich celem molekularnym —
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Rysunek 49 Wizualizacja metody pozwalajgcej na ilosciowe wigzania do preQi, jeden ryboprzetagcznik

badania populacji wybranych czgsteczek RNA w roztworach. wykazywa1 Zdecydowanie Uj emna termoforeze;,
Kwantyfikacji dokonano dzigki pomiarom procesow d i dodatnia. Wvniki t t i1 .

hybrydyzacji RNA z fluorescencyjnymi sondami DNA, z a drugl do anle}.‘ ym_l ¢ stanowity WIQ(?

wykorzystaniem termoforezy mikroskalowej. Rysunek dodatkowe potwierdzenie tezy dotyczacej
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zapoZyczony z pracy Jacob et al. wyraznych roznic w strukturze przestrzennej

kompleksow molekularnych powstajacych z udzialem czasteczek o wyjsciowo bardzo zblizonej

budowie.

W  poprzednim podrozdziale wspomniatam o mozliwosci badania proceséw
hybrydyzacji tancuchéw kwaséw nukleinowych z wykorzystaniem metody MST. Znalazta ona
roéwniez zastosowanie w pomiarach hybrydyzacji z udziatem czasteczek RNA. Przyktadowo, w
pracy autorstwa Jacob et al. wykorzystano MST do ilosciowych pomiaréw niekodujacych RNA.37

88



Podstawa metody byto zastosowanie wyznakowanych fluorescencyjnie oligonukleotydéw DNA,
komplementarnych do wybranych niekodujacych sekwencji RNA (Rys. 49). Walidacji metody
dokonano dzigki pomiarom hybrydyzacji fluorescencyjnej sondy DNA (FCP, ang. fluorescently
labeled complementary DNA probes) oraz réznych stezen jej celu molekularnego, czyli
tRNAM® cau) pochodzacego z E. coli. Na podstawie pomiardow MST wyznaczono parametr ECso
kompleksu, odpowiadajacy stezeniu RNA niezbednemu do hybrydyzacji 50% sondy DNA. WyniKi
poréwnano z niezaleznie przeprowadzonymi pomiarami metoda EMSA (ang. Electrophoretic
mobility shift assay) i potwierdzono skuteczno$¢ proponowanej metody eksperymentalnej MST.
Wykorzystujac analogiczny uktad dokonano ilosciowych pomiarow rRNA pochodzacych z
drozdzowych rybosomow oraz populacji mRNA o réznych dtugosciach ogona poli(A).

Na koniec obecnego rozdzialu chciatabym poda¢ przyktady wykorzystania
termoforezy mikroskalowej w badaniach oddzialywan RNA-biatko, majac nadziej¢ zwroci¢ uwage
czytelnika na wszechstronne mozliwosci, jakie daje owa metoda. Pierwszy przyktad zaczerpniety
zostat z pracy Michell et al.*®° Autorzy miedzy innymi zbadali oddziatywanie migdzy lipoproteing
wysokiej gestosci (HDL, ang. high-density lipoprotein), a jednym z jej ligandéw, czyli
zewnatrzkomorkowym matym RNA (sRNA, ang. small RNA). Gtéwna rola czasteczek HDL jest
transport migdzykomorkowy. Wigza roznego typu lipidy oraz biatka, a w nielicznych przypadkach
rowniez matoczasteczkowe niekodujace RNA, w tym microRNA (miRNA) biorace udziat regulacji
ekspresji  gendw.%1382  Wgrod  wyizolowanych fragmentow RNA  zwiazanych z HDL
zidentyfikowano rowniez sRNA powstajace w wyniku enzymatycznego rozcinania czasteczek
rRNA oraz tRNA (odpowiednio tDR oraz rDR). Metodg MST postuzono si¢ w celu identyfikacji
preferowanego liganda sposrod fragmentéw tDR, jak rowniez okreslono zalezno$¢ miedzy
strukturg drugorzedowa, sekwencjg oraz dlugoscig tDR a ich powinowactwem do czasteczki HDL.

W pracy autorstwa Muttach et al.*®® przedstawiono badania nad metoda otrzymywania
miejscowo-specyficznych modyfikacji RNA pozwalajacych na indukowane $wiattem sieciowanie
(ang. photo-crosslinking) z czasteczka wybranego biatka. We wspomnianej pracy opisana zostata
metoda modyfikacji struktury 5’ kapu w pozycji N7 z udzialem metylotransferazy o niskiej
specyficznoéci substratowej. Metylotransferaza Ecm1 Kkatalizuje transfer grupy metylowej z
czasteczki ko-substratu S-Adenozylometioniny (SAM) na pozycj¢ N7 guanozyny wchodzacej w
sktad struktury 5’ kapu. Jednakze z wzgledu na swoja wyjatkowo niska specyficznos¢ ko-
substratowa, Ecm1 posiada zdolnos¢ transferu znacznie wigkszych grup,®* jak sie okazuje w tym
rowniez grup umozliwiajacych miedzyczasteczkowe Sieciowanie pod wplywem S$wiatla o
okreslonej ditugosci fali. Metoda MST postuzono si¢ w celu zbadania powinowactwa
modyfikowanych w pozycji N7 analogéw 5° kapu do biatka eIF4E. Porownujac state dysocjacji
modyfikowanych analogéw kapu do naturalnych substratow eIF4E (przyktadowo m’GpppA),
zauwazono znaczacy spadek powinowactwa pod wptywem obecnosci W pozycji N7 duzych grup
aromatycznych. W przypadku dwoch sposrod trzech badanych modyfikacji 5° kapu wiazanie do
elF4E bylo na tyle silne, by umozliwi¢ reakcje sieciowania z Kieszeniag wigzaca biatka. Z kolei
analog modyfikowany benzofenonem, a wigc najwigksza sposrdd badanych grup sieciujacych, nie
byl wigzany przez elF4E, najpewniej ze wzgledu na istotng zawade steryczng. Wyniki te znalazty
potwierdzenie w analizie elektroforetycznej prébek elFAE inkubowanego z krétkimi RNA
zawierajacymi roézne analogi kapu. Przed analiza probki poddane zostaly naswietlaniu majacemu
wyindukowaé sieciowanie, a wigc kowalencyjne wigzanie danej czasteczki RNA do wnetrza
kieszeni wigzacej biatka. Dla dwoch typow RNA zaobserwowano niewielka populacje czasteczek
wykazujacych wolniejsza migracje w zelu poliakrylamidowym, a wigc najpewniej znajdujacych si¢
w kompleksie z elF4E.
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I1l. Badania wlasne

7. Plan badan

Glownym celem projektu doktorskiego byto opracowanie metody modyfikacji konca
3> mRNA w celu poprawy ich stabilno$ci i potencjalu translacyjnego. W pierwszej kolejnosci
opracowatam metod¢ pozwalajaca na badanie zaleznos$ci migdzy strukturg ogona poli(A), a jego
stabilnoscig i oddziatywaniem z biatkiem PABP. Dotychczas przeprowadzono wiele badan
skupiajacych si¢ na oddzialywaniach biatko-biatko oraz biatko-RNA z udzialem PABP. Jednakze
wcigz wiemy stosunkowo niewiele o preferencjach PABP wzgledem struktury chemicznej ogonow
poli(A) i ich analogow. Poglebienie wiedzy z tego zakresu moze znaczgco utatwi¢ opracowywanie
terapeutycznych mRNA zawierajacych modyfikacje ogona poli(A), jak rowniez inhibitoréw
translacji w postaci oligonukleotydowych analogéw poli(A). Metody takie, jak EMSA3® (ang.
electrophoretic mobility shift assay), SAAB*® (ang. selection and amplification binding assay) oraz
anizotropia fluorescenciji®®’ wykorzystywano do badania oddziatywan migdzy PABP a poli(A),
jednakze w wigkszosci metody te charakteryzuja si¢ stosunkowo niskg rozdzielczoscig, wysokim
zuzyciem materiatow biologicznych oraz potilosciowymi wynikami. Jako podstawe do
opracowania zamierzonej metody badawczej zastosowatam opisang w czesci literaturowej
termoforez¢ mikroskalowa (MST, ang. microscale thermophoresis). Jest to technika pomiarowa
wykorzystujaca zjawisko fluorescencji, ktora miedzy innymi pozwala na badanie procesoéw
tworzenia si¢ kompleksow molekularnych. MST charakteryzuje si¢ wysoka czulo$cig oraz
umozliwia doktadne wyznaczenie statych dysocjacji Kp w bardzo szerokim zakresie, od wartosci
pikomolarnych po milimolarne. Ogromng zaleta MST jest rowniez niewielkie zuzycie badanych
materialow oraz mozliwos¢ szybkiego wykonania serii pomiarowych badanego kompleksu. W
zalozeniu opracowywana przeze mnie metoda powinna pozwoli¢ na wykrycie zmian w
powinowactwie biatka PABP do ligandow poli(A) roznigcych si¢ w niewielkim stopniu strukturg i
wlasciwosciami fizykochemicznymi. Opublikowane badania dotyczace powinowactwa PABP do
niemodyfikowanych tancuchow poli(A) wykazaty, ze pelna czterodomenowa czasteczka biatka
wigze fragment poli(A) o dhugosci 25 nukleotydow ze stala Kp = 7 nM.*¥¢ A wiec kolejnym
wymogiem dotyczacym opracowywanej metody badawczej byla mozliwo$¢ badania silnych
oddziatywan biatko-ligand charakteryzujacych si¢ statymi dysocjacji z zakresu nanomolarnego.
Wszystkie przewidywane wymogi spelnia technika MST. Proces opracowywania metody
badawczej przebiegat w nastepujacych etapach:

e Projektowanie i synteza wyznakowanych fluorescencyjnie oligonukleotydowych sond
molekularnych

e Wstgpne badanie procesu wigzania sond molekularnych do biatka PABP przy pomocy
termoforezy mikroskalowej

e Optymalizacja metody pomiarowej oraz struktury sondy - dobor znacznika
fluorescencyjnego sondy, wybdr odpowiedniego buforu dla badanego uktadu biomolekut,
optymalizacja czasu oraz temperatury inkubacji kompleksu biatko-ligand, ustalenie zakresu
stezen komponentow kompleksu pozwalajacego na doktadne wyznaczenie statej dysocjacji

e Synteza chemicznie modyfikowanych oligonukleotydowych analogdéw ogona poli(A)

e Badania powinowactwa modyfikowanych ligandow do biatka PABP z wykorzystaniem testu
kompetycyjnego

Tak opracowana metoda moze pozwoli¢ na wyselekcjonowanie modyfikacji struktury
poli(A) o najbardziej korzystnym wptywie na powinowactwo do biatka PABP.
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Kontynuacj¢ tej czesci projektu stanowito badanie wptywu wybranych modyfikacji
chemicznych na odpornos¢ struktury poli(A) na enzymatyczng degradacje. Ta sama biblioteka
zwigzkow, ktora zostala wykorzystana w pomiarach powinowactwa do PABP, miala by¢ nastepnie
zbadana pod katem odpornosci na aktywnos¢ specyficznego enzymu CNOT7, wchodzacego w
sktad biatkowego kompleksu odpowiedzialnego za deadenylacjc mRNA w komorkach
eukariotycznych. Oligonukleotydy charakteryzujace si¢ wysokim powinowactwem do PABP oraz
stabilno$cig enzymatyczng moga stanowi¢ idealnych kandydatow na inhibitory translacji wigzace
specyficznie PABP.

Drugim celem projektu doktorskiego bylo zbadanie wptywu wyselekcjonowanych
modyfikacji chemicznych ogona poli(A) na stabilno$§¢ enzymatyczng oraz potencjat translacyjny
czasteczek mRNA. Zaplanowano wprowadzenie modyfikacji nukleotydowych, wybranych na
podstawie badan powinowactwa oraz eksperymentéw degradacji enzymatycznej, do ogonow
poli(A) reporterowych mRNA. Nastepnie modyfikowane mRNA miaty by¢ poddane ewaluacji pod
katem stabilno$ci oraz wydajnosci translacji w lizatach komorkowych. Na ostatnim etapie projektu
zaplanowano wprowadzenie mRNA zawierajacych modyfikacje poli(A) do komorek roznych linii,
w celu ustalenia potencjatu translacyjnego oraz trwatosci modyfikowanych transkryptow in cellulo.
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8. Wybor uktadu pomiarowego 1 otrzymywanie reagentow do badan

Do badan powinowactwa wybratam rekombinowang wersje biatka PABP'%

sktadajgcg si¢ z pierwszych dwoch domen wigzagcych RNA (RRM, ang. RNA recogntion domain).
Wybdr ten podyktowany byt tatwoscig w ekspresji oraz oczyszczaniu skroconego wariantu PABP,
jak rowniez jego zwiekszong stabilno$¢ w warunkach in vitro wzgledem pelnej czterodomenowej
czasteczki biatka. Jak juz wspomniatam w rozdziale 2 podczas omawiania budowy oraz funkcji
PABP, pelna czasteczka tego biatka nie jest niezb¢dna dla zachowania jego funkcji biologicznych,
w tym specyficznego wigzania sekwencji poli(A) oraz oddzialtywania z podjednostkg elF4G
kompleksu inicjujacego translacj¢. Dwie N-koncowe domeny RRM1 i RRM2 sg wstanie rozpoznaé
oraz zwigza¢ fragment poli(A) o dtugosci okoto 11-12 nukleotydow. Z tego wzgledu wszystkie
zsyntezowane przeze mnie analogi poli(A) byly 12-merami, nie liczagc dwoch zwigzkow bedacych
niemodyfikowanymi chemicznie 11- i 13-merami.

Wymogiem zastosowania termoforezy mikroskalowej jest posiadanie wlasciwosci
fluorescencyjnych przez jedng z czasteczek badanego kompleksu. Istnieje kilka mozliwosci
otrzymania fluorescencyjnego kompleksu biatko-ligand. Pierwszy wariant zaklada wyznakowanie
fluorescencyjne samego biatka. Znakowanie bialka na potrzeby pomiaréow MST przeprowadza si¢
najczesciej poprzez zwigzanie czagsteczki barwnika z polihistydynowa sekwencjg (His-Tag)
znajdujacy sie na jednym z koncéw rekombinowanego biatka,®® lub poprzez kowalencyjne
przylaczenie barwnika do obecnych w strukturze bialka reszt lizyny.®° Jednakze nie zawsze
mozliwe jest otrzymanie biatka rekombinowanego posiadajacego sekwencje His-Tag. Z kolei
kowalencyjne znakowanie reszt aminokwasowych moze zaburzy¢ strukture i aktywno$¢ biatka, w
szczegdlnosci, gdy znakowany aminokwas znajduje si¢ w poblizu kieszeni wigzacej. W drugim
wariancie mozliwe jest zastosowanie fluorescencyjnie wyznakowanych ligandéw. Poniewaz moim
celem bylo zbadanie wplywu niewielkich modyfikacji nukleotydowych na powinowactwo
ligandow do PABP, wprowadzanie duzych czasteczek znacznikéw fluorescencyjnych do struktury
oligonukleotydow rowniez nie byto optymalnym rozwiagzaniem. Z tego wzgledu. opracowujac
docelowa metode badawcza, przyjelam trzecig strategi¢, zakladajaca wigzanie kompetycyjne
ligandow. Podejscie to wymaga przygotowania wyznakowanej fluorescencyjnie sondy
molekularnej, o strukturze bardzo zblizonej do docelowo badanych ligandow. Nastepnie kompleks
biatka i sondy fluorescencyjnej miareczkowany jest kompetycyjnym ligandem, ktory wypiera
sonde z kieszeni wigzacej. Wydajno$¢ procesu wypierania sondy przez ligand kompetycyjny
stanowi miar¢ jego powinowactwa do biatka. Pierwszym etapem mojej pracy syntetycznej byto
zatem przygotowanie 12-merowej sondy fluorescencyjnej, wykazujacej dobre powinowactwo do
PABP oraz wysoka stabilnos¢.

8.1.Synteza oligonukleotydowych sond fluorescencyjnych

Synteze sond fluorescencyjnych przeprowadzitam w dwoch etapach. W pierwszym
etapie metoda syntezy w fazie statej otrzymatam oligonukleotyd 5’Hex-Ai12 (Ao; Rys. 50)
posiadajacy na koncu 5’ grupe fosforanowa z linkerem alkinowym. W kolejnym kroku
przeprowadzitam znakowanie czasteczki Ao na drodze cykloaddycji alkinowo-azydkowej
katalizowanej jonami miedzi (I) (CuAAC) z udziatem kilku znacznikOw fluorescencyjnych (Rys.
51).

8.1.1. Synteza oligonukleotydu 5 ’-Hex-A12

Synteza oligonukleotydu 5’-Hex-Ai> (Ao) modyfikowanego na koncu 5° grupa
fosforanowg z linkerem alkinowym przeprowadzona zostata metoda syntezy w fazie stalej (Rys.
50). Postuzytam si¢ automatycznym syntetyzerem AKTA OligoPilot. Do syntezy uzytam handlowo
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dostepnych amidofosforynow oraz stalego podloza CPG obsadzonego amidofosforynem
adenozynowym. Ogolny opis procedury syntetycznej znajduje sie w czesci eksperymentalnej, w
rozdziale 16.2. W ostatnim cyklu syntetycznym do konca 5’ przytgczona zostata grupa fosforanowa
z linkerem alkinowym. Obecno$¢ potrojnego wigzania wegiel-wegiel na koncu linkera miata
umozliwi¢ przeprowadzenie znakowania fluorescencyjnego na kolejnych etapach syntezy sondy.
Odbezpieczony produkt syntezy wyizolowatam w postaci soli trietyloamonionowej z uzyciem RP-
HPLC.
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Rysunek 50 12-merowy oligonukleotyd 5°-Hex-A12 (Ao). (A) Struktura chemiczna. (B) Profil RP-HPLC oczyszczonego
produktu syntezy Ao; tr(5 -Hex-A12) = 6,7 min. Eluent A: 0,05 M bufor octanu amonu pH 5,9, eluent B: A:MeOH v1:1;
gradient liniowy 0-100% w czasie 0-15 min; kolumna (RP) Supelcosil LC-18-T.

8.1.2. Znakowanie fluorescencyjne 5’-Hex-A12 (Ao)

W celu otrzymania oligonukleotydowych sond fluorescencyjnych zawierajacych
r6znego rodzaju znaczniki postuzytam si¢ metoda cykloaddycji alkinowo-azydkowej katalizowanej
jonami miedzi (I) (CuAAC), potocznie zwang chemiag click. Lacznie otrzymatam cztery sondy
fluorescencyjne rozniace si¢ typem uzytego znacznika. Wybratam cztery znaczniki fluorescencyjne
w postaci pochodnych azydkowych: izomer 5 fluoresceiny (5-FAM), cyjaning 5 (Cy-5), rodaming
X (ROX) oraz fluoryzujaca na zielono czasteczke BODIPY FL (BDP-FL). Fluorofory te réznig si¢
znaczaco wielkoscig, dtugosciami fali wzbudzenia i emisji oraz fotostabilnoscig. Ogdlny schemat
syntezy sond oligonukleotydowych przedstawiony jest na Rysunku 51.
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Rysunek 51 Schemat syntezy znakowanych fluorescencyjnie 12-merowych oligonukleotydéw metodg CuAAC.
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Wodny roztwor oligonukleotydu 5°-Hex-Ai12 mieszany byt z roztworami askorbinianu
sodu oraz siarczanu miedzi (I), dzigki czemu katalizator reakcji - jon miedzi (I) generowany byt in
situ. Nast¢pnie do mieszaniny substratow dodawany byt roztwor DMSO azydkowej pochodne;j
wybranego znacznika fluorescencyjnego. Ze wzgledu na hydrofobowy charakter fluoroforow, ilo$¢
wody w mieszaninach reakcyjnych ograniczana byta do maksymalnie 50% na rzecz wigkszej ilo$ci
DMSO. Reakcje trwajace okoto 1 godzing pozwolily na otrzymanie docelowych produktow ze
stosunkowo wysokimi wydajnosciami (Rys. 52). Produkty syntez wyizolowano w postaci soli
trietyloamoniowych z wykorzystaniem RP-HPLC. Ich struktura potwierdzona zostata przy pomocy
spektrometrii mas.
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Rysunek 52 Przyktadowe chromatogramy RP-HPLC z reakcji otrzymywania fluorescencyjnych sond oligonukleotydowych.

(4) 5-Cy5-A12 (Ao-2); tr(5 -Cy5-A12) = 8,5 min . (B) 5'-ROX-A12 (Ao-3); tr(5 -ROX-A12) = 11 min. Eluent A: 0,05 M bufor

octanu amonu pH 5,9, eluent B: A:MeOH v1:1; gradient liniowy 0-100% w czasie 0-15 min; kolumna (RP) Supelcosil LC-
18-T.

8.2. Otrzymywanie oligonukleotydowych analogow poli(A)

Na potrzeby badania wptywu modyfikacji chemicznych na powinowactwo analogdéw
ogona poli(A) do PABP, =zaprojektowalam oraz otrzymalam niewielka biblioteke
oligonukleotydowych zwiazkow. Lacznie przeprowadzitam synteze 29 analogéw poli(A), w tym
szeregu zwigzkow roznigeych sie rodzajem modyfikacji chemicznej oraz jej pozycja w sekwencji
oligonukleotydu, jak rowniez niemodyfikowanych oligonukleotydow réznej dtugosci (Rys. 53).
Wszystkie oligonukleotydy bedace analogami ogona poli(A) otrzymatam analogicznie do zwigzku
Ao. Przeprowadzitam zautomatyzowane reakcje syntezy w fazie stalej z udzialem handlowo
dostepnych amidofosforynow oraz podtéz stalych. Wszystkie zwigzki zostaly wyizolowane w
postaci soli trietyloamoniowych z wykorzystaniem RP-HPLC, jak rowniez poddane analizie z
udziatem wysokorozdzielczej spektrometrii mas (HR-MS) w celu potwierdzenia ich czystosci oraz
masy. Ze wzgledu na bardzo duzy rozmiar czasteczek oraz ztozona budowg otrzymanych
oligonukleotydow, nie byto mozliwe potwierdzenie ich struktury metodg magnetycznego rezonansu
jadrowego (NMR).

95



Apd [TITTIITIITTIT] W badaniach zastosowane zostaly nastepujace
Ap2 [DIIIITITITITIIT] modyfikacje chemiczne i strukturalne
CAp3 [ITITTITITITITITI] oligonukleotydowych analogéw poli(A): niemostkowa
..Ap4 modyfikacja tiofosforanowa (Aps lub PS), 2’-O-
AP, metyloadenozyna (Am), 2’-fluoroadenozyna (Ag), N6-
JAps CLLILITITITTTITIT]  metyloadenozyna (mPA) oraz zamiana adenozyny na
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A3 ETITTTTITTITTIT] G).®*% Moim celem bylo zbadanie, jak dana
A4 ISR ] modyfikacja wplywa na powinowactwo
LAS BEIIITITTTTTIE oligonukleotydu do PABP oraz jego podatno$¢ na
o An8 H degradacj¢ enzymatyczng. Pod uwage wziety zostat
"'rﬁgf;l“'l [TIITITIT ] zarowno typ, liczba, jak i umiejscowienie modyfikacji w
“mea2 CLIIIMMITTITIT] obrebie oligonukleotydu i w efekcie wewnatrz kieszeni
“mea3 BT TITITITITITI] wigzacych  oddzialujagcych  z  nim  Dbialek.
A, LCCIITTTTTITT] Przeprowadzona zostata synteza oligonukleotydow

A L L1 zawierajacych pojedyncze modyfikowane podjednostki

= w poblizu jednego z koncow, 5’ lub 3°, tancucha lub w
jego srodkowej czesci. Otrzymane zostaly rowniez
oligonukleotydy zawierajace wielokrotne modyfikacje
jednego typu lub modyfikacje mieszane. Peten wykaz
otrzymanych oligonukleotydow poli(A), wraz ze
Rysunek 53 Pefen wykaz otrzymanych skrétowymi nazwami, przedstawiony zostal na Rysunku

oligonukleotydowych analogéw poli(A), wraz ze 53,
schematycznym przedstawieniem budowy oraz
skrotowymi nazwami otrzymanych zwiqzkow.

8.2.1. Analogi poli(4) zawierajgce 2’-O-metyloadenozyne

Metylacja grupy 2’-OH (2°-O-Me) jest jedna z najczesciej stosowanych modyfikacji
chemicznych syntetycznych czasteczek RNA. Jej podstawowa funkcja jest ochrona czasteczek
RNA przed aktywnoscig nukleaz, a wigc enzymow odpowiedzialnych za degradacje kwasow
nukleinowych.3® W pracy Barragan-Iglesias et al. zaprezentowano oligonukleotydowy inhibitor
PABP nazwany SPOT-ON, zawierajacy 2 -O-metyloadenozyny (Am) na catej dtugosci sekwencji.
Obecnos¢ modyfikowanych podjednostek przypuszczalnie przyczynita si¢ do bardzo wysokiej
stabilnosci czasteczki SPOT-ON wzgledem niemodyfikowanego tancucha poli(A). Jednakze
dotychczasowe doniesienia wskazuja, ze modyfikacja 2’-O-Me moze niekorzystnie wptywac na
rozpoznanie i wigzanie czasteczek RNA przez oddziatujace z nimi biatka.**! Z tego wzgledu
zaplanowalam przeprowadzenie doglebnych badan nad wplywem modyfikacji Am na
powinowactwo analogow poli(A) do PABP. Lacznie otrzymatam siedem oligonukleotydow
zawierajacych podjednostki Am. Cztery sposrod zsyntezowanych zwigzkdéw zawieraty modyfikacje
punktowe (Aml, Am2, Am3, Am7). Oligonukleotyd Am4 zmodyfikowany zostal dwiema
podjednostkami Am na koncach 3”1 5’, podczas gdy Am5 zawieral modyfikacje na catej dtugosci z
wyjatkiem samego konca 3’. Analog Am6 stanowil doktadne odwzorowanie wspomnianej juz
czasteczki SPOT-ON, sktadajacej si¢ z samych podjednostek Am oraz dodatkowo zmodyfikowanej
grupami tiofosforanowymi (PS) koncach 3’ i 5°. W syntezie wykorzystano handlowo dostepne
amidofosforyny oraz ztoza CPG obsadzone amidofosforynami adenozynowymi lub 2’-O-
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metyloadenyzowymi, zaleznie od typu podjednostki znajdujacej si¢ na koncu 3’ oligonukleotydu.
Przyktadowe profile RP-HPLC oraz HR-MS dla wybranego oligonukleotydu (Aml) zawierajacego
modyfikacje Am znajduja si¢ na Rysunku 54.
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Rysunek 54 Przykiadowe profile RP-HPLC oraz HR-MS produktu syntezy oligonukleotydu zawierajgcego modyfikacje Am.
(A) Chromatogram odbezpieczonego i oczyszczonego produktu reakcji otrzymywania oligonukleotydu A1oAmA (Aml);
tR(A10AmA) = 6.2 min; eluent A: 0,05 M bufor octanu amonu pH 5,9, eluent B: A:MeOH v1:1; gradient liniowy 0-100% w
czasie 0—15 min. (B) Widmo HR-MS produktu syntezy oligonukleotydu Ai0AmA (Aml).

8.2.2. Analogi zawierajgce wigzania tiofosfodiestrowe

Powszechnie wiadomo, ze obecno$¢ grup tiofosforanowych (PS) w tancuchach
kwasow nukleinowych zwigksza ich odporno$¢ na degradacje enzymatyczng.'®® mRNA
zawierajace wigzania tiofosfodiestrowe zbadane zostaty w uktadach zar6wno eukariotycznych, jak
1 prokariotycznych, a wptyw modyfikacji silnie zalezat od jej umiejscowienia oraz zageszczenia w
sekwencji transkryptow.'® Badania opublikowane w pracy Strzelecka i Smietanski et al. wykazaty,
ze otrzymane na drodze enzymatycznej poliadenylacji mRNA posiadajagce ogony poli(A)
sktadajace si¢ maksymalnie w 30% z podjednostek zawierajagcych modyfikacje PS wykazywaly
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znacznie zwigkszong odpornos¢ na deadenylacje, przy rownoczesnym zachowaniu wyjsciowego
poziomu translacji. Zwickszenie liczby modyfikowanych podjednostek ogondw poli(A)
negatywnie wplywato translacj¢. Obecnos¢ wielu grup PS w tancuchach kwasow nukleinowych
moze dawaé efekt cytotoksycznosci,®*? a wiec modyfikacje te powinno si¢ stosowaé oszczednie i

strategicznie w celu maksymalizacji efektow pozadanych, réwnocze$nie unikajac efektow
negatywnych.

Lacznie zsyntezowatam dziesig¢ oligonukleotydow zawierajagcych wigzania
fosfodiestrowe. Osiem spos$rod otrzymanych zwigzkow zawieralo punktowe modyfikacje PS w
réznych pozycjach w sekwencji, przy czym w rzeczywistosci stanowily one cztery pary
stereoizomerow (odpowiednio parami Apsl i Aps2, Aps3 i Aps4, Apsd | Aps6 oraz Aps7 i ApsS;
patrz Rys. 53). Jak juz wspominatam w czgsci literaturowej niniejszej pracy, niemostkowe
modyfikacje tiofosforanowe wprowadzane do oligonukleotydéw tradycyjnymi metodami
syntetycznymi skutkujg powstaniem centrum steregoenicznego w obrebie modyfikowanej grupy.
Obecnos¢ jednej grupy tiofosforanowej w sekwencji oligonukleotydu prowadzi wiec do powstania
dwoch zwigzkow roznigcych sie pod wzgledem budowy przestrzennej. Kazda kolejna modyfikacja
w obrebie jednego fancucha zwigksza liczbe¢ mozliwych kombinacji stereoizomerycznych zgodnie
ze wzorem 2V, gdzie N to calkowita liczba grup tiofosforanowych. Dodatkowo otrzymatam jeden
oligonukleotyd zawierajacy modyfikacje dwoch skrajnych wiazan (Aps10) oraz oligonukleotyd (w
postaci mieszaniny stereoizomerycznej), w ktorym wszystkie grupy fosforanowe zamienione
zostaly na tiofosforanowe (Aps9). Syntezg¢ oligonukleotydow zawierajacych modyfikacje PS
prowadzitam zgodnie z procedura ogdélng z wykorzystaniem handlowo dostepnych
amidofosforyndéw adenozynowych. Sulfuryzacje wybranych grup fosforanowych prowadzitam z
udzialem handlowo dostepnego odczynnika EDITH (ang. 3-ethoxy-1,2,4-dithiazoline-5-one). W
przypadku oligonukleotydow zawierajacych modyfikacje punktowe (Apsl — Aps8) mozliwe byto
rozdzielenie dwoch diasterecizomerow w trakcie standardowej procedury oczyszczania,
nazwanych odpowiednio do czasu retencji na RP-HPLC D1 i D,. Ze wzgledu na rozmiar czasteczek
oligonukleotydow, ustalenie ich konfiguracji absolutnej nie byloby trywialne. Jednakze dane
literaturowe wskazuja, ze diastereoizomery Rp najczesciej charakteryzuja si¢ krotszym czasem
retencji od diastereoizomeréw Sp na aparaturach RP-HPLC.3*® W przypadku oligonukleotydéw
posiadajacych wiecej niz jedng modyfikowang podjednostke nie byto mozliwosci wyizolowania
wszystkich wariantow stereoizomerdéw. Z tego wzgledu zwiazki Aps9 i Aps10 wyizolowano w
postaci mieszanin izomeréw. Przyktadowe profile RP-HPLC oczyszczonych oligonukleotyddw
zawierajacych grupy PS przedstawione zostaly na Rysunku 55.
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Rysunek 55 Profile RP-HPLC oligonukleotydow zawierajgcych modyfikacje PS. (A) Stereoizomery D1 i D2 oligonukleotydu

AcApsAz (Aps1/Aps2); tR(AsApsA2 D1) = 5.9 min, tR(AsApsA2 D2) = 6.2 min. (B) Mieszanina stereoizomerow oligonukleotydu

Aps11A (Aps9); tR(Aps12A) = 6.9 min. (C) Mieszanina 4 stereoizomeréw oligonukleotydu ApsAsApsA (Aps10); tR(ApsAsApsA)

= 6.2/6.4 min; eluent A: 0,05 M bufor octanu amonu pH 5,9, eluent B: A:MeOH v1:1; gradient liniowy 0-100% w czasie 0—
15 min.

8.2.3. Analogi zawierajgce 2 -fluoroadenozyne

Modyfikacja rybozy 2’-F petni podobng funkcje w czasteczkach syntetycznych RNA,
co modyfikacja 2’-O-Me, mianowicie zwigksza stabilno$¢ chemiczng RNA i ich odpornos¢ na
degradacje enzymatyczng z udzialem rybonukleaz. Obecnos¢ modyfikacji 2’-F stabilizuje
oddzialywania RNA-RNA, rownoczesnie nie zaburzajac tworzenia si¢ struktur drugorzedowych
czasteczki. Jest to wigc powszechnie stosowana modyfikacja implementowana w strukturach
syntetycznych RNA, takich jak aptamery i antysensowne oligonukleotydy. Jednakze dotychczas
nie zbadano wptywu 2 -fluoroadenozyny na stabilno$¢ ogona poli(A), ani jego oddziatywanie z
biatkami specyficznie rozpoznajacymi te strukture.

Lacznie przeprowadzilam syntez¢ trzech oligonukleotydow zawierajacych 2'-
fluoroadenozyng. Modyfikacja wprowadzona zostata punktowo na koncu 3’ (Arl), w $rodku
sekwencji oligonukleotydu (Ar2) oraz na koncu 5° (Ar3). Do syntezy wykorzystatam handlowo
dostepne amidofosforyny adenozynowe oraz 2’-fluoroadenozynowe. Ze wzgledu na brak
dostepnosci stalego podtoza zawierajacego odpowiednio modyfikowane amidofosforyny, w
przypadku oligonukleotydu Arl 2’-fluoroadenozyna wprowadzona zostata na drugiej pozycji od
konca 3°. Przyktadowe profile HPLC oraz HR-MS oligonukleotydu zawierajagcego modyfikacje Ar
znajdujg si¢ na Rysunku 56.
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Rysunek 56 Przyktadowy profil RP-HPLC oraz widmo HR-MS produktu syntezy oligonukleotydu zawierajgcego modyfikacje
Ar. (A) Chromatogram odbezpieczonego i oczyszczonego produktu reakcji otrzymywania oligonukleotydu A10ArA (Arl);
tR(A10AFA) = 6.2 min; eluent A: 0,05 M bufor octanu amonu pH 5,9, eluent B: A:MeOH v1:1; gradient liniowy 0-100% w
czasie 0-15 min. (B) Widmo HR-MS produktu syntezy oligonukleotydu A10ArFA (Ar1).

8.2.4. Analogi zawierajgce N6-metyloadenozyne

N6-adenozyna (m°®A) jest najczesciej wystepujaca naturalng modyfikacja mRNA. W
rozdziale 2 szczegdétowo opisatam niezwykle istotng role, jaka obecno$¢é m®A petni na wszystkich
etapach komorkowego zycia transkryptu, poczawszy od splicingu pre-mRNA, poprzez regulacje
translacji, a koficzac na udziale w procesach degradacji. Podjednostki mPA wymuszajg lokalne
zmiany konformacji RNA, wptywajac na ich wlasciwosci biochemiczne i oddziatywanie z biatkami
wigzacymi RNA. m°A szczegdlnie czesto wystepuja w sekwencjach 3’ UTR, choé obecne sg
rowniez w ogonach poli(A).

Otrzymatam trzy oligonukleotydy zawierajace punktowe modyfikacje mCA.
Umiejscowienie modyfikowanych podjednostek w sekwencji 12-meréw byto analogiczne do
oligonukleotydéw zawierajacych podjednostki Ar. A wiec podjednostki m®A znalazty si¢ w poblizu
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konca 3’ (m8A1), w srodkowej czesci sekwencji (MPA2) oraz na koncu 5° (m°A3). Przyktadowe
profile RP-HPLC oraz HR-MS przedstawiajace oligonukleotyd zawierajacy modyfikacje m°A
znajdujg si¢ na Rysunku 57.
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Rysunek 57 Przyktadowy profil RP-HPLC oraz widmo HR-MS produktu syntezy oligonukleotydu zawierajgcego modyfikacje
mEA. (A) Chromatogram odbezpieczonego i oczyszczonego produktu reakcji otrzymywania oligonukleotydu A10meAA
(m®A1); tR(A10mSAA) = 6.1 min; eluent A: 0,05 M bufor octanu amonu pH 5,9, eluent B: A:MeOH v1:1; gradient liniowy 0—
100% w czasie 0-15 min. (B) Widmo HR-MS produktu syntezy oligonukleotydu A1oArA (mPAL).

8.2.5. Analogi zawierajgce guanozyneg oraz niemodyfikowane analogi o roznej
dtugosci

W kontekscie struktury ogona poli(A) guanozyna nie stanowi chemicznej modyfikacji
nukleotydowej w takim samym sensie, jak modyfikacje opisane powyzej. Jednakze obecnos¢
guanozyny w sekwencji poli(A) jest swojego rodzaju modyfikacja, ktora co wigcej petni istotne
funkcje biologiczne. Ogony poli(A) czasteczek mRNA niektorych organizmoéw posiadajg punktowe
modyfikacje w postaci pojedynczych podjednostek G, zastepujacych naturalnie wystepujace w
sekwencji adenozyny.*** ego typu modyfikacja petni dwojaka role. Po pierwsze, dzieli ogon poli(A)
na segmenty przedzielone nukleotydami innymi niz A, co hamuje aktywno$¢ enzymoéw
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deadenylujacych. Poli(A) nie ulega wiec ciagglej degradacji, zamiast tego usuwane sg jego krotkie
fragmenty. Przektada si¢ to na zwigkszona stabilnos¢ ogona poli(A) i w efekcie calej czasteczki
mRNA, jak rowniez wpltywa na proces translacji, ktorej wydajnos¢ $cisle zwiazana jest z dtugoscia
sekwencji poliadenylowej na koncu 3°. Obecno$¢ zasad innych niz adenina w sekwencji wplywa
rowniez na wigzanie PABP do poli(A), co stanowi dodatkowy mechanizm regulacji proceséw
translacji i degradacji.

Przeprowadzitam syntezg trzech oligonukleotydow, w ktorych jedna z podjednostek A
zamieniona zostala na G. Analogicznie do opisanych poprzednio modyfikowanych
oligonukleotydow, podjednostki G umieszczone zostaty odpowiednio na koncu 3’ (G1), w potowie
sekwencji (G2) oraz na koncu 5’ tancucha (G3). Otrzymane zostaty rowniez trzy niemodyfikowane
oligonukleotydy, w tym referencyjny oligonukleotyd Ai» oraz dwa roznigce si¢ dtugosciag od
pozostatych analogdéw poli(A) o jednag podjednostke — A11 oraz Aiz. Badania nad aktywnos$cig
PABP wykazaly, ze dwudomenowa odmiana biatka wigze fragmenty poli(A) o dtugosci okoto 12
adenozyn. Moim celem byto sprawdzenie czy wigzanie to moze ulec dodatkowej stabilizacji lub
destabilizacji pod wptywem niewielkiej roznicy w dlugosci liganda. Przyktadowe profile RP-HPLC
oraz HR-MS oligonukleotydow posiadajacych podjednostke G oraz o wydluzonym
niemodyfikowanym fancuchu przedstawione sa na Rysunku 58.
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Rysunek 58 Przyktadowy profil RP-HPLC oraz widmo HR-MS produktow syntezy oligonukleotyddw pozbawionych

modyfikacji chemicznych. (A) Chromatogram odbezpieczonego i oczyszczonego produktu reakcji otrzymywania
oligonukleotydu AsGAs (G2), tR(AsGAs) = 5.9 min. oraz (B) oligonukleotydu A3 tR(A13) = 6 min.; eluent A: 0,05 M bufor

syntezy oligonukleotydu AsGAs (G2) oraz (D) Aus.

octanu amonu pH 5,9, eluent B: A:MeOH v1:1; gradient liniowy 0-100% w czasie 0-15 min. (C) Widmo HR-MS produktu
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9. Badania oddziatywania analogéw poli(A) z PABP metoda termoforezy
mikroskalowej

9.1. Optymalizacja warunkdw pomiarowych

Opracowanie metody badawczej, pozwalajacej na uzyskanie wiarygodnych oraz
powtarzalnych wynikdéw, wymaga przeprowadzenia optymalizacji podstawowych warunkéw
pomiarowych na poczatkowym etapie badan. W przypadku metody stuzacej do pomiarow
aktywnosci biatek jednym z najistotniejszych elementow uktadu badawczego jest bufor, ktory
stanowi¢ bedzie srodowisko w jakim zachodzi¢ beda obserwowane zjawiska. W celu okreslenia
optymalnego buforu do badania aktywnosci biatka PABP**% postuzytam si¢ dostepnymi danymi
literaturowymi®** oraz pomiarami stabilnosci termicznej kompleksu PABP-A;; w buforach o
réznym sktadzie. Pomiary stabilnosci kompleksu wykonatam z uzyciem urzadzenia Tycho NT.6
firmy Nanotemper, umozliwiajacego wyznaczenie temperatury topnienia biatek (wyniki nie
pokazane). Ostatecznie ustalitam nastepujacy sktad buforu pomiarowego: 50 mM HEPES, 100 mM
KCI, 1 mM EDTA, 0.2% Tween20, pH 7.4.

Kolejnym krokiem bylo okreslenie czasu inkubacji uktadu biatko-ligand przed
przystapieniem do pomiardw. Jest to istotne zaréwno z punktu widzenia dynamiki tworzenia si¢
roznych kompleksow molekularnych, jak rowniez stabilnosci tworzacych go czasteczek w czasie.
Na tym etapie optymalizacji postuzytam si¢ pomiarami termoforezy mikroskalowej kompleksu
PABPY1% 7 sonda 5°-FAM-A1z (Ao-1). Przygotowatam 16 roztworéw o stalym stezeniu sondy
fluorescencyjnej (25 nM) oraz réznych stezeniach biatka w zakresie 0.15 nM — 10 uM. Roztwory
inkubowane byly w temperaturze pokojowej, bez dostgpu §wiatta, w czasie 15, 30 oraz 60 minut
(Rys. 59). Dla najkrotszego czasu inkubacji, 15 minut, zaobserwowa¢ mozna byto pelne wysycenie
sondy oraz wyrazng krzywa wigzania kompleksu PABPY%-Ap-1. 15 minut jest wigc
wystarczajagcym czasem na utworzenie si¢ badanego kompleksu molekularnego.
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971
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969

normalizowana fluor. x 1000

107 10° 100 100 10° 10
lligand] nM

Rysunek 59 Krzywe wigzania kompleksu molekularnego miedzy biatkiem PABPY'%° oraz sondg fluorescencyjng 5'-FAM-Aza.
Roztwory o statym stezeniu sondy oraz rosngcym stezeniu biatka inkubowane byly w temperaturze pokojowej, bez dostgpu
Swiatla, w czasie 15, 30 oraz 60 minut. Krzywe wyznaczono na podstawie wartosci fluorescencji w fazie pomiaru T-Jump. Do
punktéw pomiarowych dopasowano model wigzania 1:1 w programie Palmist.

9.2. Oddzialywanie sond fluorescencyjnych z PABP
Wyboru najlepszego znacznika fluorescencyjnego sondy wykorzystanej w pomiarach

powinowactwa analogéw poli(A) do PABP*'% dokonatam na podstawie szeregu czynnikow:
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e Statych powinowactwa PABP*'%*-sonda
e Stabilnosci kompleksu PABP*'%-sonda
e Powtarzalnosci wynikow pomiaréw tworzenia si¢ kompleksu
e Stabilnos$ci sondy fluorescencyjnej

Otrzymane zostaly cztery sondy fluorescencyjne — dwie wyznakowane czgsteczkami
emitujgcymi $wiatto z zakresu czerwonego (5°-Cy5-A1z, 5’-ROX-A12) oraz dwie emitujace §wiatto
z zakresu zielonego (5’-FAM-A1z, 5°-BDP-FI-A12). Wystepuja migdzy nimi wyrazne roznice
strukturalne - w rozmiarze i fadunku samej czasteczki fluorescencyjnej oraz w dtugosci linkera
taczacego ja z fragmentem poli(A) (Rys. 51), co moze mie¢ kluczowe znaczenie dla oddziatywania
z kieszenia wigzaca biatka. Pomiaréw tworzenia si¢ kompleksow molekularnych sond
fluorescencyjnych z PABPY® dokonatam z uzyciem metody MST, w warunkach opisanych w
rozdziale 9.1. State dysocjacji Ko kompleksow molekularnych wyznaczytam w programie Palmist
na podstawie dopasowania modelu wigzania 1:1 do wartosci fluorescencji zmierzonych w fazie T-

Jump pomiaru termoforezy.
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Rysunek 60 Krzywe wigzania oligonukleotydowych sond fluorescencyjnych do PABPY%. (4) 5°-Cy5-A12 (Ao-2); (B) 5 -ROX-
A12 (Ao-3), (C) 5’-BDP-FL-A12 (Ao-4), (D) 5-FAM-A12 (Ao-1). Dla kazdego ukiadu zastosowano stale stgzenie sondy (25 nM)
oraz stezenie biatka w zakresie 0.15 nM - 10 uM. Krzywe wyznaczono na podstawie wartosci fluorescencji w fazie pomiaru
T-Jump. Do punktow pomiarowych dopasowano model wigzania 1:1 w programie Palmist, z wyjqtkiem danych
przedstawionych w punkcie (C), gdzie dopasowano model wigzania 1:2.
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Sonda 5°-Cy5-A1z (Ao-2) (Rys. 60A) wykazywala silne powinowactwo do PABPY1%
(Ko = 54 nM). Otrzymane z jej udzialem wyniki eksperymentalne byly powtarzalne. Podczas
pomiarow MST nie zaobserwowalam zjawiska agregacji kompleksu biatko-sonda, ani
niespecyficznego wygaszania fluorescencji znacznika. Jednakze sama sonda Ao-2 byla niestabilna
i ulegata rozpadowi w ciggu kilku dni mimo przechowywania w temperaturze -20°C, zarbwno w
formie wodnego roztworu, jak i w ciele stalym. Niestabilno$¢ sondy stanowitaby powazne
utrudnienie w otrzymywaniu wiarygodnych i powtarzalnych wynikow w dtuzszej perspektywie
czasowej, z tego wzgledu wykluczytam wykorzystanie Ao-2 w dalszych badaniach.

Sonda 5’-ROX-A12 (Ao-3) (Rys. 60B) wykazywata bardzo silne powinowactwo do
PABPY1% (Kp = 1.8 nM). Niestety, dostepny dla mojej grupy badawczej aparat do badania
termoforezy mikroskalowej nie pozwala na wiarygodne pomiary bardzo silnych kompleksow
molekularnych, dla ktorych wartosci statych Kp sg nizsze niz ~10 nM. A wigc wykorzystanie sondy
Ao-3nie bylo mozliwe z przyczyn technicznych.

W przypadku badania wiazania sondy 5’-BDP-FI-A;z (Ac-4) do PABP%®
zaobserwowalam niespecyficzne oddzialywanie migdzy czasteczkami kompleksu (Rys. 60C). W
zakresie najwyzszych stgzen biatka dochodzito do przegigcia krzywej wigzania. Moze to wynikac
z dwustopniowego charakteru oddzialywania biatko-ligand, jak rowniez niespecyficznego
oddzialywania czgsteczki znacznika fluorescencyjnego z biatkiem w obrgbie jego kieszeni wigzacej
lub poza nig. Bez wzgledu na nature opisanego niespecyficznego oddziatywania, nie ma mozliwosci
zastosowania modelu wigzania 1:1 do otrzymanych danych pomiarowych. Do przedstawionych na
Rysunku 60C punktow pomiarowych dopasowany zostat model wigzania 1:2. Biorgc pod uwage
trudny do wyjasnienia charakter oddziatywania miedzy sonda A¢-4 a PABP'® nie byt to whasciwy
uktad pomiarowy dla dalszych badan.

Sonda 5’-FAM-A12 (Ao-1; Rys. 51) okazata si¢ najlepszym wyborem. Wykazuje ona
silne powinowactwo do PABPY!® w zakresie wartosci Kp mozliwych do wiarygodnego
wyznaczenia na uzywanym sprzecie pomiarowym (Kp = 12 nM). Wyniki byly rowniez
powtarzalne, nie zaobserwowatam niespecyficznego oddziatywania biatko-ligand. Sonda jest
fotostabilna 1 moze by¢ przechowywana przez okres kilku miesigcy, zarowno w formie wodnego
roztworu, jak i ciata stalego nie ulegajac degradacji. Co ciekawe, ze wszystkich badanych sond
fluorescencyjnych jedynie dla Ao-1 zarejestrowatam krzywa wiazania do PABP*'% o przebiegu
charakterystycznym dla klasycznej termoforezy. Spodziewanym efektem powstawania kompleksu
molekularnego jest spadek mobilnosci termoforetycznej wyznakowanej czasteczki, co skutkuje
wzrostem jej stezenia w punkcie pomiaru emisji fluorescencji. Dodatkowo zaklada si¢, ze
czasteczki poruszajg si¢ w uktadzie w kierunku zimniejszych regionow i oddalaja od zrdodta ciepta
(dodatnia termoforeza).>® W przypadku sond Ao-2, Ao-3, A¢-4 wzrost stezenia biatka, skutkujacy
rosnacy liczbg czasteczek sondy znajdujacych sie¢ w kompleksie molekularnym, powodowat spadek
intensywnosci ich fluorescencji. Jest to wystepujace niekiedy zjawisko, mogace wynikaé z faktu,
ze czasteczki w stanie wolnym majg nizszag mobilno$¢ termoforetyczng, niz w kompleksie z
biatkiem. Badany kompleks molekularny moze réwniez ulegac¢ zjawisku ujemnej termoforezy, a
wiec porusza¢ si¢ w kierunku cieplejszych regionow uktadu, zamiast si¢ od nich oddalac.
Powstajaca ostatecznie krzywa termoforetyczna jest wypadkowa wszystkich wymienionych
efektow 1 bez wzgledu na polozenie jej gérnego oraz dolnego plateau umozliwia wyznaczenie stalej
dysocjacji Kp danego kompleksu molekularnego.
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9.3. Pomiary kompetycyjnego wigzania modyfikowanych analogow poli(A) do PABP

Pomiary wigzania ligandow kompetycyjnych w postaci modyfikowanych
oligonukleotydowych analogéw ogona poli(A), do biatka PABP**% w kompleksie z sonda 5’-
FAM-A1, przeprowadzone zostalty w warunkach analogicznych do pomiarow bezposredniego
wigzania sondy. Sonda Ao-1 inkubowana byta z PABPY*® w temperaturze pokojowej przez 15
minut w buforze (50 mM HEPES, 100 mM KCI, 1 mM EDTA, 0.2% Tween20, pH 7.4). Uzyte
zostato stgzenie biatka tuz ponizej wartosci odpowiadajacej petnemu wysyceniu sondy. Nastgpnie
roztwor gotowego kompleksu biatko-sonda mieszany byl z roztworami wybranego liganda
kompetycyjnego o réznym stezeniu. Pomiary MST prowadzone byly po krotkiej inkubacji
ostatecznych prébek w temperaturze pokojowej.

W pierwszej kolejnosci przeprowadzitam pomiary z udzialem niemodyfikowanego
analogu poli(A) - A2 (Rys. 61). A1z zastepuje sonde w kieszeni wigzacej biatka, uwalniajac ja do
roztworu i powodujac zmiang w jej mobilnosci termoforetycznej. W efekcie mozna zaobserwowac
krzywa o odwrotnym przebiegu niz wyznaczona dla bezposredniego wigzania biatko-sonda (Rys.
60D). Pozorna wartos¢ statej dysocjacji Kp app = 730 nM wyznaczona dla kompleksu PABPY1%-A,
stanowila punkt odniesienia podczas kolejnych pomiaréw z udzialem analogow zawierajacych
modyfikacje chemiczne. Wykorzystujac opisang w literaturze metode dopasowania globalnego®®
wyznaczytam doktadng warto$é Kp dlakompleksu PABPY%-Ay, réwna 18 nM, co jest zblizone do
warto$ci wyznaczonej metodg bezposrednig dla kompleksu PABP z sondg znakowang fluoresceing
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Rysunek 61 Krzywa wigzania kompetycyjnego niemodyfikowanego analogu A1z do biatka PABPY*® w kompleksie z sondg w
Sfluorescencyjng Ao-1. Krzywe wyznaczono na podstawie wartosci fluorescencji w fazie pomiaru T-Jump. Do punktow
pomiarowych dopasowano model wigzania 1:1 w programie Palmist.

9.3.1. Wigzanie analogow zawierajgcych 2’-O-metyloadenozyne

Pomiary powinowactwa do PABP*% analogoéw poli(A) zawierajacych modyfikacje w
postaci 2 -O-metyloadenozyny (Am) prowadzitam zgodnie z procedurg ogolng opisang na poczatku
rozdziatu 9.3. Na Rysunku 62 przedstawione zostaly pozorne wartosci Kp app Uzyskane dla
wszystkich kompleksow analogéw modyfikowanych Am z PABP1% (dane numeryczne zebrano w
Tabeli 1).
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Rysunek 62 Pozorne state dysocjacji Ko app dla komplekséw PABP1% oraz oligonukleotydowych analogéw poli(A)
zawierajgcych modyfikowane podjednostki 2°-O-metyloadenozyny. Wartosci uzyskano dzigki eksperymentom wigzania
kompetycyjnego wykonanych z uzyciem metody MST. Wartosci Ko app Oraz odpowiadajgce im odchylenia standardowe

wyznaczono na podstawie wynikow uzyskanych z trzech niezaleznych powtorzen.

Migdzy poszczegdlnymi analogami mozna zaobserwowaé bardzo wyraznie rdéznice W
wartosciach Kp app, wynikajagce zarobwno z liczby, jak i umiejscowienia modyfikowanych
podjednostek w tancuchu oligonukleotydu. Po pierwsze, obecno$¢ pojedynczej podjednostki Amw
srodkowej czeéci tancucha (Am2, Rys. 53) skutkowata spadkiem powinowactwa do PABP*!% o
peten rzad wielko$ci wzgledem niemodyfikowanego analogu, podczas gdy modyfikacje
umiejscowione na koncach 3’ lub 5° (Aml, Am3, Am5, Am7) tylko w niewielkim stopniu zaburzaty
wigzanie do biatka. Po drugie, analogi zawierajace wielkokrotne modyfikacje Am (Am4, Am6/SPOT-
ON) wykazywaty bardzo stabe powinowactwo do PABP**® o dwa rzedy wielkosci stabsze od
niemodyfikowanego Ai. Uzyskane wyniki wskazuja na jasng preferencje dotyczaca
umiejscowienia podjednostek Am w tancuchu oligonukleotydowym. Stanowia roéwniez
potwierdzenie przedstawionej w rozdziale 9.3.1. tezy dotyczacej negatywnego wplywu obecnosci
grupy metylowej w pozycji 2’ rybozy na rozpoznanie i wigzanie tancuchow RNA przez naturalnie
oddzialujace z nimi biatka. Zawierajacy same modyfikowane podjednostki oraz dwa
modyfikowane wigzania tiofosfodiestrowe zwigzek Am6 (SPOT-ON) tworzyt kompleksy z PABPY
190 7¢ znacznie nizszym powinowactwem niz analogi zawierajace modyfikacje punktowe.

9.3.2. Wigzanie analogow zawierajgcych wigzania tiofosfodiestrowe

Wyznaczono wartoéci statych powinowactwa kompleksow PABPY% z dziesiecioma

analogami poli(A) zawierajacymi wigzania tiofosfodiestrowe (Rys. 63). W grupie badanych
oligonukleotydow znajdowaly si¢ cztery pary stereoizomeréw analogdéw zawierajacych pojedyncze
modyfikacje PS, jak rowniez dwa zwigzki wielokrotnie modyfikowane, stanowigce mieszaniny
izomerow. Podobnie, jak w przypadku analogdw zawierajacych podjednostki Am, mozna
zaobserwowa¢ wyraznie r6znice mi¢dzy analogami z réznego typu modyfikacjami PS, przy czym
skala owych réznic jest duzo mniejsza. Poszczeg6lne stereoizomery analogdéw zawierajacych
modyfikacje punktowe (parami Apsl i Aps2, Aps3 i Aps4, ApsS | Aps6 oraz Aps7 i Aps8) roznity
si¢ powinowactwem do PABPY!® niekiedy nawet trzykrotnie. Dla niektorych (Aps2, Aps4, Aps5,
Aps7, Aps8) wyznaczytam warto$ci Kp app bardzo zblizone do niemodyfikowanego analogu.
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Rysunek 63 Pozorne state dysocjacjiKp app dla kompleksow PABP*1?0 oraz oligonukleotydowych analogéw poli(A)
zawierajgcych modyfikowane wigzania tiofosfodiestrowe. Wartosci uzyskano dzigki eksperymentom wigzania
kompetycyjnego wykonanych z uzyciem metody MST. Wartosci Ko app oraz odpowiadajqce im odchylenia standardowe
wyznaczono na podstawie wynikow uzyskanych z trzech niezaleznych powtorzen.

Nawet w przypadku zwigzkow bedacych mieszaninami stereoizomerow zawierajacych
wielokrotne modyfikacje (Aps9, Aps10) spadek powinowactwa byt stosunkowo niewielki. Oznacza
to, ze obecnoé¢ wiazania tiofosfodiestrowego nie zaburza znaczaco wigzania do PABPY1%, W
odroznieniu od analogoéw Anm, brak rowniez wyraznych rdéznic mi¢dzy analogami zawierajgcymi
pojedyncze modyfikacje PS w rdéznych czesciach tancucha. Wspomniany w poprzednim
podrozdziale zwigzek Amb6 zawiera dwa wigzania tiofosfodiestrowe w skrajnych czeSciach
tancucha. Jego szczegodlnie niskie powinowactwo do PABP% wynika najpewniej z faktu, ze
wszystkie znajdujace si¢ w jego tancuchu adenozyny zawierajg modyfikacje 2’-O-Me. Potwierdza
te hipoteze fakt, ze Aps10 posiadajacy modyfikacje PS umiejscowione analogicznie do Amb
charakteryzuje si¢ znacznie silniejszym powinowactwem w kompleksie z PABPY%,

9.3.3. Wigzanie analogow zawierajgcych 2’-O-fluoroadenozyne

2’-O-fluoroadenozyna w strukturach kwasow nukleinowych pod wieloma wzgledami
wykazuje podobne wlasciwosci do 2’-O-metyloadenozyny. Zarowno pod wzgledem
umiejscowienia, jak i wielko$ci modyfikacji, sg to stosunkowo podobne czasteczki. Znalazto to
swoje potwierdzenie w wynikach pomiaréw powinowactwa do PABP® uzyskanych dla
oligonukleotydowych analogéw poli(A) zawierajacych pojedyncze podjednostki Ar (Rys. 64).
Modyfikacje umiejscowione na koncach tancucha oligonukleotydowego (Arl, Ar3) zaburzaty
wigzanie do biatka w duzo mniejszym stopniu, niz modyfikacja znajdujaca si¢ w jego srodkowej
czesci (Ar2). W przypadku analogu modyfikowanego na koncu 3’ (Arl) wyznaczona wartos¢ Kp
appjest niemal identyczna do warto$ci odpowiadajacej niemodyfikowanemu As.. Z kolei analog Ar2
wykazuje pieciokrotnie nizsze powinowactwo do PABPY% niz As,. Sa to wyniki zblizone do
uzyskanych dla analogéw An.
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Rysunek 64 Pozorone state dysocjacji Kp app dla komplekséw PABPY1% oraz oligonukleotydowych analogéw poli(A)
zawierajgcych podjednostki 2°-O-fluoroadenozyny. Wartosci uzyskano dzigki eksperymentom wiqzania kompetycyjnego
wykonanych z uzyciem metody MST. Wartosci Kp app oraz odpowiadajgce im odchylenia standardowe wyznaczono na
podstawie wynikow uzyskanych z trzech niezaleznych powtorzen.

9.3.4. Wigzanie analogow zawierajgcych N6-metyloadenozyng

N6-metyloadenozyna jest jedynym naturalnie wystepujacym modyfikowanym
nukleotydem spotykanym w ogonach poli(A) eukariotycznych mRNA. Z tego wzgledu jej wptyw
na tworzenie si¢ kompleksow tancuchow poliadenylowych i PABP jest cieckawym zagadnieniem,
wartym zbadania. Wyznaczone zostaly stale powinowactwa kompleksow trzech analogow poli(A)
zawierajacych podjednostki m®A z PABP**® (Rys. 65).
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Rysunek 65 Pozorne stafe dysocjacjacji, Ko app, dla komplekséw PABP% oraz oligonukleotydowych analogdw poli(A)
zawierajqcych podjednostki N6-metyloadenozyny. WartoSci uzyskano dzigki eksperymentom wigzania kompetycyjnego
wykonanych z uzyciem metody MST. Wartosci Kb app oraz odpowiadajgce im odchylenia standardowe wyznaczono na
podstawie wynikéw uzyskanych z trzech niezaleznych powtdrzen.

Ponownie réznice migdzy analogami modyfikowanymi na koncach 3° i 5> (mPAL,
mSA3), a analogiem zawierajacym podjednostke m®A w potowie sekwencji (MSA2) sg znaczace.
mPA2 wykazuje bardzo niskie powinowactwo do biatka, ponad rzad wielko$ci nizsze niz
niemodyfikowany analog. Z kolei wartosci stalych dysocjacji komplekséw m8A1 i mSA3 z PABPY
sa nieznacznie nizsze, niz w przypadku analogu Ai2. Oznacza to, ze umiejscowienie
modyfikowanej podjednostki m®A w skrajnych czesciach tancucha oligonukleotydu nie tylko nie
zaburza jego wiazania do bialka, ale moze je rowniez w niewielkim stopniu je stabilizowac.
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9.3.5. Wigzanie analogow zawierajgcych guanozyne oraz o skroconym i
wydtuzonym tancuchu

Na koniec przeprowadzone zostaly pomiary powinowactwa do PABPY!® analogow
roznigcych si¢ od niemodyfikowanego oligonukleotydu Az dlugoscia (Ai1, A1z) oraz obecnoscia
pojedynczych guanozyn zastgpujacych adenozyny w sekwencji (G1, G2, G3). Wartosci Kp app
statych powinowactwa przedstawione zostaty na Rysunku 66.
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Rysunek 66 State powinowactwa Kb app dla komplekséw PABPY1% oraz oligonukleotydowych analogéw
poli(A) zawierajgcych guanozyne oraz o dtugosci 11 lub 13 adenozyn. Wartosci uzyskano dzigki eksperymentom wigzania
kompetycyjnego wykonanych z uzyciem metody MST. Wartosci Ko app oraz odpowiadajgce im odchylenia standardowe
wyznaczono na podstawie wynikow uzyskanych z trzech niezaleznych powtorzen.

Skrocenie niemodyfikowanego tancucha o jedng podjednostke (Ai1) skutkuje
znaczacym spadkiem powinowactwa analogu poli(A) do PABPY®. Z kolei analog o tancuchu
wydluzonym réwniez o jeden nukleotyd (A13) wykazywat powinowactwo bardzo zblizone do Az>.
Mozna wige wnioskowaé, ze rekombinowana, dwudomenowa czasteczka PABP posiada kieszen
wigzaca 12-merowy fragment poliadenylowy. Stad tez jej wiazanie do krotszego tancucha poli(A)
nie jest rownie stabilne, natomiast wydtuzenie sekwencji nie przyczynia si¢ do zwigkszenia
stabilnosci owego oddziatywania.

Obecnos¢ guanozyny w sekwencji analogu poli(A) zaburza wigzanie do PABP*!%, co
jest efektem spodziewanym biorac pod uwage naturalng preferencje substratowa PABP do
sekwencji poliadenylowych. Uzyskane wyniki pozostajg réwniez w zgodzie z dotychczasowymi
danymi literaturowymi, wskazujacymi na mozliwos¢ regulacji procesow translacji dzigki naturalnie
wystepujacym modyfikacjom ogondéw poli(A) w postaci pojedynczych podjednostek G w ich
strukturach. Tylko jeden z analogow zawierajacych guanozyne (G3) wykazywal wysokie
powinowactwo do biatka PABP*'® na poziomie zblizonym do niemodyfikowanego analogu,
podczas gdy zwigzki G1 i G2, a wigc zawierajace modyfikacje na koncu 3’ oraz w potowie
sekwencji, tworzyly znacznie stabsze kompleksy z badanym biatkiem.
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9.4. Podsumowanie

Lacznie zbadatam 29 oligonukleotydowych analogdéw ogona poli(A) w kontekscie ich
powinowactwa do rekombinowanej, dwudomenowej odmiany biatka PABP'®, Na podstawie
pomiardw wigzania kompetycyjnego wykonanych z uzyciem metody MST wyznaczone zostaty
wartoéci pozornych statych dysocjacji (Kp app) dla komplekséw analogow z PABP1%
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Rysunek 67 Zestawienie wszystkich wartosci stalych powinowactwa Kb app uzyskanych dla analogdw ogona poli(A) w
kompleksie z biatkiem PABP. Wyniki przedstawiono w kolejnosci od najwyzszej do najnizszej wartosci.

Na Rysunku 67 przedstawione zostato ogélne zestawienie uzyskanych wynikéw. Z
kolei w Tabeli 1 znajduja si¢ doktadne wartosci numeryczne statych Kp app Wraz ze skroconymi i
pelnymi nazwami badanych zwigzkoéw oligonukleotydowych. Na podstawie wynikow
przedstawionych w poprzednich podrozdziatach mozna wysunaé¢ szereg ogélnych wnioskow
dotyczacych specyfiki PABPY'® w kontekécie oddziatywania z 12-merowymi fragmentami
sekwencji poliadenylowych zawierajacych réznego rodzaju modyfikacje chemiczne. W pierwszej
kolejnosci nalezy zwroci¢ uwage na wyrazng korelacje migdzy umiejscowieniem modyfikowanych
podjednostek w tancuchu oligonukleotydu, a jego powinowactwem do biatka. Analogi zwierajace
modyfikacje w $rodkowej czesci sekwencji (np. G2, Am2, Ar2) oddziatywaty z PABPY% ze
znacznie mniejszym powinowactwem niz niemodyfikowany analog Az, jak rowniez
oligonukleotydy zawierajace analogiczne modyfikacje w skrajnych cze$ciach fancucha (np. méA1,
G3, Arl, Aml). Drugg istotna obserwacja jest fakt, ze powinowactwo analogéw poli(A) do biatka
malato wraz z rosnacg liczbg modyfikacji. A wiec zwiazki takie, jak Am4, Am6/SPOT-ON, Aps10,
zawierajace liczne modyfikowane podjednostki charakteryzuja si¢ stabszym oddziatywaniem z
PABP% w poréwnaniu do analogu niemodyfikowanego oraz analogéw zawierajacych punktowe
modyfikacje, zwlaszcza umiejscowione w poblizu koncoéw 3”1 5°. Co ciekawe, analogi zawierajace
modyfikowane wigzania tiofosfodiestrowe jako jedyne zdajg si¢ nie wykazywac silnej zaleznos$ci
miedzy umiejscowieniem i liczba modyfikacji, a oddzialywaniem z biatkiem. Bez wzglgdu na
potozenie wigzan PS oraz ich liczbe, wszystkie modyfikowane analogi wykazywaly nieco stabsze
powinowactwo do PABP*% od niemodyfikowanego analogu. Znaczace roznice wystepuja przede
wszystkim pomigdzy stereoizomerami analogdw zawierajacych modyfikacje punktowe, podczas
gdy mieszaniny stereoizomerow zwigzkéw Aps9 i Aps10 charakteryzuja si¢ bardzo zblizonymi
warto$ciami Kp app mimo duzej r6éznicy w liczbie modyfikowanych wigzan. Mozna wigc ostatecznie
wywnioskowaé, ze dla oddziatywania z kieszenia wiazaca PABP 1% istotna jest przede wszystkim
struktura rybozy oraz rodzaj zasady kwasu nukleinowego.
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Tabela 1 Wartosci statych powinowactwa komplekséw PABPY*®z oligonukleotydowymi analogami ogona poli(A).

NUMER SKROT OLIGONUKLEOTYD Kb, app (LM) SD (UM)
1 A1 A1 0.73 0.13
2 Apsl AvApsA; D1 1.59 0.18
3 Aps2 AApsA; D2 0.52 0.10
4 Aps3 A10ApsA D1 1.28 0.16
5 Apsd A10ApsA D2 0.66 0.12
6 Aps5 ApsA1 D1 0.58 0.70
7 Aps6 ApsA11D2 1.00 0.20
8 Aps7 AsApsAs D1 0.70 0.13
9 Aps8 AsApsAsD2 0.80 0.30
10 Aps9 Apsin A 1.50 0.20
Lo Aps10 APsAADA 1.22 0.13
12 A, A 3.10 0.60
13 A Az 0.66 0.12
14 Gl AuG 2.70 0.60
15 G2 AsGAs 13.00 3.00
16 G3 GAu 0.90 0.20
17 Al AAnA 1.00 0.20
18 A2 AsAnAs 4.70 0.80
19 A3 AnAi1 1.10 0.30
20 A4 AmuiA 46.0 5.0
21 A5 AnA11Am 0.83 0.18
22 A6 AmpPsAmeAmPsAm 31.0 3.0
23 A7 AnAn 1.50 0.40
24 méA1 Aiom®A 0.41 0.09
25 méA2 AsmPAs 9.2 1.3
26 méA3 mSA-Aq; 0.48 0.06
27 ALl A10ArFA 0.73 0.15
28 A2 AsArAg 2.90 0.40
29 A3 ArA1LL 1.43 0.20

F
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10. Badania podatnosci analogdéw ogona poli(A) na specyficzng degradacje

W celu zbadania wptywu poszczegdlnych modyfikacji na proces specyficznej
degradacji sekwencji poli(A), przeprowadzone zostaty eksperymenty enzymatyczne z udziatem
CNOT7, czyli katalitycznej podjednostki deadenylujacego kompleksu biatkowego CCR4-Not.
CNOT7 posiada aktywnos¢ 3° — 5’ egzonukleazy i bierze czynny udzial w usuwaniu ogonow
poli(A) z konca 3’ cytoplazmatycznych czgsteczek eukariotycznego mRNA.

10.1. Eksperymenty degradacji enzymatycznej analogdw poli(A) z udziatem CNOT7

Te samg biblioteke analogow ogona poli(A), ktoérych powinowactwo do
rekombinowanego biatka PABP zbadatam w rozdziale 9, poddatam eksperymentom specyficznej
degradacji przez CNOT7. Kazdy z analogéw inkubowany byt z CNOT7 przez 30 minut w
temperaturze 37°C. Wszystkie eksperymenty z CNOT7 prowadzitam w buforze Tris 20 mM o pH
8.0, z dodatkiem 20 mM DTT, 10 mM MgCl; oraz 100 mM KCI. Z mieszaniny reakcyjnej
pobieratam probki w odstepach 5-minutowych, zaczynajac od czasu 0 minut. Reakcja w kazdym
punkcie czasowym zatrzymywana byla poprzez rozcieficzenie pobranej porcji mieszaniny
reakcyjnej roztworem EDTA w stosunku v1:1. Probki, wraz z kontrolg negatywng w postaci
oligonukleotydu nie poddanego trawieniu CNOT7, analizowano z wykorzystaniem
wysokorozdzielczej  elektroforezy  Zzelowej na  denaturujgcym  mocznikowym  Zelu
poliakrylamidowym (PAGE, ang. polyacrylamide gel electrophoresis). Kazdy zel po zakoficzonym
rozdziale wybarwiany byt interkalujagcym kwasy nukleinowe barwnikiem fluorescencyjnym SYBR
Gold. Nastepnie wykonywana byta wizualizacja rozdzielonych na zelu oligonukleotydow poprzez
wzbudzanie fluorescencyjne SYBR Gold i rejestracje emisji barwnika. Na podstawie intensywnosci
prazkow odpowiadajacych kolejnym punktom czasowym uzyskatam zaleznos$ci ilosci substratu
oligonukleotydowego od czasu. Z kolei dzigki dopasowaniu funkcji jednofazowego zaniku
eksponencjalnego wyznaczytam wartoéci poczatkowych szybkosci reakcji degradacji K [min™]
(Rys. 74). W przypadku analogdéw catkowicie odpornych na degradacj¢ w warunkach eksperymentu
wartosci K nie zostaty wyznaczone.

10.1.1. Degradacja enzymatyczna analogow poli(A) zawierajgcych 2’-O-
metyloadenozyne

Wielokrotnie podkreslatam rolg nukleotydowej modyfikacji 2’-O-Me w stabilizacji
czasteczek RNA i poprawie ich odpornosci na enzymatyczng degradacje przez zardwno 5° — 3°,
jak i 3> — 5° egzonukleazy. Na Rysunku 68A przedstawione zostaly zdjecia zeli
poliakrylamidowych wykonane po dokonaniu rozdziatu elektroforetycznego probek poddanych
degradacji przez CNOT7. Wyniki uzyskane na podstawie analizy intensywnosci prazkow w
kolejnych punktach czasowych pozostaja w zgodzie z oczekiwaniami i dotychczasowymi
doniesieniami literaturowymi (Rys. 68B). Mianowicie analogi zawierajace modyfikowana
podjednostke Am na koncu 3’ (Am4, Am5, Amb, Am7) pozostawaly stabilne w obecnosci CNOT?7 i
nie ulegaly degradacji w =zastosowanych warunkach eksperymentalnych. Analog Am3,
zmodyfikowany na koncu 5°, ulegat catkowitej degradacji. Jest to spodziewany efekt, jako ze
CNOTY7 usuwa kolejne podjednostki tancucha poliadenylowego od konca 3°, a wigc w przypadku
Am3 napotkalby stabilizujaca modyfikacj¢ dopiero po zakonczeniu procesu degradacji. W
przypadku Am2 zaobserwowatam ciekawe zjawisko. Analog ten zawiera podjednostke Am W
polowie sekwencji. Z tego wzgledu CNOT7 czgéciowo skracat tancuch oligonukleotydu, po czym
jego aktywnos¢ ulegata zahamowaniu po napotkaniu modyfikowanego nukleotydu. W stosunkowo
krotkim czasie, okoto 10 minut od momentu rozpoczgcia inkubacji oligonukleotydu z enzymem,
dochodzito do catkowitego zaniku substratu i powstania produktu czgsciowej degradacji, ktory
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pozostawat stabilny az do zakonczenia inkubacji w czasie 30 minut. Z kolei analog Aml,
posiadajacy podjednostke¢ Am na drugiej pozycji od konca 3’, ulegatl powolnej degradacji, o czym
swiadczy stopniowe pojawianie si¢ prazka odpowiadajacego skréconemu oligonukleotydowi tuz
ponizej prazka wyjSciowego substratu. Jest to ciekawa obserwacja z dwoch wzgledow. Po pierwsze,
zgodnie z oczekiwaniami brak modyfikacji ostatniego nukleotydu tancucha powinien prowadzi¢ do
jego usunigcia w krotkim czasie, podczas gdy prazek odpowiadajacy substratowi ma dominujaca
intensywnos$¢ we wszystkich punktach czasowych. Z drugiej strony, degradacja nie jest catkowicie
zatrzymana, ale zachodzi bardzo powoli. Oznacza to, ze aktywnos¢ egzonukleolityczna CNOT?7
ulega czgsciowemu zahamowaniu pod wplywem obecnosci modyfikacji Am w poblizu konca 3’,
nawet jesli nie jest to ostatnia podjednostka.
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Rysunek 68 Degradacja analogéw ogona poli(4) zawierajgcych modyfikacje w postaci 2’-O-metyloadenozyny przez
egzonukleaze CNOTY7. (4) Zdjecia zeli poliakrylamidowych wybarwionych SYBR Gold wykonanie po rozdziale
elektroforetycznym oligonukleotydow poddanych degradacji przez CNOT7. (B) Zaleznos¢ ilosci wyjsciowego substratu
oligonukleotydowego od czasu. Punkty pomiarowe uzyskane na podstawie znormalizowanej intensywnosci prqgzkow
odpowiadajgcych substratowi w kolejnych punktach czasowych.
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10.1.2. Degradacja enzymatyczna analogow poli(4) zawierajgcych wigzania
tiofosfodiestrowe

Modyfikacje RNA w postaci wigzan tiofosfodiestrowych petnig podobna rolg do 2 ’-O-
Me. Nadaja kwasom nukleinowym odpornos¢ na dziatanie egzo- i endonukleaz. Stabilizujg rowniez
oddziatywania RNA-RNA i RNA-biatko, co znajduje szczegodlne zastosowanie w opracowywaniu
terapeutycznych oligonukleotyddw, takich jak ASO czy aptamery. Na Rysunku 69 przedstawione
zostaly zarowno zdjecia Zeli po rozdziale elektroforetycznym oligonukleotydow z modyfikacjami
PS poddanych trawieniu przez CNOT7 (Rys. 69A), jak i iloSci wyjsciowych substratow w
kolejnych punktach czasowych (Rys. 69B). Podobnie, jak w przypadku analogdéw poli(A)
zawierajacych podjednostki Am, podatnos¢ analogdw posiadajgcych modyfikacje PS na aktywno$é
egzonukleolityczng CNOT7 silnie zalezata od umiejscowienia modyfikowanego wigzania w
sekwencji oligonukleotydu. Zauwazalna byla rowniez réznica we wlasciwosciach stereoizomerow
analogbw z pojedynczym wigzaniem tiofosfodiestrowym. Oligonukleotydy zawierajace
modyfikacje ostatniego wigzania od konca 3’ byly odporne na degradacj¢ przez CNOT7 (Aps3,
Aps4), albo ulegaty jej bardzo powoli (Aps9, Aps10). W przypadku mieszanin sterecizomerow
zawierajacych wigcej niz jedno modyfikowane wigzanie, czyli zwigzkow Aps9 i Aps10, z czasem
dochodzito do ich powolnej degradacji. Przejawialo si¢ to pojawianiem si¢ prazkow
odpowiadajacych skroconym oligonukleotydom ponizej prazka gldéwnego substratu. Oznacza to, ze
przynajmniej cze¢$C wariantow  stereoizomerycznych byta bardziej podatna na dziatanie
egzonukleazy CNOT7. Z kolei w przypadku dwoch stereoizomerdw analogu, ktdrego przedostatnie
wigzanie od konca 3’ zawierato grupe PS (Apsl, Aps2), dochodzito do usunigcia ostatniego
nukleotydu z sekwencji. Co ciekawe, dynamika tego procesu réznita si¢ dla poszczegdlnych
stereoizomerow. W przypadku izomeru D1 (Apsl) ostatni nukleotyd usuwany byt w krotkim czasie
okoto 5 minut, co prowadzito do powstania skréconego oligonukleotydu odpornego na dalsza
degradacj¢. Z kolei w przypadku izomeru D2 ostatnia podjednostka byla usuwana stosunkowo
powoli, przez co w 30 minucie w roztworze reakcyjnym pozostato ponad 50% wyjsciowego
substratu. Oba izomery analogu posiadajacego modyfikowane wigzanie przy koncu 5’ (Aps5, Aps6)
ulegaly bardzo szybkiej degradacji. Z kolei w przypadku zwigzkéw Aps7 i Aps8, modyfikowanych
w potowie dtugosci tancucha, aktywnos¢ CNOT7 ulegata zahamowaniu po usunigciu pierwszych
kilku podjednostek, podobnie do analogu Am2. Prazki odpowiadajace skroconemu izomerowi D1
oligonukleotydu byly znacznie stabsze niz w przypadku izomeru D2. Wskazuje to na podobna
zalezno$¢, jak zaobserwowana dla Apsl i Aps2, a wiec drugi izomer wykazuje mniejszg podatnosé
na degradacje przez CNOT7.
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Rysunek 69 Degradacja analogéw ogona poli(4) zawierajgcych modyfikowane wigzania tiofosfodiestrowe przez
egzonukleazg CNOT7. (A) Zdjecia zeli poliakrylamidowych wybarwionych SYBR Gold wykonanie po rozdziale
elektroforetycznym oligonukleotydéw poddanych degradacji przez CNOT7. (B) Zaleznos¢é ilosci wyjsciowego substratu
oligonukleotydowego od czasu. Punkty pomiarowe uzyskane na podstawie znormalizowanej intensywnosci prqzkow
odpowiadajgcych substratowi w kolejnych punktach czasowych.
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10.1.3. Degradacja enzymatyczna analogow  poli(A)  zawierajgcych 2 -
fluoroadenozyne

Jak juz wspominatam, modyfikacja 2’-F, zarowno pod wzgledem strukturalnym, jak i
biochemicznym, posiada podobne wiasciwosci do 2’-O-Me. Zapewnia zwigkszong stabilnos¢
enzymatyczng, jak rowniez obniza immunogenno$¢ syntetycznych RNA oraz stabilizuje
oddziatywania RNA-RNA. Na Rysunku 70 przedstawione zostaly wyniki degradacji trzech
analogow poli(A) zawierajacych podjednostki Ar. Ze wzgledu na ograniczone mozliwosci
syntetyczne (brak handlowo dostgpnego podtoza zawierajacego podjednostke Ar) nie byto mozliwe
otrzymacie oligonukleotydow modyfikowanych na koncu 3°. W przypadku analogu Arl
podjednostka Ar znajdowala si¢ na pozycji drugiej od konca 3°. Skutkowato to szybkim usunieciem
ostatniego nukleotydu i powstaniem skroconego produktu degradacji, odpornego na aktywnosc¢
enzymatyczng CNOT7. Podobng sytuacj¢ zaobserwowatam w przypadku analogu Ar2
modyfikowanego w potowie sekwencji. Zgodnie z oczekiwaniami analog Ar3, modyfikowany na
koncu 5°, ulegat catkowitej degradacji w krotkim czasie.
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Rysunek 70 Degradacja analogéw ogona poli(4) zawierajgcych 2 ’-fluoroadenozyne przez enzym CNOT7. (4) Zdjecia zeli
poliakrylamidowych wybarwionych SYBR Gold wykonanie po rozdziale elektroforetycznym oligonukleotydéw poddanych
degradacji przez CNOTY7. (B) Zaleznos¢ ilosci wyjsciowego substratu oligonukleotydowego od czasu. Punkty pomiarowe
uzyskane na podstawie znormalizowanej intensywnosci prgzkow odpowiadajgcych substratowi w kolejnych punktach
czasowych.
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10.1.4. Degradacja enzymatyczna analogow poli(A) zawierajgcych  NG6-
metyloadenozyne

N6-metyloadenozyna jest to odwracalna i naturalnie wystgpujaca modyfikacja, ktorej
gléwna rolg jest wymuszanie lokalnych zmian struktury drugorzedowej RNA. Nazywana jest
»przetacznikiem strukturalnym” i wplywa na witasciwosci biochemiczne RNA oraz posrednio
uczestniczy w zjawiskach dojrzewania i ekspresji mMRNA. Jednakze obecnie brakuje doniesien
dotyczacych jej bezposredniego ptywu na stabilnos¢ transkryptow. Wszystkie trzy analogi poli(A)
zawierajace podjednostki m°A ulegaly kompletnej degradacji po 30 minutach inkubacji z enzymem
CNOT7 (Rys. 71). Nie zauwazylam znaczgcej réznicy miedzy analogami zawierajacymi
modyfikacje na koncu 3’, w potowie sekwencji i na koncu 5°.
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Rysunek 71 Degradacja analogéw ogona poli(A) zawierajqcych N6-metyloadenozyng przez enzym CNOT7. (4) Zdjecia zeli
poliakrylamidowych wybarwionych SYBR Gold wykonanie po rozdziale elektroforetycznym oligonukleotydéw poddanych
degradacji przez CNOT7. (B) Zaleznos¢ ilosci wyjsciowego substratu oligonukleotydowego od czasu. Punkty pomiarowe

uzyskane na podstawie znormalizowanej intensywnosci prqzkow odpowiadajqcych substratowi w kolejnych punktach
czasowych.

10.1.5. Degradacja enzymatyczna analogow poli(A) zawierajgcych guanozyne oraz
o niemodyfikowanych tancuchach roznej dtugosci

Guanozyna jest naturalnie wystgpujaca modyfikacja ogona poli(A), wystepujaca
réwniez u ludzi, i pelni role stabilizatora przeciwko aktywnosci specyficznych enzymoéw
odpowiedzialnych za deadenylacje.’® Bierze réwniez udziat w regulacji translacji, poniewaz
lokalnie ostabia wigzanie PABP do poli(A).**" Tym samym zmniejsza liczbe czasteczek biatek
zwigzanych z koncem 3> mRNA, co przektada si¢ na wydajno$¢ procesu inicjacji translacji. W
rozdziale 9.3.5. opisalam negatywny wplyw punktowych substytucji adenozyny guanozyna na
wigzanie oligonukleotydéw do PABPY'%® a wiec uzyskane wyniki pozostawaty w zgodzie z
literaturg. Jednakze po przeprowadzeniu eksperymentow degradacji przez specyficzny enzym
CNOTT7 nie zaobserwowatam istotnego wptywu obecnosci guanozyny w sekwencji poliadenylowe;j
na aktywnos¢ egzonukleazy (Rys. 72A, B). Wszystkie analogi zawierajace punktowe modyfikacje
W postaci guanozyny w zastosowanych warunkach eksperymentalnych ulegaly degradacji
porownywalnie szybko co oligonukleotydy réznej dtugosci nie zawierajace zadnych modyfikacji
chemicznych ani strukturalnych (Rys. 72C).
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Rysunek 72 Degradacja analogéw ogona poli(4) zawierajgcych guanozyng oraz o roznej dlugosci niemodyfikowanego
tancucha przez enzym CNOTY7. (A) Zdjecia zeli poliakrylamidowych wybarwionych SYBR Gold wykonanie po rozdziale
elektroforetycznym oligonukleotydow poddanych degradacji przez CNOT?7. (B) Zaleznos¢ ilosci wyjsciowego substratu
oligonukleotydowego od czasu. Punkty pomiarowe uzyskane na podstawie znormalizowanej intensywnosci prqzkow
odpowiadajgcych substratowi w kolejnych punktach czasowych.

10.2. Podsumowanie

Przeprowadzitam eksperymenty degradacji enzymatycznej oligonukleotydowych
analogéw ogona poli(A). Do eksperymentow wykorzystany zostal enzym CNOT7, bedacy
katalityczng  podjednostka kompleksu biatkowego odpowiedzialnego za deadenylacjg
cytoplazmatycznych mRNA. Zaobserwowana zostata silna zalezno$¢ miedzy typem modyfikacji i
jej umiejscowieniem w sekwencji oligonukleotydu, a jego podatnoscia na degradacjg¢ enzymatyczna
katalizowang przez CNOT7. Przede wszystkim modyfikacje w postaci 2 -O-metyloadenozyny, 2 -
fluoroadenozyny oraz wiazania tiofosfodiestrowego (Rys. 68, 69, 70) calkowicie hamowaty
aktywno$¢ enzymatyczng CNOT?7. Efekt zwigekszonej odpornosci na degradacje enzymatyczng byt
szczegblnie zauwazalny w przypadku analogow zawierajacych jedng z wymienionych korzystnych
modyfikacji w poblizu konca 3’ oligonukleotydu (Arl, Am7). W przypadku analogéw
zawierajacych modyfikacj¢ ostatniej podjednostki lub wigzania w sekwencji, dany zwiazek byt
catkowicie odporny na degradacje (Aps4, ApsS, Am7). Z kolei analogi zawierajace modyfikacje w
pewnym oddaleniu od konca 3’ byty degradowane czg¢$ciowo, do momentu napotkania przez enzym
modyfikowanej podjednostki. W drugim przypadku mozliwe byto zaobserwowanie stopniowego
pojawiania si¢ prazkow odpowiadajacych skroconym oligonukleotydom, bedacych produktami
czesciowej degradacji (Rys. 73). Analogi zawierajace modyfikacje m°®A oraz guanozyne, jak
réwniez niemodyfikowane oligonukleotydy roznej dtugosci, ulegaty szybkiej degradacji przez
CNOT?7. Na Rysunku 74 zaprezentowane zostaty wartosci statych szybkosci procesu degradacji K
dla poszczegdlnych analogéw.
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Rysunek 73 Zaleznosé ilosci produktu czesciowej degradacji analogow poli(4) przez enzym CNOT7 od czasu. Punkty

pomiarowe uzyskane na podstawie intensywnosci prgzkéw zarejestrowanych po analizie elektroforetycznej oligonukleotyddw
poddanych trawieniu przez CNOT?7.
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Rysunek 74 Wartosci szybkosci poczqtkowych proceséw degradacji K oligonukleotydowych analogéw ogona poli(A) przez
deadenylaze CNOT?7. K wyznaczono na podstawie dopasowania modelu jednofazowego zaniku eksponencjalnego do punktow
pomiarowych zaleznosci ilosci wyjsciowego substratu oligonukleotydowego od czasu. Zaleznos¢ okreslono na podstawie
zdje¢ zeli poliakrylamidowych po analizie elektroforetycznej analogow poddanych trawieniu przez CNOT?7. Brak stupka
oznacza, ze dla danego analogu nie zaobserwowano procesu degradacji w zastosowanych warunkach eksperymentalnych.
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11. Analogi poli(A) jako inhibitory translacji

Jednym z potencjalnych zastosowan czasteczek, ktore specyficznie oraz z wysokim
powinowactwem wigza konkretne cele molekularne, jest inhibicja procesow biologicznych. Role
takich czgsteczek inhibitorowych moga peli¢ réwniez oligonukleotydy, co znalazlo swoje
potwierdzenie w wielu pracach naukowych, w tym we wspomnianej juz kilkukrotnie pracy
Barragan-Iglesias et al.*®” Oligonukleotyd, nazwany przez autorow SPOT-ON, zaprezentowany
zostal jako inhibitor PABP, posrednio wptywajacy na poziom translacji zarowno in vitro jak i w
modelach mysich. SPOT-ON sktadatl si¢ z 12 modyfikowanych podjednostek Am, przy czym
dodatkowo, dwa skrajne wigzania fosfodiestrowe zastapione zostaly = wigzaniami
tiofosfodiestrowymi. Na podstawie badan powinowactwa z udzialem rekombinowanego biatka
PABP1% oraz eksperymentéw enzymatycznych z deadenylaza CNOT7, moglam zidentyfikowaé
grupe 12-merowych oligonukleotydéw wykazujacych znacznie wyzsze powinowactwo do PABPY

190§ odpornos¢ na degradacje.

11.1. Badania inhibicji translacji w lizatach retikulocytow kréliczych (RRL)

Sposrod biblioteki oligonukleotydowych analogéow poli(A), dwa zostaty wybrane do
zbadania pod katem potencjatu inhibitorowego. Byly to zwiazki AmA10Am (Amb) oraz ApsAsApsA
(Aps10). Eksperymenty translacyjne w lizatach retikulocytow kréliczych (RRL) przeprowadzone
zostaly przez dr. Mirostawa Smietanskiego (Laboratorium Chemii Biologicznej — CeNT UW).
Poziom translacji mierzony byt na podstawie aktywnos$ci biatka reporterowego lucyferazy Firefly,
ktérego MRNA dodawano do lizatow komoérkowych wraz z czgsteczkami inhibitoréw. Aktywnos¢
inhibitorowa wybranych oligonukleotydow poréwnana zostata z wlasciwo$ciami znanego
inhibitora translacji bedacego analogiem 5°-kapu (m’GpsppG)3*®. Inhibitor ten hamuje proces
translacji poprzez wigzanie z czynnikiem inicjacji translacji elF4E, a wiec w sposob zupetnie
odmienny od mechanizmu przewidzianego dla inhibitorow bedacych analogami poli(A). W
przypadku analogéw poli(A) oczekiwalam, ze bgda one specyficznie wigza¢ znajdujace si¢ w
lizatach komoérkowych czgsteczki PABP, tym samym blokujac mozliwo$¢ ich zwigzania z koncem
3’ reporterowego mRNA. Ograniczenie liczby czasteczek PABP na koncu 3> mRNA powinno
prowadzi¢ do zauwazalnego spadku poziomu jego translacji i przetozy¢ si¢ bezposrednio na
zmniejszong produkcje kodowanego biatka. Analogiczne eksperymenty przeprowadzone zostaty
réwniez z udziatem inhibitora SPOT-ON.

mRNA kodujace lucyferaze Firefly posiadajace ogon poli(A) o dugosci 30 adenozyn
inkubowane bylo w roztworze lizatow retikulocytow kroliczych (RRL) wraz z dodatkiem
wybranego inhibitora w réznych stezeniach. Zastosowano szeroki zakres stezen inhibitoréw w celu
wyznaczenia stalych ICso dla kazdego z badanych zwigzkow. ICsp jest to miara aktywnosci
inhibitora, odpowiadajaca jego st¢zeniu niezbednemu do inhibicji aktywnosci wybranej czasteczki
lub procesu biologicznego w 50%. Wykorzystany do eksperymentow system RRL firmy Promega
pozwala na bezposrednie badanie wydajnosci translacji mRNA. W eksperymencie uzywa si¢ biatka
reporterowego, takiego jak lucyferaza Firefly, zaktadajac, ze jego aktywno$¢ jest bezposrednim
odzwierciedleniem poziomu translacji mRNA. Po trwajacej 1 godzing inkubacji w temperaturze
30°C lizaty mieszano z roztworem lucyferyny, czyli substratu reakcji katalizowanej przez
lucyferaze Firefly. Pomiary luminescencji prowadzono na czytniku mikroptytek Synergy H1
(BioTek). Na podstawie zalezno$ci luminescencji utlenionej formy lucyferyny od stezenia
inhibitora wyznaczone zostaty state ICso dla zwigzkow Am5, Aps10 i SPOT-ON (Amb6) oraz kontroli
m’GpsppG (Rys. 75).
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Rysunek 75 Inhibicja translacji mRNA lucyferazy Firefly przez oligonukleotydowe analogi poli(A). Luminescencja produktu
reakcji katalizowanej przez biatko lucyferaze Firefly odpowiada wydajnosci translacji mRNA. Punkty pomiarowe
wyznaczono na podstawie znormalizowanej Sredniej wartosci luminescencji + SD z trzech niezaleznych eksperymentow.
Wartosci luminescencji znormalizowano do wartosci uzyskanej dla probek kontrolnych pozbawionych dodatku inhibitora. Na
podstawie dopasowania tréjparametrowego modelu inhibicji do zaleznosci luminescencji od stezenia inhibitora, wyznaczono
wartosci ICso dla zwigzkéw Am5, Aps10, SPOT-ON/Am6 oraz kontroli m’GpsppG.

Oligonukleotydy Am5 oraz Aps10 okazaty sie skutecznymi inhibitorami translacji (ICso
odpowiednio 12 pM i 25 pM). Ich aktywno$¢ jest stabsza od inhibitora kontrolnego m’GpsppG
(ICs0 1 uM), ale wartosci ICsp o rzad wielkosci nizsze od SPOT-ON (108 puM). Sa to wyniki zgodne
z przewidywaniami, poniewaz SPOT-ON/Am6 wykazywal znacznie nizsze powinowactwo do
PABP% od pozostatych dwoch oligonukleotydéw (Tabela 1). Znalazto to swoje odzwierciedlenie
w stabszej aktywnosci inhibitorowej W porownaniu do reszty zbadanych zwiazkow. Dodatkowo
potwierdza to przedstawiong wczesniej teorie, ze zastosowanie mniejszej liczby modyfikacji, za to
strategicznie umiejscowionych w tancuchu oligonukleotydu, jest korzystne z punktu widzenia
powinowactwa do PABP. Bezposrednio przektada si¢ to na stabilno$¢ kompleksow PABP z
oligonukleotydami i ostatecznie na skuteczno$¢ analogéw poli(A) w roli inhibitorow.

Zwiagzki Am5 oraz Aps10 zbadano rowniez pod katem addytywnosci ich aktywnosci w
polaczeniu ze wspomnianym juz inhibitorem biatka eIF4E - m’GpsppG. Zastosowany zostal
opisany juz system RRL. Lizaty inkubowane byty przez 1 godzing z mRNA kodujacym lucyferazg
Firefly oraz z dodatkiem inhibitora m’GpsppG, Am5 lub Aps10, lub z dodatkiem mieszaniny
m’GpsppG-Am5 albo m’GpsppG-Aps10. Poziom translacji w probkach zawierajacych jeden z
inhibitorow lub ich mieszaning poréwnano z translacjag w lizatach nie zawierajacych inhibitora
(Rys. 76). W przypadku obu oligonukleotydéw zaobserwowano silniejsza inhibicj¢ translacji w
przypadku zastosowania mieszaniny inhibitorow niz dla kazdego ze zwigzkéw z osobna, CO
wyraznie wskazuje na addytywnos$¢ ich dziatania.
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Rysunek 76 Inhibicja procesu translacji mRNA kodujqcego lucyferaze Firefly w lizatach retikulocytow kréliczych, poprzez
zastosowanie inhibitora biatka eIF4E m’GpsppG w polgczeniu z oligonukleotydowym inhibitorem PABP Am5 (A) oraz Aps10
(B). Wartosci luminescencji wyznaczono na podstawie trzech niezaleznych eksperymentow oraz znormalizowano do sredniej

wartosci luminescencji uzyskanej dla pomiaréow translacji bez dodatku inhibitora.

Korelacja miedzy wysokim powinowactwem do PABP a niskimi wartosciami ICsg dla
oligonukleotydow Am5 i Aps10 wyraznie sugeruje, ze opracowane przeze mnie inhibitory obnizaja
wydajnos$¢ translacyjng na drodze specyficznego wigzania z PABP, a nie poprzez inne
niespecyficzne oddziatywania z maszynerig translacyjng. Addytywnos¢ aktywnosci inhibitorowej
oligonukleotydow poli(A) i czasteczki blokujacej kieszen wiazaca elF4E wskazuje na mozliwos¢
wplywania na wydajno$¢ procesu translacji poprzez inhibicj¢ PABP w potaczeniu z dotychczas
stosowanymi metodami. Nalezy rowniez zauwazy¢, ze w systemie RRL w procesie inicjacji
translacji biorg udziat petne, czterodomenowe czasteczki PABP. Oznacza to, ze wyniki uzyskane
in vitro dla rekombinowanego biatka PABP'® znajduja swoje odzwierciedlenie w bardziej
ztozonych uktadach biologicznych.

11.2. Podsumowanie wynikow

Przeprowadzone zostaly eksperymenty wydajnosci translacji w lizatach retikulocytow
kroliczych, majace na celu zbadanie aktywnosci dwoch potencjalnych inhibitorow PABP (Amb i
Aps10). Dla poréwnania analogiczne eksperymenty przeprowadzone zostaty z udziatem inhibitora
translacji m’GpsppG oddziatujacego z biatkiem eIF4E oraz opublikowanego juz inhibitora PABP,
zwanego SPOT-ON (Am6). Oba zwiazki Am5 i Aps10, wytypowane jako potencjalne inhibitory
translacji na podstawie wysokiego powinowactwa do PABP1% oraz stabilno$ci enzymatyczne;j,
okazaly si¢ skuteczniej obniza¢ poziom produkcji biatka reporterowego od SPOT-ON.
Wykazywaty rowniez zdolnos¢ do skutecznego dzialania w polaczeniu z inhibitorem elF4E —
zastosowanie m’GpsppG w potaczeniu z jednym z dwoch badanych inhibitoréw PABP skutkowato
obnizeniem poziomu translacji w stopniu wigkszym niz dla kazdego z inhibitorow z osobna.

Na podstawie opisanych powyzej wynikow mozna wyciggna¢ wnioski dotyczace
zarbwno wykorzystania analogow poli(A) jako inhibitorow procesu translacji, jak i catej
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przedstawionej dotychczas cze$ci projektu doktorskiego. Po pierwsze, istotna jest wyrazna
korelacja  pomiedzy powinowactwem  oligonukleotydowych analogow  poli(A) do
rekombinowanego PABP'% a ich aktywnos$cig jako inhibitordw translacji. Oznacza to, ze
opracowana przeze mnie metoda badania powinowactwa kompleksow PABPY® z analogami
poli(A) pozwala na uzyskanie wiarygodnych informacji dotyczacych preferencji owego biatka
odnos$nie struktury ligandow. Metoda ta umozliwita mi doglebne zbadanie zaleznosci miedzy
strukturg a aktywnoscig analogow poli(A) i w efekcie identyfikacj¢ modyfikacji chemicznych oraz
ich umiejscowienia w sekwencji oligonukleotydow, ktore nie zaburzaja oddziatywania z PABP.
Wszystkie trzy zbadane analogi poli(A) maja potencjal inhibitorowy. Jednakze otrzymane wyniki
wyraznie sugeruja, ze zastosowanie niewielkiej liczby strategicznie umiejscowionych modyfikacji
nukleotydowych pozwala na maksymalizacj¢ efektow zwigzanych ze stabilnoscig inhibitorow, przy
réwnoczesnym uniknigciu obnizenia powinowactwa do PABP.

Po drugie, dzigki eksperymentom wydajnosci translacji moge wnioskowaé, ze
otrzymane przeze mnie inhibitory oddziatujg z petnymi czasteczkami PABP w ztoZzonym ukladzie
biologicznym. Dziataja one niezaleznie od inhibitora specyficznie blokujacego aktywno$¢ biatka
elF4E. Stanowi to posredni dowdd na specyficznos¢ dziatania oligonukleotydowych inhibitorow
poprzez wigzanie czasteczek PABP i ograniczenie udziatu tego biatka w procesie inicjacji translacji.
W literaturze, czesciowo przytoczonej w czesci literaturowe]j niniejszej rozprawy, nie brakuje
dowoddw na istotng role PABP w zjawisku ekspresji genow, a uzyskane przeze mnie wyniki
stanowig kolejne potwierdzenie tych obserwacji.

Na koniec nalezy rowniez wypunktowac ograniczenia zwigzane z wykorzystaniem
systemu lizatow retikulocytow kroliczych w badaniach translacji, zwtaszcza wzgledem badan
prowadzonych in vivo oraz na liniach komdrkowych. System RRL jest znaczaco uproszczony,
poniewaz zawiera glownie biatka maszynerii translacyjnej, za to pozbawiony jest biatek
odpowiadajacych za degradacje mRNA. W procesie przygotowania lizatow stuzacych do badan
translacyjnych, wszelkie czasteczki komorkowego mRNA usuwane sg enzymatycznie, w celu
minimalizacji interferencji z translacja mRNA wprowadzanego do ukladu przez badacza. W
rozdziale 4. szczegotowo opisatam skomplikowang sie¢ zalezno$ci miedzy poszczegdlnymi
procesami zachodzacymi z udziatem danej czasteczki mRNA, a ostateczng produkcja kodowanego
przez nig biatka. W systemie RRL wszystkie te procesy za wylaczeniem samej translacji
sprowadzone s3 do minimum. Mozliwe jest wigc bezposrednie badanie wydajnosci translacji
syntetycznego mRNA, o czym nie mozemy mowi¢ w przypadku ztozonych uktadéw, w ktorych
ilos¢ powstajacego biatka jest wypadkowa wszystkich proceséw zwigzanych z dostarczaniem
syntetycznego transkryptu, jego metabolizmem i immunogennoscig. System RRL moze wigc
stanowi¢ dobrg podstawe do wstgpnych badan zwigzanych z procesem translacji, np. z udzialem
syntetycznych mRNA lub inhibitoréw translacji. Uzyskane wyniki nie stanowia jednakze wiernego
odzwierciedlenia potencjatu badanych czgsteczek w warunkach in vivo, zarowno pod wzglgdem
jakosciowym, jak i ilo§ciowym. Dalsze badania w ztozonych uktadach biologicznych sa niezbgdne
w celu doktadnego zbadania aktywnosci opracowanych przeze mnie inhibitorow translacji.
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12. Otrzymywanie chemicznie modyfikowanych 5’-fosforanéw dinukleotydow

Obecne w literaturze przyktady modyfikacji konca 3’ czasteczek mRNA wymagaja ko-
transkrypcyjnego wprowadzania modyfikowanych podjednostek do struktury ogona poli(A)3% lub,
w przypadku modyfikacji post-transkrypcyjnych, opisujg zastosowanie stosunkowo dlugich i
skomplikowanych sekwencji oligonukleotydowych.®*® Gtéwnym celem drugiej czgsci mojego
projektu doktorskiego bylo opracowanie metody modyfikacji konca 3’ czasteczek RNA, od
krotkich oligonukleotydow po mRNA kodujace funkcjonalne biatka, przy pomocy matych, tatwych
do otrzymania oraz chemicznie modyfikowanych czasteczek. Zamierzonym efektem wspomnianej
modyfikacji byto zwigkszenie stabilnosci enzymatycznej konca 3’ RNA, ze szczegdlnym naciskiem
na ochron¢ przed deadenylacjg. Z kolei w przypadku czasteczek mRNA pozadanym efektem
modyfikacji konca 3’ oraz wynikajacej z nich zwigkszonej stabilno$ci transkryptow, byta poprawa
ich potencjatu translacyjnego. Stabilizowane czasteczki RNA i mRNA moga znalez¢ liczne
zastosowania terapeutyczne, w tym jako prewencyjne szczepionki przeciwko chorobom
wirusowym, terapeutyczne szczepionki przeciwnowotworowe, w terapiach genowych
genetycznych chordb rzadkich i metabolicznych, w produkcji terapeutycznych przeciwciat in vivo,
terapiach komdérkowych, medycynie regeneracyjnej, jak rowniez moga zostaé wykorzystane w
systemach edycji gendw, takich jak CRISPR-Cas9.

Dzigki badaniom nad wplywem wybranych modyfikacji chemicznych na
powinowactwo analogéw ogona poli(A) do PABP, oraz ich odporno$¢ na degradacje¢ enzymatyczng
przez deadenylaze CNOT7, opracowatam struktury 5’-fosforanow dinukleotydow, ktore na drodze
ligacji enzymatycznej moga by¢ przytaczone do konca 3’ czasteczki RNA (Rys. 77). Jedynym
wymogiem strukturalnym wobec czasteczek RNA poddawanych modyfikacji jest obecno$¢ wolnej
grupy 2 ’-OH w obrgbie rybozy ostatniego nukleotydu w sekwencji. Na podstawie dotychczasowych
wynikéw wytypowatam dwie modyfikacje nukleotydowe jako najbardziej korzystne z punktu
widzenia zamierzonych efektow, mianowicie 2 -O-metylacje oraz wigzanie tiofosfodiestrowe.
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Rysunek 77 Struktury 5 ’-fosforanéw dinukleotydow adeninowych oraz guaninowych zawierajgcych modyfikacje chemiczne w
postaci 2’-O-metylacji i/lub wiqzania tiofosfodiestrowego.

Wszystkie znane eukariotyczne deadenylazy wykazuja wysoka specyficznosé
substratow3>**“%_ Dlatego tez zaplanowatam synteze dinukleotydow, ktore oprécz wspomnianych
modyfikacji chemicznych zawieraly zasady adeninowe lub guaninowe. W rozdziale 10.1.5.
zaprezentowatam wyniki, wskazujace, ze obecnos¢ pojedynczej guanozyny w sekwencji nie
hamuje degradacji oligonukleotydowych analogow poli(A) przez enzym CNOT7. Nalezy jednak
zaznaczy¢, ze CNOT7 jest tylko jedna z kilku podjednostek katalitycznych kompleksu biatkowego
CCR4-Not, ktéry dodatkowo nie jest jedynym kompleksem odpowiedzialnym za deadenylacje
mRNA w komorkach eukariotycznych. Istniata wiec mozliwosc¢, ze wprowadzenie podjednostek G
na koncu 3’ czasteczki MRNA moze zapewni¢ jej dodatkowa ochrone przed deadenylacja poprzez
zaburzenie wigzania deadenylaz do struktury ogona poli(A)."*® Réwnoczesnie miatam na uwadze
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fakt, ze zmiana zasady na koncu 3° mRNA na inng niz A moze zaburzy¢ wydajno$¢ ztozonych
procesOw biologicznych, takich jak inicjacja translacji. Jak juz wspomniatam, moim celem byto
zwigkszenie stabilnos$ci enzymatycznej, jak rowniez poprawa potencjatu translacyjnego mRNA.
Dlatego tez zaplanowatam przetestowanie kilku kombinacji chemicznych modyfikacji i zasad.
Zaprojektowatam dwa zestawy 5’-monofosforandéw dinukleotyddw, roznigce si¢ rodzajem zasady
azotowej. W kazdym zestawie znalazly si¢ dinukleotydy zawierajace 2 ’-O-metylacje w obregbie
drugiego nukleotydu i/lub pojedyncze wigzanie tiofosfodiestrowe migdzy podjednostkami (Rys.
77).

12.1. Synteza 5’-monofosforandw dinukleotydow

5’-monofosforany dinukleotydow otrzymatam wykorzystujac metode syntezy w fazie
stalej. Postuzytam si¢ automatycznym syntetyzerem AKTA OligoPilot. Do syntezy wykorzystatam
handlowo dostepne amidofosforyny oraz podtoza state CPG obsadzone amidofosforynami 2°O-Me-
A lub 2°0O-Me-G. Sulfuryzacja grup fosforanowych prowadzona bylo z udzialem handlowo
dostepnego odczynnika EDITH (ang. 3-ethoxy-1,2,4-dithiazoline-5-one). Gotowe produkty syntezy
byly odcinane od zloza oraz wstepnie odbezpieczane poprzez zawieszenie w mieszaninie v1:1
stezonego roztworu wodnego amoniaku i metyloaminy (AMA) i podgrzanie do temperatury 50°C
przez 1 godzing. Z kolei odbezpieczenie grup 2’-OH przeprowadzitam z udziatem trihydrofluorku
trietyloaminy w DMSO. Reakcja odbezpieczania prowadzona byta przez okoto 4 godziny w
temperaturze 60 °C. Odbezpieczone produkty syntezy wyizolowane zostaly w postaci soli
amonowej z uzyciem RP-HPLC.

12.1.1. Otrzymywanie dinukleotydéw adeninowych

Lacznie otrzymatam trzy dinukleotydy adeninowe rdznigce si¢ zastosowanymi
modyfikacjami chemicznymi. Zwigzek pApAm zawiera modyfikacje 2-O-Me na drugim
nukleotydzie. Z kolei zwigzki pApsAm D1 oraz pApsAm D2 stanowig dwa diastereoizomery
dinukleotydu, w ktorego strukturze poza podjednostka Am znalazto si¢ réwniez wigzanie
tiofosfodiestrowe. Zwiazki otrzymane zostaly zgodnie z procedura ogélng. W standardowym
procesie oczyszczania metodg RP-HPLC mozliwe byto wyizolowanie diastereoizomerdw pApsAm,
nazwanych D1 oraz D2 odpowiednio do ich czasu retencji w trakcie rozdziatu. Profil RP-HPLC
oraz widmo HR-MS produktdw syntezy pApAm znajduja si¢ na Rysunku 78, z kolei na Rysunku 79
przedstawione zostaty profile RP-HPLC oraz widmo HR-MS dla izomeréw D1 i D2 dinukleotydu
PAPsAm.

127



220413_OPA_5#30-133 RT: 0.26-1.16 AV: 104 NL: 1.16E6
T: FTMS - p ESI Full ms [160.0000-2000.0000]

B

1004
953
903
85
803
753
703
65
60
55
503

45

Relative Abundance

403

353

3 67069209

675.10994
2=2 z=1

677.17820
2=2
1

z=

PAPAn

679.18046 681.15843
-2 e

=

68517553  688.12413
= z=?

Czas [min]

68912535
z=1

OH O
Obliczone m/z (M-2H) = 689.1240

690.12890
z=1

691.13058

693.13456 696.15516 698.34140 701.17132 703.10439 707.09967
=7 = =? =7 z=1 z=1

710.74386
227

U ) I B T I A Y )
670 672 674 676 678

T T
680

T
682

T T
684

T T
686

T
688

) LT T AL . TR O PR I 7 N 7 A R T R 7 O TSR K S
690 692 694 696 698 700 702 704 706

mz

T T
708

T T
710

Rysunek 78 Profil RP-HPLC oraz widmo HR-MS produktu syntezy dinukleotydu pApAm. (A) Chromatogram odbezpieczonego
i oczyszczonego produktu reakcji otrzymywania pApAm; tR(pApAm) = 8 min; eluent A: 0,05 M bufor octanu amonu pH 5,9,
eluent B: A:MeOH v1:1; gradient liniowy 0-50% w czasie 0—15 min. (B) Widmo HR-MS produktu syntezy pApAm.
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Rysunek 79 Profile RP-HPLC oraz przykiadowe widmo HR-MS izomeréw D1 i D2 produktu syntezy dinukleotydu pApsAm.
(A) Chromatogramy odbezpieczonych i oczyszczonych produktow reakcji otrzymywania pApsAm; tR(pApsAm D1) =9 min;
tR(pApsAm D2) = 9.4 min; eluent A: 0,05 M bufor octanu amonu pH 5,9, eluent B: A:MeOH v1:1; gradient liniowy 0-50% w
czasie 0-15 min. (B) Widmo HR-MS izomeru D1 produktu syntezy pApsAm.

12.1.2. Otrzymywanie dinukleotydéw guaninowych

Otrzymatam trzy dinukleotydy guaninowe 0 analogicznej strukturze do opisanych w
rozdziale 12.1.1. zwigzkéw adeninowych. A wigc dinukelotyd pGpGm posiada pojedyncza
modyfikacje w postaci metylacji grupy 2’-OH. Otrzymatam roéwniez dwa stereoizomery D1 oraz
D2 dinukleotydu pGpsGm. Synteza zwigzkéw przeprowadzona zostata zgodnie z ogolnym
protokotem. Ponownie w wyniku oczyszczania mozliwe bylo odseparowanie stereoizomerow
pGpsGm. Profile HPLC oraz widma HR-MS wszystkich trzech dinukleotydéw znajduja si¢ na

Rysunkach 80 i 81.
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Rysunek 80 Profil RP-HPLC oraz widmo HR-MS produktu syntezy dinukleotydu pGpGm. (A) Chromatogram
odbezpieczonego i oczyszczonego produktu reakcji otrzymywania pGpGm; tR(pGpGm) = 6.3 min; eluent A: 0,05 M bufor
octanu amonu pH 5,9, eluent B: A:MeOH v1:1; gradient liniowy 0-50% w czasie 0-15 min. (B) Widmo HR-MS produktu

syntezy pGpGm.
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Rysunek 81 Profile RP-HPLC oraz przykladowe widmo HR-MS izomeréw D1 i D2 produktu syntezy dinukleotydu pGpsGm.
(A) Chromatogramy odbezpieczonych i oczyszczonych produktéw reakcji otrzymywania pGpsGm; tR(pGpsGm D1) = 7.4 min;
tR(pGpsGm D2) = 7.6 min; eluent A: 0,05 M bufor octanu amonu pH 5,9, eluent B: A:MeOH v1:1; gradient liniowy 0-50% w
czasie 0-15 min. (B) Widmo HR-MS izomeru D1 produktu syntezy pGpsGm.
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13. Modyfikacje konca 3’ oligonukleotydow metodg ligacji enzymatyczne;j

Glownym celem wprowadzania modyfikowanych dinukleotydéw do mRNA jest
stabilizacja konca 3’. Aby umozliwi¢ tatwg weryfikacje i optymalizacje procesu ligacji, W pierwszej
kolejnosci skupitam si¢ na opracowaniu metody modyfikacji krotkich oligonukleotydow
poliadenylowych. Na wcze$niejszym etapie projektu doktorskiego opracowatam skuteczng i
wygodng metod¢ badania podatnosci oligonukleotydow poliadenylowych na specyficzng
degradacj¢. Substratem oligonukleotydowym poddawanym modyfikacji konca 3’ byt opisany we
wczesniejszej czegsci rozprawy niemodyfikowany analog poli(A) Aw. 5’-monofosforany
dinukleotydoéw przytaczane byty do konca 3’ oligonukleotydu Ai2 na drodze enzymatycznej ligacji
z udziatem ligazy T4 RNA 1 (Rys. 82). W celu weryfikacji wydajnosci procesu ligacji, jej produkty
oczyszczane byly metoda RP-HPLC a nastgpnie poddawane eksperymentom degradacji
enzymatycznej z udziatem CNOT?7. Poniewaz przeprowadzone przeze mnie badania dowiodty, ze
zarowno 2 -O-metylacja jak i wigzanie tiofosfodiestrowe hamujg aktywnos¢ CNOT?7, zaktadatam,
ze produkty ligacji beda stabilne w obecnosci tego enzymu, podczas gdy frakcje niemodyfikowane
ulegng degradacji. Oligonukleotydy poddane trawieniu przez CNOT7 analizowane byly nastepnie
poprzez rozdziat elektroforetyczny na zelu poliakrylamidowym (PAGE).

Ligaza T4 RNA 1

5 ! 55 37
5 g Dinukleotyd Ay A S

PAGE | CNOT7

Czas degradaciji

Modyfikowany
Poli(A)
Czas degradacjj
Niemodyfikowany
T e —— Dlugosé
— === Poli(A)

Rysunek 82 Schemat modyfikacji analogu poli(A) A1z poprzez przylgcezenie 5'-fosforanéw dinukleotydow do konca 3'
oligonukleotydu na drodze ligacji enzymatycznej. Produkty ligacji byly analizowane poprzez rozdzial elektroforetyczny na
zelu poliakrylamidowym.

13.1. Przylaczanie modyfikowanych 5’-fosforanéw dinukleotydow do konca 3’
analogu ogona poli(A)

Optymalizacje procesu ligacji przeprowadzitam pod katem ustalenia odpowiedniego
czasu reakcji, temperatury w jakiej byta prowadzona oraz stosunku st¢zen substratow. Moim celem
bylo osiggnigcie catkowitej konwersji niemodyfikowanego substratu oligonukleotydowego w
modyfikowany produkt jednokrotnej ligacji, a wiec wydtuzony o dwie podjednostki A lub G.
Metylacja grupy 2’-OH rybozy jako taka nie blokuje kompletnie mozliwosci przytaczenia kolejnej
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podjednostki co konca 3’ RNA, poniewaz to grupa 3’-OH tworzy wigzanie fosfodiestrowe.
Jednakze obecnos¢ grupy metylowej w pozycji 2’ rybozy stanowi wystarczajacg zawadge steryczna,
by znaczaco zmniejszy¢ wydajnoéé ligacji.*™® W pierwszej kolejnosci kierowatam si¢ wskazaniami
producenta handlowo dostepnej ligazy T4 RNA 1 (New England BioLabs). Reakcj¢ prowadzitam
w buforze dedykowanym do reakcji z udziatem ligazy T4 RNA 1 producenta New England
BioLabs (50 mM Tris/HCI, 10 mM MgClz, 1 mM DTT, pH 7.5), z dodatkiem 10% DMSO i w
obecnosci 1 UM oligonukleotydu A1z, 1 mM ATP,3mM DTT, 1.2 U/ul inhibitora RNazy RiboLock
oraz 1 U/ul enzymu ligazy T4 RNA 1. Sugerowany przez producenta protokét zaktadat
prowadzenie reakcji ligacji w temperaturze 24°C przez 2 godziny lub w temperaturze 16°C przez
16 godzin przy nadmiarze molowym donora (5’-fosforanu dinukleotydu) wzgledem akceptora (A12)
minimalnie 2-krotnym i maksymalnie 10-krotnym. Przy zastosowaniu pierwszego wariantu
sugerowanego przez producenta ligazy (24°C, 2 godziny) zaobserwowatam powstawanie
produktow jednokrotnej ligacji. Jednakze zardwno 5- jak i 10-krotny nadmiar molowy donora nie
byt wystarczajacy dla osiggni¢cia pelnej konwersji substratu A do modyfikowanego produktu.
Zwigkszenie temperatury, przy zachowaniu pozostatych parametrow reakcji i zastosowaniu 5-
krotnego nadmiaru donora, dato mieszane efekty. W przypadku dinukleotydéw adeninowych (Rys.
83A), przy zastosowaniu temperatury 30°C zaobserwowatam pelng konwersje substratu do
produktu jednokrotnej ligacji oraz powstanie niewielkiej ilosci produktow wielokrotnej ligacji. Z
kolei w wyniku reakcji prowadzonej w temperaturze 37°C uzyskalam przewazajacg ilo$¢
produktow wielokrotnej ligacji. W przypadku dinukleotydéw guaninowych (Rys. 83B),
zwiegkszenie temperatury reakcji do 30°C wecigz nie zapewnito pelnej konwersji substratu do
produktu, za to w temperaturze 37°C doszto do powstania wielu produktow wielokrotnej ligacji i
nie bylo mozliwe zaobserwowanie prazka odpowiadajacego pozadanemu 14-merowemu
produktowi.

A B
- + +  pApA, - + +  pGpG

30°C 30°C 37°C 30°¢ 30°C 37°C
L

m

: : > -

Rysunek 83 Zdjecia zeli poliakrylamidowych wybarwionych SYBR Gold po analizie elektroforetycznej mieszanin
poreakcyjnych probnych reakcji ligacji 5 -monofosforanow dinukleotydow do konca 3’ A12. (A) Reakcje ligacji z udziatem
dinukleotydu pApAm; (B) Reakcje ligacji z udziatem dinukleotydu pGpGm.

Dzigki wstepnym wynikom eksperymentalnym dokonatam szeregu istotnych
obserwacji. Po pierwsze, przytaczenie 5’-monofosforanow dinukleotydow do konca 3’
oligonukleotydu RNA na drodze enzymatycznej ligacji jest mozliwe, jednakze wydajno$é owej
reakcji silnie zalezy od jej warunkow i rodzaju donora dinukleotydowego. Po drugie, dinukleotydy
adeninowe najprawdopodobniej stanowig lepszy substrat dla ligazy T4 RNA 1 od dinukleotydow
guaninowych. Z tego wzgledu na dalszych etapach optymalizacji dobieratam warunki tak, by
zmaksymalizowaé wydajno$¢ dla reakcji z udzialem dinukleotydow guaninowych. Po trzecie,
stosujac temperatur¢ reakcji rowng 24°C zaobserwowatam powstawanie tylko produktow
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jednokrotnej ligacji, cho¢ konwersja substratu oligonukleotydowego nie byta pelna. Z kolei
zwickszenie temperatury w jakiej prowadzona jest reakcja przyspiesza jej przebieg, jednakze
skutkuje powstaniem duzej iloSci produktow wielokrotnej ligacji. Jest to efekt szczegdlnie
niepozadany w perspektywie otrzymywania czasteczek RNA o potencjale terapeutycznym, ktorych
struktura powinna byc¢ Scisle okreslona, a ich synteza powtarzalna i precyzyjna.

Przy zastosowaniu drugiego z wariantdw reakcji ligacji sugerowanych przez
producenta (16°C, 16 godzin) uzyskatam bardzo niewielki stopien konwersji stosujac 5- i 10-krotny
nadmiar dinukleotydowego donora wzgledem akceptora Aiz. Ostatecznie przetestowatam
prowadzenie reakcji w temperaturze 24°C, przy 5-krotnym nadmiarze donora wzgledem akceptora
przez 4, 6 albo 16 godzin. Reakcje ligacji prowadzone przez noc, czyli okoto 16 godzin, jako jedyne
skutkowaly zupeilng konwersja substratu A1z do produktu jednokrotnej ligacji dla kazdego z
zastosowanych donoréw dinukleotydowych.

Wedlug zoptymalizowanego protokotu, reakcje ligacji 5’-monofosforanow
dinukleotydéw do konca 3’ oligonukleotydu Ai» prowadzitam w temperaturze 24°C przez 16
godzin, przy zastosowaniu 5-krotnego molowego nadmiaru donora wzgledem akceptora (caiz = 1
MM, Cdinuki = 5 HM). Pozostale warunki reakcji pozostaly niezmienione wzgledem opisanych na
poczatku niniejszego rozdziatu. Reakcje ligacji zatrzymywatam poprzez 10-krotne rozcienczenie
woda. Przed oczyszczaniem metoda RP-HPLC przeprowadzalam ekstrakcje mieszaning vl1:1
fenol/chloroform w celu usuniecia ligazy z roztworu oligonukleotydow.
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Rysunek 84 Profile RP-HPLC mieszanin poreakcyjnych ligacji 5 -fosforanéw dinukleotydéw adeninowych do konca 3’
oligonukleotydu Ai2. (A) Substrat oligonukleotydowy Az2; tR(A12) = 17 min. (B) Reakcja otrzymywania A12-pApAm; tR(A12-
pApAm) = 23 min. (C) Reakcja otrzymywania Aiz- pApsAm D1; tR(A12- pApsAm D1) = 25 min. (D) Reakcja otrzymywania Axe-
pApsAm D2; tR(A12- pApsAm D2) = 25.5 min. Eluent A: 0,1 M bufor octan trietyloaminy pH 7.0, eluent B: 0,2 M bufor octan
trietyloaminy v1:1 ACN; gradient liniowy 0-30% w czasie 0-20 min, 30-50% w czasie 20-30 min.
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Na Rysunku 84 znajdujg si¢ profile RP-HPLC mieszanin poreakcyjnych ligacji z
udziatem dinukleotydéw adeninowych (Rys. 83B-C) oraz substratu A2 (Rys. 84A). Dla wszystkich
trzech dinukleodytow zaobserwowatam catkowita konwersje substratu Az do 14-merowych
produktéw. Z kolei na Rysunku 85 znajduja si¢ analogiczne profile RP-HPLC odpowiadajace
mieszaninom poreakcyjnym ligacji z udzialem dinukleotydow guaninowych. W ich przypadku
réwniez zaobserwowalam calkowita konwersj¢ wyjSciowego oligonukleotydu do oczekiwanego
produktu, jednakze dla reakcji otrzymywania oligonukleotydu A12-pGpsGm D2 zauwazytam
powstanie niewielkiej ilosci produktu dwukrotnej ligacji o nieco dluzszym czasie retencji od
oczekiwanego 14-meru. Fakt, ze w prawie wszystkich przypadkach zaobserwowatam jednokrotne
przytaczenie modyfikowanej czasteczki do konca 3’ oligonukleotydu byl wiec bardzo
zadowalajacy. Jedyny wyjatek stanowita reakcja otrzymywania wspomnianego juz
oligonukleotydu A12-pGpsGm D2. Roznica w czasie retencji miedzy 14- a 16-merowym produktem
byta na tyle duza, ze mozliwe byto wyizolowanie pozgdanego oligonukleotydu bedacego wynikiem
jednokrotnej ligacji. Oczyszczone oligonukleotydy zostaty poddane jednokrotnej liofilizacji.

A A12-pGpGpy,
400-
300
3
3
& 200
8
<
100
0 B ; 4\./{*.““——.”J i
0 5 10 15 20 25
Czas [min]

A12-pGpsGm D1 A12-pGpsGm D2

800 300
600
£ £ 200
g g
& 400 &
8 8
200+ U
0 =L T T T T Pl 01— T T T T 1
0 5 10 15 20 25 30 0 5 10 15 20 25 30
Czas [min] Czas [min]

Rysunek 85 Profile RP-HPLC mieszanin poreakcyjnych ligacji 5 -fosforanow dinukleotydéw guaninowych do korica 3’
oligonukleotydu Ai2. (A) Reakcja otrzymywania A12-pGpGm; tR(A12-pGpGm) = 23 min. (B) Reakcja otrzymywania Aie-
pGpsGm D1; tR(A12- pGpsGm D1) = 24 min. (C) Reakcja otrzymywania A1z- pGpsGm D2; tR(A12- pGpsGm D2) = 23 min. Eluent
A: 0,1 M bufor octan trietyloaminy pH 7.0, eluent B: 0,2 M bufor octan trietyloaminy v1:1 ACN; gradient liniowy 0-30% w
czasie 0—20 min, 30-50% w czasie 20-30 min.
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13.2. Eksperymenty degradacji enzymatycznej modyfikowanych oligonukleotydow z
udziatem CNOT7

Probe trawienia enzymatycznego modyfikowanych na koncu 3’ 14-merowych
oligonukleotydéw prowadzitam zgodnie z protokotem szczegdétowo opisanym w rozdziale 10.1.
(bufor Tris 20 mM o pH 8.0, z dodatkiem 20 mM DTT, 10 mM MgCl: oraz 100 mM KCI). Reakcje
enzymatyczne prowadzitam przez 30 minut. Z mieszaniny reakcyjnej pobieratam prébki w
odstepach 5-minutowych, zaczynajac od czasu 0 minut. Reakcja w kazdym punkcie czasowym
zatrzymywana byla poprzez rozcienczenie pobranej porcji mieszaniny reakcyjnej roztworem
EDTA w stosunku v1:1.Na Rysunku 86 znajduja si¢ zdjecia zeli poliakrylamidowych, wykonane
po rozdziale elektroforetycznym probek oligonukleotydéw poddanych degradacji przez CNOT?7.
Niemodyfikowany kontrolny oligonukleotyd A1» ulega szybkiej degradacji (Rys. 86A), podczas
gdy modyfikowane na koncu 3’ 14-mery (A12-pApAm i Ax-pApsAm D1/D2, Rys. 86B; A1-pGpGm
i A1-pGpsGm D1/D2, Rys. 86C) pozostaja w pelni stabilne w zastosowanych warunkach
eksperymentalnych. Oznacza to, ze wszystkie zastosowane chemicznie modyfikowane
dinukleotydy moga zosta¢ wykorzystane w celu znaczacej poprawy stabilnosci czasteczek RNA i
ich ochrony przed aktywnoscig enzymow deadenylujacych.
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Rysunek 86 Proby degradacji modyfikowanych 14-merowych oligonukleotydow uzyskanych na drodze ligacji 5 -
monofosforanéw dinukleotydow przez enzym CNOT7. Zdjecia zeli poliakrylamidowych wybarwionych SYBR Gold wykonano
po rozdziale elektroforetycznym probek oligonukleotyddéw poddanych trawieniu przez enzym CNOT7. (A) Niemodyfikowany
oligonukleotyd A12. (B) 14-mery uzyskane po ligacji A1z z dinukleotydami adeninowymi. (C) 14-mery uzyskane po ligacji A1z

z dinukleotydami guaninowymi.
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14. Modyfikacje konca 3> mRNA lucyferazy Gaussia

Wyniki eksperymentdw przeprowadzonych na krétkich oligonukleotydach byty bardzo
zadowalajace i dawaly nadzieje na dalsze powodzenie projektu, ktoérego celem byta stabilizacja
konca 3 in vitro transkrybowanych czasteczek mRNA. Otrzymany zestaw 5’-monofosforanow
dinukleotydéw adeninowych i guaninowych wykorzystaltam nastgpnie do opracowania i
optymalizacji reakcji ich ligacji do konca 3> mRNA kodujacego lucyferazg¢ Gaussia. Analogicznie
do krotkich oligonukleotydow, przeprowadzitam ewaluacje procesu ligacji poprzez poddanie
modyfikowanych mRNA eksperymentom trawienia enzymatycznego z CNOT7 (Rys. 87).

5 ap'(\/\/AAAAA Ligaza T4 RNA 1

3’ poli(A) Dinukleotyd

(180 nt)
WAAAAA*A*

PAGE | CNOT7

Rysunek 87 Schemat modyfikacji mRNA lucyferazy Gaussia poprzez przylgczenie 5'-monofosforanéw dinukleotydéw do
konca 3' transkryptu na drodze ligacji enzymatycznej. Produkty ligacji byly analizowane poprzez rozdzial elektroforetyczny
na zelu poliakrylamidowym.

14.1. Otrzymywanie mRNA lucyferazy Gaussia metodg transkrypcji in vitro

mRNA kodujace lucyferaze Gaussia otrzymatam metoda transkrypcji in vitro. Do
reakcji wykorzystatam plazmid pJET_T7_GLuc_31A, ktory w celu linearyzacji poddatam cigciu
enzymem restrykcyjnym Aarl. Transkrypcje in vitro prowadzitam w buforze (40 mM Tris-HCI pH
7.9, 20 MM MgClz, 1 mM DTT, 2 mM spermidyny), z dodatkiem matrycy DNA, 5°-trifosforanow
nukleotydow ATP/UTP/CTP (4 mM) i GTP w st¢zeniu dwukrotnie nizszym (2 mM) od analogu
kapu 1 (Mm'GpppAmpG, 4 mM) oraz polimerazy RNA T7. W reakcji znalazta sic roéwniez
nieorganiczna pirofosfataza, ktorej zadaniem byta hydroliza powstajacego w trakcie transkrypcji
pirofosforanu magnezu. Po 3 godzinach inkubacji w temperaturze 37 °C do reakcji dodatam DNAze
I w celu degradacji matrycowego DNA. Reakcje transkrypcji zatrzymywatam poprzez 2-krotne
rozcienczenie wodg. Na tym etapie mRNA oczyszczane byto na kolumienkach firmy Monarch
(Monarch RNA Cleanup Columns T2050, New England BioLabs) w celu usunigcia soli, polimerazy
T7 oraz 5’-trifosforan6w nukleotydow.

Wigkszos¢ eukariotycznych mRNA posiada ogon poli(A) o dtugosci migdzy 100 a 200
podjednostek. mRNA posiadajace krotkie ogony poli(A), o dtugosci ponizej 50 adenozyn, ulegaja
procesowi translacji mato wydajnie. Z tego wzgledu mMRNA otrzymane na podstawie matrycy
pJET_T7_GLuc_31A poddatam procesowi poliadenylacji, aby wydtuzy¢ jego ogon poli(A) z
dhugosci okoto 31A do 180A (Rys. 88). Reakcje poliadenylacji prowadzitam w handlowo
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dostgpnym buforze (50 mM Tris-HCI pH 8.0, 0.25 M NaCl, 10 mM MgCl,), z dodatkiem ATP,
inhibitora RNaz RiboLock, mRNA lucyferazy Gaussia oraz polimerazy poli(A).

A GLuc 31A  GLuc_180A
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Rysunek 88 mRNA lucyferazy Gaussia z ogonem poli(A) dlugosci 31 i 180 adenozyn. Zdjecie zelu 1% agarozowego
wykonane zostato po rozdziale elektroforetycznym probek mRNA przed i po reakcji poliadenylacji.

Po procesie poliadenylacji przeprowadzitam dwuetapowy proces oczyszczania mRNA.
W pierwszej kolejnosci ponownie oczyscitam mRNA na kolumienkach firmy Monarch. Nastepnie
mRNA oczyscitam z uzyciem RP-HPLC w celu usunigcia czasteczek dwuniciowych 1 skroconych
oraz zanieczyszczen pozostatych po procesie transkrypcji i poliadenylacji (Rys. 89).
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Rysunek 89 Chromatogram oczyszczania mRNA lucyferazy Gaussia na RP-HPLC; tR(mRNA GLuc) = 9-11 min. Eluent A:
0,1 M bufor octacu trietyloaminy pH 7.0, eluent B: 0,2 M bufor octanu trietyloaminy v1:1 ACN; gradient liniowy 20-25% B
w czasie 0-20 min, 25-100% B w czasie 20-25 min. Kolumna RNASep™ Prep — RNA Purification Column (ADS Biotec),
przephyw 0.9 ml/min, temperatura 55°C.

Po oczyszczaniu przeprowadzitam wytragcanie mRNA z buforu do elucji uzytego do
oczyszczania na RP-HPLC. Do eluatu dodatam 1.2 objgtosci izopropanolu, octan sodu (NaOAc pH
5.8) do stezenia koncowego 0.3 M oraz glikogen w ilosci 1 pl/l ml eluatu i ko-precypitatu
GlycoBlue™ (Invtitrogen) w ilosci 0.25 1 pl/1 ml eluatu. Po catonocnej inkubacji w temperaturze
-20 °C roztwor eluatu i izopropanolu poddawatam wirowaniu (12000 rpm, 40 minut), a nastepnie
mRNA w formie osadu przemywatam 80% etanolem. Po ponownym wirowaniu usuwatam
supernatant, a osad osuszalam calkowicie pod zmniejszonym cisnieniem. mMRNA rozpuszczalam
ponownie w wodzie a nastgpnie wyznaczalam stezenie jego roztworu spektrofotometrycznie.

Jako$¢ 1 czystos¢ transkryptu sprawdzatam na 1% zelu agarozowym z dodatkiem bromku etydyny
(EtBr).
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14.2. Przylaczanie chemicznie modyfikowanych 5’-monofosforanow dinukleotydow
do konca 3> mRNA lucyferazy Gaussia

W celu przeprowadzenia modyfikacji konca 3> mRNA lucyferazy Gaussia (GLuc) przy
pomocy chemicznie modyfikowanych 5’-monofosforanéw dinukleotydow musiatam wprowadzi¢
niezbedne zmiany do protokotu ligacji opracowanego na potrzeby modyfikacji krétkich
oligonukleotydéw. Gtéwna réznica wynikata z potrzeby zastosowania znacznie nizszego stezenia
mRNA, a wigc akceptora reakcji ligacji, niz byto to mozliwe w przypadku reakcji przeprowadzanej
na oligonukleotydach. mRNA lucyferazy Gaussia jest okoto 100 razy wigksza czasteczka niz
oligonukleotyd Ai., a wigc zastosowanie st¢zenia molowego mRNA rownego 1 UM mogloby
skutkowaé zatloczeniem molekularnym uniemozliwiajacym wydajny przebieg reakcji
enzymatycznej. Dodatkowo, transkrypcja in vitro nie moze doréwnac skalg syntezie chemicznej w
fazie stalej, a wigc otrzymanie tak duzej ilosci produktu mRNA nie byto mozliwe. Z tego wzgledu
stezenie czasteczek mRNA, a wigc wolnych koncow 3’ biorgcych udziat w procesie ligacji, bylo
znacznie nizsze. Aby mozliwie zwigkszy¢ wydajno$é ligacji zastosowatam duzo wigkszy krotny
nadmiar molowy 5’-fosforanéw dinukleotydow (donoréw) wzgledem mRNA (akceptora). Z kolei
czas reakcji z calonocnej inkubacji skrocony zostat do 1 godziny, aby zapobiec degradacji mRNA.
Do mieszaniny reakcyjnej dodatam rowniez detergent PEG8000, ktory powszechnie stosuje si¢ w
reakcjach ligacji z udziatem czasteczek mRNA w niskim stezeniu, w celu uzyskania optymalnego
zattoczenia molekularnego i przyspieszenia przebiegu reakcji.**> Reakcje otrzymywania mRNA
lucyferazy Gaussia modyfikowanych na koncu 3’ prowadzitam w handlowo dostepnym buforze
producenta New England BioLabs (50 mM Tris/HCI, 10 mM MgClz, 1 mM DTT, pH 7.5) z
dodatkiem 15% PEG8000 i 10% DMSO, w obecnosci 1.5 pg mRNA GLuc, 2U/ul ligazy T4 RNA
1, 1.2U/ul inhibitora RNazy RiboLock oraz 17/42/84 yuM pApAm/pApsAm D1/pApsAm
D2/pGpGm /pGpsGm D1/pGpsGm D2. Reakcje prowadzone byty w temperaturze 24°C przez 1
godzing i zatrzymywane poprzez 10-krotne rozcienczenie woda. Produkty mRNA oczyszczane byly
na kolumienkach silikazelowych firmy New England BioLabs (Monarch RNA Cleanup Columns
T2030). Przeprowadzitam szereg reakcji probnych stosujac 20- 50- oraz 100-krotny nadmiar
molowy donora. Reakcje w kazdym wariancie przeprowadzitam trzykrotnie. Wydajno$¢ procesu
ligacji ustalatam poddajac produkty reakcji eksperymentom trawienia enzymatycznego z udzialem
deadenylazy CNOT?7 (doktadny protokot opisany zostat w rozdziale 14.3.). 20-krotny nadmiar
donora wzgledem mRNA skutkowat okoto 50% konwersjg substratu do odpornego na degradacj¢
produktu. W przypadku zastosowania 50-krotnego nadmiaru konwersja wynosita okoto 90%. Z
kolei 100-krotny nadmiar donora sprawit, ze we wszystkich trzech powtorzeniach reakcji
zaobserwowatam 100% konwersj¢ i mogtam wyizolowac czyste czasteczki mRNA stabilizowane
modyfikacja konca 3°. Zoptymalizowany protokot zaktadat zatem stosowanie st¢zenia donoréw
dinukleotydowych réwnego 84 uM odpowiadajacego 100-krotnemu nadmiarowi donora wzgledem
akceptora mRNA.

W analogicznych warunkach, ale bez dodatku donora w postaci 5’-monofosforanu
dinukleotydu, przygotowatam kontrolne, niemodyfikowane mRNA GLuc. Po oczyszczaniu na
kolumienkach silikazelowych (Monarch) wyznaczatam spektrofotometrycznie — stezenie
modyfikowanych na koncu 3> mRNA GLuc oraz mRNA GLuc kontrolnego. Wydajno$¢
otrzymywania modyfikowanych mRNA po procesie oczyszczania wynosita ~70%, bez wzglgdu na
rodzaj wprowadzanej modyfikacji. W Tabeli 2 przedstawiony zostal zestaw wszystkich
otrzymanych przeze mnie czasteczek modyfikowanych mRNA, wraz z nazwami skrotowymi.
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Tabela 2 Wykaz mRNA lucyferazy Gaussia zawierajgcych modyfikacje na koncu 3°, wraz z nazwami skrétowymi.

SKROT mMRNA
Al GLuc-pApAm
A2 GLuc-pApsAn D1
A3 GLuc-pApsAm D2
Gl GLuc-pGpGn
G2 GLuc-pGpsGm D1
G3 GLuc- pGpsGm D2

14.3. Eksperymenty enzymatycznej deadenylacji in vitro mRNA lucyferazy Gaussia
z udzialem CNOT?7

Kazdorazowo po przeprowadzeniu reakcji modyfikacji konca 3° mRNA GLuc na
drodze enzymatycznej ligacji z 5°-monofosforanami dinukleotydow, produkty reakcji poddawatam
analizie jakosciowej. Analogicznie do krotkich oligonukleotydow, czasteczki mRNA stabilizowane
na koncu 3’ nie powinny by¢ podatne na degradacj¢ enzymatyczng przez specyficzng deadenylaze
CNOT?7. Z kolei zgodnie z danymi literaturowymi'® czasteczki mRNA pozbawione modyfikacji
konca 3’ powinny ulec skroceniu o dlugos¢ ogona poli(A) w wyniku deadenylacji przeprowadzanej
przez CNOT7. Eksperymenty enzymatycznej deadenylacji prowadzitam w warunkach podobnych
do zastosowanych w przypadku krotkich oligonukleotyddw (rozdziat 10.1.). W typowej reakcji o
objetosci koncowej rownej 5 pl znajdowato si¢ 60 ng mRNA GLuc oraz enzym CNOT7 w stezeniu
0.2 pg/ul. Reakcja prowadzona byta w buforze Tris 20 mM o pH 8.0, z dodatkiem 20 mM DTT, 10
mM MgCl, oraz 100 mM KCI. Po 40 minutach inkubacji w temperaturze 37°C reakcja byta
zatrzymywana przez dodanie roztworu EDTA (12 mM). Rownolegle do reakcji deadenylacji z
udziatem mRNA modyfikowanych na koficu 3, prowadzitam reakcje z kontrolnym
niemodyfikowanym mRNA. Probki mRNA poddanych deadenylacji analizowalam na
mocznikowym 7% zelu poliakrylamidowym (Rys. 90).
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Rysunek 90 Zdjecie zelu poliakrylamidowego po rozdziale elektroforetycznym prébek mRNA poddanych dziataniu
deadenylazy CNOTY7. Analize PAGE wykonano na 7% zelu mocznikowym, a nastepnie produkty rozdziatu wybarwiono SYBR
Gold.
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mRNA kontrolne ulegato skroceniu o dtugo$¢ odpowiadajaca tancuchowi poli(A) na
koncu 3’, czyli okoto 180 nukleotydoéw. Z kolei mRNA, do ktorych konca 3 dolaczone zostaty
modyfikowane dinukleotydy pozostawaty stabilne w warunkach eksperymentalnych. Uzyskane
wyniki potwierdzaja skuteczno$¢ zastosowanego protokotu ligacji, jak rowniez §wiadcza o
znaczaco braku podatno$ci modyfikowanych z jej pomocg mRNA na deadenylacje przez CNOT?7.
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15. Badania ekspresji modyfikowanych mRNA lucyferazy Gaussia

Zwienczeniem drugiej czesci mojego projektu doktorskiego byto zbadanie wplywu
chemicznych modyfikacji konca 3’ czasteczek mRNA na ich ekspresj¢ w roznych uktadach
biologicznych. W pierwszej kolejnosci przeprowadzitam wstgpne badania wydajnosci translacji w
lizatach retikulocytow krdliczych. Nastepnie zbadatam ekspresje modyfikowanych mRNA w trzech
r6znych liniach komorkowych.

15.1. Badania wydajnosci translacji mRNA lucyferazy Gaussia w lizatach
retikulocytow kroliczych

W lizatach retikulocytow kroliczych przeprowadzitam wstepne badania wydajnosci
translacji modyfikowanych mRNA kodujacych lucyferaze Gaussia. Podobnie do lucyferazy
Firefly, Gaussia jest biatkiem katalizujagcym reakcje powstawania luminescencyjnego produktu z
pozbawionego luminescencji substratu.
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Rysunek 91 Badania wydajnosci translacji mRNA lucyferazy Gaussia modyfikowanych na koricu 3°. (A) mRNA ligowane z
dinukelotydami adeninowymi. (B) mRNA ligowane z dinukleotydami guaninowymi. (C) Niemodyfikowane mRNA GLuc. (D)
Wydajnosé translacji modyfikowanych mRNA GLuc. Znormalizowane wartosci wydajnosci translacji obliczone na podstawie
wspolczynnika kierunkowego prostej uzyskanej dzieki dopasowaniu liniowemu do punktow pomiarowych zaleznosci
luminescencji od stezenia mRNA. Wyniki zostaly znormalizowane do wartosci wyznaczonej dla mRNA niemodyfikowanego.
Na wykresie przedstawiono srednie wartosci wydajnosci translacji = SD uzyskane z trzech niezaleznych eksperymentow.

142



Wydajnoé¢ translacji w ukladzie RRL badatam poprzez rejestracje aktywnosci
lucyferazy zaleznej od stezenia mRNA. Zakres stezen mRNA zostal dobrany tak, by uzyskaé
liniowa zalezno$¢ miedzy luminescencja produktu reakcji katalizowanej przez GLuc a iloscia
transkryptu wprowadzanego do roztworu RRL (Rys. 91A, B, C). mRNA inkubowane bylo w
roztworze RRL przez godzing w temperaturze 30°C. Nastepnie do roztworu lizatdéw dodawany byt
roztwor koelenterazyny h w PBS. Pomiary luminescencji utlenionej przez lucyferaze
koelenterazyny h wykonalam na czytniku mikroptytek Synergy H1 (BioTek). Wykonatam
dopasowanie regresji liniowej do punktow odpowiadajacych zaleznosci luminescencji od st¢zenia
mRNA. Wspotczynniki kierunkowe (a) rownan prostych otrzymanych na podstawie dopasowania
liniowego odpowiadaly wydajnosci translacji charakterystycznej dla danej czasteczki mMRNA (Rys.
91D).

Dla wszystkich modyfikowanych mRNA wydajnos¢ translacji byta na poziomie
poréwnywalnym lub nieco wyzszym od mRNA niemodyfikowanego. Jak juz wspomniatam w
rozdziale 11.1., uktad RRL jest bardzo uproszczony. Przede wszystkim pozbawiony jest znaczacej
czeSci maszynerii komérkowej odpowiedzialnej za metabolizm mRNA, w szczegolnos$ci za jego
degradacj¢. Oznacza to, ze zwigkszona stabilno$¢ transkryptéw w niewielkim stopniu przektada si¢
na wydajno$¢ translacji w uktadzie RRL, ktora zalezy przede wszystkim od powinowactwa bialek
maszynerii translacyjnej do badanych czasteczek mRNA. Poniewaz réznice miedzy mRNA
modyfikowanym a kontrolnym sg stosunkowo niewielkie, mozna wnioskowaé, ze obecnosé
chemicznie modyfikowanych podjednostek na koncu 3> mRNA nie zakldca ich oddziatywania z
maszynerig translacyjng obecng w uktadzie RRL.

15.2. Badania ekspresji lucyferazy Gaussia w liniach komorkowych

Wiedzac, ze wszystkie czasteczki modyfikowanych mRNA GLuc byly wysoce
odporne na deadenylacje, zakltadalam, ze niektore z nich mogg ulegaé ekspresji wydajniej od
mRNA niemodyfikowanego, przede wszystkim ze wzgledu na potencjalnie wydtuzony czas
pottrwania w warunkach komoérkowych. Réwnoczesnie nalezato uwzgledni¢ znaczace réoznice w
mechanizmach translacji, metabolizmie mRNA oraz wydajnosci transfekcji wystepujace W
poszczegolnych liniach komorkowych. Z tego wzgledu przeprowadzitam badania ekspresji
lucyferazy Guassia w trzech réznych liniach komorkowych, réznigeych si¢ pod wzgledem
morfologii i pochodzenia. Do badan wybratam komorki linii A549, JAWS 1I oraz HEK 293.

Ekspresja lucyferazy Gaussia badana byta w kilku punktach czasowych. Pozywka, w
ktorej hodowane byty komarki transfekowane mRNA pobierana byta co 24 godziny, przez 4 dni od
momentu zakonczenia procesu transfekcji. Lucyferaza Gaussia wydzielana jest przez komorki do
pozywki, dzigki czemu pomiary luminescencji nie wymagajg ich lizy. Oznacza to rowniez, ze
transfekowane komoérki mozna hodowac na przestrzeni kilku dni, uzyskujac posrednie informacje
dotyczace trwatosci mRNA w danej linii komorkowej. Aktywno$¢ lucyferazy Gaussia badatam
posrednio, poprzez pomiary in situ luminescencji produktu powstajacego w wyniku katalizowanej
przez nig reakcji. Pomiary luminescencji prowadzitam na czytniku mikroptytek Synergy H1
(BioTek). Ekspresje poszczegolnych mRNA w kazdej linii komorkowej oszacowatam na podstawie
trzech niezaleznych eksperymentéw prowadzonych na réznych populacjach komoérek. W kazdym
eksperymencie dokonywatam trzech niezaleznych transfekcji danym mRNA.
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15.2.1. Badania ekspresji w komorkach linii A549

Ludzkie komdrki nabtonkowe raka ptuc A549 stanowig powszechnie stosowany model
zarowno w badaniach podstawowych, jak i klinicznych. Znalazty zastosowanie w badaniach chorob
ptuc, takich jak infekcje wirusowe, astma czy alergie. Przede wszystkim, komorki linii A549 sg

podstawowym modelem w badaniach terapii antynowotworowych ptuc®®,

Wszystkie, z wyjatkiem jednego, mRNA zawierajace chemiczne modyfikacje konca 3’
ulegaty ekspresji w stopniu porownywalnym do niemodyfikowanej kontroli (Rys. 92B). mRNA
A2, a wigc posiadajace modyfikacje w postaci izomeru D1 dinukleotydu pApsAm dotaczonego do
konca 3’ ogona poli(A), ulegato ekspresji o okoto 70% wydajniej. Pozostate modyfikacje nie
przyczynity si¢ do zwigkszenia ekspresji mRNA, cho¢ nalezy zauwazy¢, ze nie spowodowaty
rowniez jej znaczacego spadku. Nie zaobserwowalam znaczacych réznic w trwalosci
poszczegolnych mRNA w komarkach, cho¢ i w tym przypadku mRNA A2 stanowilo wyjatek (Rys.
92A). Przez pierwsze 60 godzin poziom ekspresji mMRNA A2 i produkcji lucyferazy Gaussia byt
znacznie wyzszy, niz w przypadku mRNA kontrolnego, jak rowniez innych mRNA
modyfikowanych. Dopiero w ciggu ostatnich 24 godzin hodowli transfekowanych komorek
zaobserwowatam znaczacy spadek ekspres;ji.
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Rysunek 92 Badania ekspresji mRNA modyfikowanych na koricu 3w linii komoérkowej A549. (4) Aktywnosé lucyferazy
Gaussia w pozywce komorkowej w czasie 16, 40, 64 oraz 80 godzin od transfekcji. Dane przedstawione jako wartosci srednie
+ SD uzyskane z 3 niezaleznych eksperymentow, w kazdym po 3 niezalezne transfekcje. (B) Catkowita ekspresja lucyferazy
Gaussia w czasie 4 dni, obliczona na obliczona jako suma aktywnosci lucyferazy we wszystkich czterech punktach czasowych
podstawie wynikéw przedstawionych w punkcie (A). Wartosci catkowitej ekspresji uzyskane dla modyfikowanych mRNA
zostaly znormalizowane do wartosci odpowiadajqcej niemodyfikowanemu mRNA kontrolnemu. Dane przedstawione jako
wartosci Srednie = SD.
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15.2.2. Badania ekspresji w komorkach linii JAWS 11

Niedojrzate mysie komoérki dendrytyczne linii JAWS II od dawna wykorzystywane sg
jako model komoérek posredniczacych w wywolywaniu odpowiedzi immunologicznej
organizmu.*®*  Znajduja miedzy innymi zastosowanie w badaniach  szczepionek
antynowotworowych, ktéorych mechanizm zaktada wykorzystanie uktadu odpornosciowego
pacjenta do samodzielnego zwalczania komorek rakowych.*%
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Rysunek 93 Badania ekspresji mRNA modyfikowanych na koricu 3° w linii komorkowej JAWS II. (4) Aktywnosé lucyferazy
Gaussia w pozywce komorkowej w czasie 16, 40, 64 oraz 80 godzin od transfekcji. Dane przedstawione jako wartosci srednie
+ SD uzyskane z 3 niezaleznych eksperymentow, w kazdym po 3 niezalezne transfekcje. (B) Catkowita ekspresja lucyferazy
Gaussia w czasie 4 dni, obliczona jako suma aktywnosci lucyferazy we wszystkich czterech punktach czasowych. Wartosci
catkowitej ekspresji uzyskane dla modyfikowanych mRNA zostaly znormalizowane do wartosci odpowiadajgcej
niemodyfikowanemu mRNA kontrolnemu. Dane przedstawione jako wartosci Srednie * SD.

Poziom ekspresji poszczegdlnych mRNA w linii komérkowej JAWS 11 byt znacznie
bardziej zroznicowany niz w linii A549 (Rys. 93). Po pierwsze, zaobserwowatam znaczace roznice
w poczatkowej ekspresji poszczeg6lnych modyfikowanych transkryptow (Rys. 93A). mRNA A3
we wszystkich eksperymentach wykazywato niski poziom ekspresji juz po 16 godzinach od
transfekcji. Z kolei produkcja biatka w wyniku ekspresji mMRNA Al od samego poczatku byta na
poziomie okoto 60% wyzszym niz w przypadku mRNA niemodyfikowanego. Po drugie, roznice w
ekspresji zalezaty zarowno od rodzaju zasady dinukleotyddw, jak i chemicznych modyfikacji (Rys.
93B). Wszystkie mRNA zawierajace modyfikacje konca 3” w postaci dinukleotydow guaninowych
wykazywaly ekspresj¢ na poziomie zblizonym do kontroli, podczas gdy migdzy mRNA
modyfikowanymi dinukleotydami adeninowymi wystapily znaczace rdéznice. MRNA Al
(modyfikacja pApAm) ulegato ekspresji z wydajnoscia 160% wzgledem kontroli, podczas gdy
MRNA A3 (modyfikacja pApsAm D2) na poziomie 60%. Dla mRNA A2 (modyfikacja pApsAm D1)
produkcja bialka byla poréwnywalna z mRNA niemodyfikowanym. Podobny trend, cho¢
charakteryzujacy si¢ mniejszymi roznicami w ekspresji, zauwazytam dla modyfikacji
guaninowych. Mozna wnioskowa¢, ze obecnos¢ 2’-O-metyloadenozyny na koncu 3° mRNA
poprawia jego stabilnos$c¢ i przyczynia si¢ do zwigkszenia ekspresji. Z kolei dodatkowa modyfikacja
w postaci wigzania tiofosfodiestrowego najpewniej zaburza jeden lub kilka procesow
prowadzacych do produkcji biatka w komorkach linii JAWS 1I. Zwtaszcza izomer D2 dinukleotydu
PApPsAm przyczynit si¢ do znaczacego obnizenia ekspres;ji.
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15.2.3. Badania ekspresji w komorkach linii HEK 293

Komorki nerkowe linii HEK 293 maja wszechstronne zastosowania. Ulegaja
transfekcji syntetycznymi kwasami nukleinowymi z wydajnos$cia siegajaca 100%. Charakteryzuje

je rowniez szybki wzrost oraz naturalnie wysoki poziom translacji i produkcji biatek.*%
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Rysunek 94 Badania ekspresji mRNA modyfikowanych na koricu 3w linii komorkowej HEK 293. (4) Aktywnosé lucyferazy
Gaussia w pozywce komorkowej w czasie 16, 40, 64 oraz 80 godzin od transfekcji. Dane przedstawione jako wartosci srednie
+ SD uzyskane z 3 niezaleznych eksperymentow, w kazdym po 3 niezalezne transfekcje. (B) Catkowita ekspresja lucyferazy
Gaussia w czasie 4 dni, obliczona jako suma aktywnosci lucyferazy we wszystkich czterech punktach czasowych. Wartosci
catkowitej ekspresji uzyskane dla modyfikowanych mRNA zostaly znormalizowane do wartosci odpowiadajgcej
niemodyfikowanemu mRNA kontrolnemu. Dane przedstawione jako wartosci srednie * SD.

Badania ekspresji mMRNA w komorkach linii HEK 293 skutkowaly najbardziej
zroznicowanymi wynikami (Rys. 94). Az 5 sposrod 6 badanych mRNA zawierajacych modyfikacje
konca 3’ ulegaty ekspresji na poziomie zauwazalnie wyzszym od mRNA niemodyfikowanego (Rys.
94B). Najwyzsza produkcje biatka zaobserwowatam dla mRNA A2 (260%), a w nastepne;j
kolejnosci dla mRNA Al (200%) i G1 (220%). mRNA A3 ulegato ekspresji na poziomie
pordwnywalnym do kontroli. Wszystkie mRNA stosunkowo szybko ulegaly degradacji w
komorkach (Rys. 94A), a wigc roznice w catkowitej produkcji biatka wynikaly przede wszystkim
z poziomu ekspresji mRNA w ciggu pierwszych 40 godzin od transfekcji. Co ciekawe, mMRNA A2
ulegalo degradacji zauwazalnie wolniej od pozostatych transkryptow — aktywnos¢ lucyferazy w
kolejnych punktach czasowych utrzymywata si¢ na poziomie kilkukrotnie wyzszym niz w
przypadku pozostatych mRNA. Z kolei mMRNA G1 charakteryzowal wysoki poczatkowy poziom
ekspresji, ktory ulegat gwattownemu spadkowi w kolejnych punktach czasowych.

15.3. Podsumowanie

Przeprowadzitam badania ekspresji syntetycznych mRNA chemo-enzymatycznie
modyfikowanych na konicu 3” na drodze ligacji z 5’-monofosforanami dinukleotyddw. tacznie
otrzymatam 6 modyfikowanych czasteczek mRNA, podzielonych na dwie grupy ze wzgledu na
rodzaj chemicznie modyfikowanych nukleotydow przytaczanych do ich konca 3’ — adeninowych i
guaninowych. W obu grupach znalazly si¢ czasteczki zawierajace 2’-O-metylacje ostatniej
podjednostki transkryptu (Tabela 2, Al i G1) oraz po dwa stereoizomery dinukleotydéw
posiadajacych dodatkowo wigzanie tiofosfodiestrowe taczace ostatnie dwie podjednostki (A2 i A3,
G2iG3).

W pierwszej kolejnosci przeprowadzitam badania ekspresji w uktadzie lizatow
retikulocytow kroliczych (RRL). Mimo ograniczonej ztozono$ci owego uktadu, dzigki tym
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badaniom udato mi si¢ uzyska¢ wstepne informacje dotyczace potencjatu translacyjnejgo
otrzymanych przeze mnie modyfikowanych mRNA. Przede wszystkim zauwazylam, ze ich
translacja utrzymuje si¢ na poziomie zblizonym do MRNA niemodyfikowanego. Poniewaz
stabilno§¢ mRNA nie jest najistotniejszym czynnikiem w eksperymentach prowadzonych w
uktadzie RRL, zadowalajace wydajnosci translacji oznaczajg najpewniej, ze zastosowane
modyfikacje konca 3> mRNA nie zaburzaja oddzialywania z bialkami maszynerii translacyjnej
obecnej w lizatach. Nalezy zauwazy¢, ze wydajnos¢ translacji zadnego z modyfikowanych mRNA
nie wyrdzniata si¢ znaczaco w porownaniu z mRNA kontrolnym.

Badania na liniach komorkowych dostarczyly zacznie wigcej interesujacych
wnioskow. Po pierwsze, zauwazytam wyrazne roznice migdzy mRNA modyfikowanymi przy
pomocy dinukleotydow adeninowych i guaninowych. mRNA z grupy G sumarycznie ulegaly
ekspresji mniej wydajnie, cho¢ ilo$¢ produkowanego z nich biatka utrzymywata si¢ na poziomie
zblizonym do mRNA niemodyfikowanego (Rys. 91B, 92B, odpowiednio komorki linii A549,
JAWS 1) lub nieco wyzszym (Rys. 93B, komorki linii HEK 293). Roéznice w ekspresji
poszczegdlnych mRNA z modyfikacjami guaninowymi byly stosunkowo niewielkie. Mozna
jednakze zauwazy¢, ze mRNA G1, a wiec zawierajace tylko modyfikacje Gmna koncu 3’, ulegato
ekspresji nieco wydajniej od mRNA modyfikowanych dodatkowo wigzaniem tiofosfodiestrowym
(G2, G3). Z kolei mRNA z grupy A charakteryzowaly si¢ znaczaco réznym poziomem ekspresji,
co bylo zauwazalne we wszystkich liniach komorkowych. mRNA A3 ulegato ekspresji z
najmniejszg wydajnoscia ze wszystkich trzech transkryptow. llos¢ produkowanego z jego udziatem
biatka konsekwentnie utrzymywata si¢ na poziomie nizszym od mRNA niemodyfikowanego.
Modyfikacja Am obecna w mRNA Al przyczynita si¢ do jego znaczgco zwigkszonej ekspresji w
liniach JAWS 11 (160%) oraz HEK 293 (200%), ale nie w linii A549. Z kolei mMRNA A2,
zawierajace modyfikacje Am oraz wigzanie fosfodiestrowe (stereoizomer D1), ulegato ekspresji na
poziomie 170% w komorkach A549 oraz 260% w komodrkach HEK 293 wzgledem mRNA
niemodyfikowanego. W komdrkach JAWS Il jego ekspresja ulegla nieznacznemu obnizeniu
wzgledem kontroli. Nalezy zaznaczy¢, ze wystepuja znaczace réznice migdzy wynikami ekspres;ji
uzyskanymi w poszczeg6lnych liniach komorkowymi. Najpewniej wynikajg one z réznic W
mechanizmach translacji, metabolizmie mRNA oraz wydajnosci transfekcji charakterystycznych
dla kazdego typu komorek. Mozna wiec zaktadad, ze eksperymenty przeprowadzone na komoérkach
innych linii, niz zastosowane przeze mnie w trakcie badan, potencjalnie dostarczytyby nowych
informacji.

Podwyzszona ekspresja poszczegdlnych mRNA wynika prawdopodobnie z ich
zwigkszonej stabilnosci w warunkach komorkowych. Jednakze biorac pod uwage znaczace rdznice
w ekspresji mRNA zawierajacych modyfikacje, ktore powinny w podobnym stopniu zapewniaé
odporno$¢ na degradacje enzymatyczng, nalezy rozwazy¢é wystgpowanie innych czynnikdw
wplywajacych na potencjat translacyjny. Dobrym przyktadem sa mRNA A2 i A3, powstajace w
wyniku ligacji mRNA lucyferazy Gaussiau ze stereoizomerami D1 i D2 dinukleotydu pApsAm. Tak
niewielka réznica w strukturze konca 3’ przyczynita si¢ do zauwazalnych roéznic w ekspresji.
Obecnos$¢ stereoizomeru D2 zaburza przynajmniej jeden 2z procesow biologicznych
przebiegajacych w komorkach, a prowadzacych do biosyntezy biatek. Trudno wnioskowac, czy
obecno$¢ guanozyny na koncu 3° mRNA ma negatywny wplyw na potencjat translacyjny.
Wszystkie transkrypty z grupy G ulegaja ekspresji na poziomie porownywalnym do kontroli lub
nieco wyzszym, ale mniej wydajnie od mRNA z grupy A. Przyktadowo, moze to oznaczac, ze ich
zwigkszona stabilno$§¢ wynikajgca z hamowania aktywno$ci deadenylaz jest rtOwnowazona przez
oslabione oddziatywania z biatkami maszynerii translacyjnej. Jednakze nie jest to wniosek, ktory
moge z pewnos$cig wyciagnac na podstawie wynikow przeprowadzonych badan.
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Ostatecznie wytypowalam dwa rodzaje modyfikacji konca 3 mRNA, ktore
przyczynily si¢ do znaczacego zwigkszenia poziomu ekspresji syntetycznych transkryptow. Sa to
modyfikacje, ktore wprowadzatam poprzez enzymatyczng ligacje 5’-monofosforanow
dinukleotyddéw pApAm oraz pApsAm D1 do konca 3> mRNA lucyferazy Gaussia (odpowiednio
MRNA Al i A2) (Rys. 95). Obie modyfikacje przyczynity si¢ do zwigkszenia ekspresji biatka w
dwoch z trzech linii komorkowych. Rownoczesnie w zadnej z linii nie skutkowaty spadkiem
ekspresji znaczgco ponizej wartosci odpowiadajacej mRNA kontrolnemu. mRNA A2 jako jedyne
ulegato zauwazalnie zwigkszonej ekspresji (170%) w komorkach linii A549 wzgledem kontroli.
Komérkach linii JAWS Il mRNA A2 ulegalo réwniez wyraznie wolniejszej degradacji, na co
wskazuje stosunkowo powolny spadek aktywnosci lucyferazy Gaussia w kolejnych punktach
czasowych wzgledem innych typow mRNA. W komorkach dendrytycznych JAWS 1l mRNA Al
wyrozniato si¢ poziomem ekspresji biatka na tle pozostalych modyfikowanych transkryptow,
podczas gdy ekspresja mMRNA A2 znajdowata si¢ na poziomie nieznacznie nizszym od kontroli.
Owe wyniki wskazuja, ze obie wytypowane przeze mnie modyfikacje konca 3’ mogg by¢ uzyteczne
w opracowaniu terapeutycznych mRNA o innym zastosowaniu i profilu dziatania.
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Rysunek 95 Struktury chemiczne 5’-monofsoforanéw dinukleotydow pApAm oraz pApsAm D1.

Otrzymane przeze mnie chemicznie modyfikowane dinukleotydy umozliwity zarowno
zwigkszenie stabilnosci mRNA, jak 1 poprawe ekspresji syntetycznych mRNA w liniach
komorkowych. Sa to niezwykle pozadane cechy w kontekscie opracowywania czasteczek mRNA
o potencjale terapeutycznym. Wykazanie wszechstronnej skutecznosci tego typu modyfikacji
mRNA wymaga dalszych badan na liniach komoérkowych i eksperymentow na organizmach
modelowych. Cennej wiedzy dostarczy¢ by mogly rowniez badania czasow pottrwania mRNA w
zywych komoérkach. Mogg one przynies¢ dokladniejsze zrozumienie procesow degradacji i
translacji modyfikowanych transkryptoéw, i przyczyni¢ si¢ do dalszej optymalizacji aktywnosci
terapeutycznych mRNA.
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IVV. Podsumowanie

Celem niniejszej pracy doktorskiej bylo opracowanie metody modyfikacji konca 3’
czasteczek mRNA na potrzeby modulowania ich potencjatu translacyjnego poprzez zwigkszenie
ich stabilnosci w warunkach komérkowych. Pierwsza cze$¢ badan poswigcitam stworzeniu metody
pozwalajacej na badanie oddziatywania chemicznie modyfikowanych analogéw ogona poli(A) ze
specyficznie wigzacym go biatkiem PABP. Metoda ta miala zosta¢ narzedziem do selekcji
modyfikacji chemicznych, najkorzystniejszych w kontekscie modulowania aktywnosci
translacyjnej mRNA poprzez celowanie w biatko PABP. Wiedza zdobyta dzigki opracowanej
metodzie zostata nastgpnie wykorzystana do projektowania oligonukleotydowych inihibitorow
translacji, jak rowniez chemo-enzymatycznych metod manipulacji stabilno$cig i metabolizmem
czasteczek mRNA.

Projekt doktorski sktadat si¢ z dwoch gléwnych czesci. Cze$¢ pierwsza poswigcona
byta badaniom wplywu chemicznych modyfikacji oligonukleotydowych analogdw ogona poli(A)
na ich powinowactwo do PABP oraz stabilno$¢ enzymatyczng. Druga cze$¢ pracy dotyczyla
zastosowania najkorzystniejszych modyfikacji nukleotydowych w opracowaniu metody post-
transkrypcyjnej modyfikacji konica 3’ czasteczek RNA, w tym reporterowego mRNA.

W pierwszej czesci projektu zrealizowatam nastgpujace zadania:
e Synteza oligonukleotydowych analogdéw ogona poli(A)

W pierwszej kolejnosci zsyntezowatam dodekamerowy oligonukleotyd adenylowy,
modyfikowany na koncu 5’ linkerem alkinowym umozliwiajacym znakowanie fluorescencyjne
metoda CuAAC. Wykorzystujac go jako substrat, otrzymalam 4 sondy fluorescencyjne, réznigce
si¢ rodzajem znacznika. Zsyntezowalam roéwniez 28 analogéw ogona poli(A), zawierajacych
réznego typu modyfikacje chemiczne 1 strukturalne. Wszystkie oligonukleotydy
scharakteryzowatam przy pomocy metody RP-HPLC, jak réwniez wysokorozdzielczej
spektrometrii mas.

e Badania oddziatywania analogéw poli(A) z PABP

Wykorzystatam technike termoforezy mikroskalowej do opracowania metody badania
powinowactwa analogéw ogona poli(A) do biatka PABP*'%. Dzieki analizie pomiaréw tworzenia
si¢ kompleksow molekularnych poli(A)-PABP wykonanych metoda MST, dokonatam wyboru
optymalnej sondy fluorescencyjnej. Nastepnie przeprowadzitam seri¢ eksperymentow wigzania
kompetycyjnego z udziatem PABP*'® w kompleksie z wybrang sonda oraz analogéw poli(A).
Podejscie kompetycyjne umozliwito mi opracowanie tatwej i powtarzalnej metody wyznaczania
pozornych statych dysocjacji kompleksow oligonukleotyd-PABP. Na podstawie wynikow mogtam
oceni¢ wptyw poszczegélnych modyfikacji nukleotydowych na powinowactwo danego analogu
poli(A) do PABPY® zaréwno pod wzgledem typu zastosowanej modyfikacji, jak i jej
umiejscowienia w sekwencji oligonukleotydu.

e Badania stabilnosci enzymatycznej analogow poli(A)

W celu oceny odpornosci oligonukleotydowych analogéw poli(A) na specyficzng
degradacj¢ opracowatam i zastosowatam eksperymenty trawienia enzymatycznego z udzialem
deadenylazy CNOT7. Zidentyfikowatam chemiczne modyfikacje, ktore odpowiednio
umiejscowione w sekwencji oligonukleotydu zapewnialy cze$ciowa lub catkowita odpornos¢ na
degradacj¢ enzymatyczna.
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e Badania inhibicji translacji w lizatach retikulocytow kroliczych

Dwa otrzymane i wyselekcjonowane przeze mnie do tego eksperymentu
oligonukleotydowe analogi poli(A) zostaty zbadane jako potencjalne inhibitory translacji w lizatach
retikulocytow kroliczych. Badania te dowiodty, Ze otrzymane przeze mnie zwigzki sa skutecznymi
inhibitorami procesu translacji. Dodatkowo, badania te potwierdzity wczesniejsze obserwacje, ze
zastosowanie mniejszej liczby chemicznych modyfikacji, ale za to strategicznie umiejscowionych
w sekwencji oligonukleotydu poliadenylowego, skutkuje rownoczesnie wysoka stabilnoscia i
silnym oddziatywaniem inhibitora z jego celem molekularnym — PABP. Badania nad
addytywnoscig aktywnosci inhibitorowej wykazaly, ze otrzymane przede mnie zwigzki moga by¢
potencjalnie stosowane w tandemie z innymi inhibitorami translacji o odmiennym mechanizmie
dziatania, w celu manipulacji ekspresjg biatek. EKsperymenty translacyjne zostalty wykonane przez
dr. Mirostawa Smietanskiego

Druga cz¢$¢ projektu, obejmujgca prace nad metoda chemo-enzymatycznej
modyfikacji czasteczek RNA obejmowata nast¢pujace punkty:

e Synteza chemicznie modyfikowanych 5’-monofosforanow dinukleotyddw

Na podstawie przeprowadzonych badan dotyczacych wptywu chemicznych
modyfikacji na powinowactwo do PABP oraz enzymatyczng stabilno$¢ oligonukleotydowych
analogéw poli(A), zaplanowatam syntez¢ zwiazkow umozliwiajacych post-transkrypcyjng
modyfikacje czasteczek RNA. Opracowalam i zsyntezowalam dwie grupy 5’-monofosforanow
dinukleotydéw, roznigcych si¢ rodzajem zasady azotowej (A lub G) oraz typem modyfikacji
chemicznych. Lacznie otrzymalam 6 zwigzkow, po 3 dla kazdego rodzaju zasady azotowej,
zawierajagcych modyfikacje w postaci 2’-O-metylacji drugiej podjednostki dinukleotydu i/lub
wigzania tiofosfodiestrowego taczacego owe podjednostki.

e Chemo-enzymatyczne modyfikacje konca 3’ oligonukleotydow RNA oraz mRNA

W celu wykorzystania zsyntezowanych 5’-monofosforanow dinukleotydow do
modyfikacji RNA, opracowatam i zoptymalizowalam metode¢ przylaczania ich na drodze ligacji
enzymatycznej do konca 3> RNA. W pierwszej kolejnosci przeprowadzitam modyfikacje krotkich
oligonukleotydow poliadenylowych. Za pomoca opracowanego juz protokotu trawienia
enzymatycznego przez CNOT?7, potwierdzitam zwigkszong odpornos¢ produktow reakcji ligacji na
specyficzng degradacje. Nastepnie, po uprzedniej optymalizacji metody ligacji pod katem czasu i
temperatury reakcji, jak stosunku molowego substratow, otrzymatam modyfikowane na koncu 3’
mRNA kodujace biatko reporterowe lucyferazg Gaussia. Wykorzystujac ponownie deadenylaze
CNOT7, potwierdzitam przytaczenie modyfikowanych chemicznie dinukleotydéw do konca 3’
poliadenylowanych mRNA.

e Badania ekspresji modyfikowanych mRNA

Stosujac dwuetapowa procedurg zbadatam poziom ekspresji mMRNA modyfikowanych
chemo-enzymatycznie na koncu 3°. W pierwszej kolejnosci wykonatam eksperymenty wydajnosci
translacji w ukladzie RRL. Potwierdzitam, ze wszystkie modyfikowane mRNA ulegaja translacji
na poziomie zblizonym lub wyzszym od mRNA niemodyfikowanego. Nast¢pnie przeprowadzitam
seri¢ eksperymentow in cellulo. Do badan wybratam trzy linie komérkowe (A549, JAWS II, HEK
293) o znaczaco rdznej morfologii, fizjologii 1 pochodzeniu. Poréwnujac wyniki uzyskane w
komorkach roznych linii, dla mMRNA zawierajacych poszczegdlne modyfikacje chemiczne, udato
mi si¢ zidentyfikowa¢ modyfikacje konca 3’ transkryptow o najkorzystniejszym wptywie na ich
potencjat translacyjny. Sa to bardzo interesujace i obiecujgce wyniki ze wzgledu na mozliwo$¢

150



zastosowania opracowanej przeze mnie metody do post-transkrypcyjnej modyfikacji wszelkiego
rodzaju czasteczek RNA, od krotkich oligonukleotydow, po w pelni funkcjonalne mRNA.
Zwlaszcza w przypadku czasteczek o potencjale terapeutycznym, w szczeg6lnosci mRNA,
zwigkszona stabilno$¢ enzymatyczna jest bardzo pozadana. Przeklada si¢ ona na dluzsze zycie
transkryptow w warunkach komorkowych, a w efekcie na ich zwiekszong skuteczno$¢
terapeutyczng.

Podsumowujac, jednym z najwazniejszych osiagnie¢ niniejszej rozprawy doktorskiej
byto opracowanie metody badania powinowactwa modyfikowanych oligonukleotydéw poli(A) do
specyficznie wigzacego ich biatka PABP. Opracowana metoda badania oddziatywan z PABP
umozliwita poglebienie wiedzy dotyczacej preferencji substratowych PABP, jak réwniez
wyselekcjonowanie skutecznych i nowatorskich inhibitoréw translacji. Drugim istotnym rezultatem
byto opracowanie skutecznej i prostej metody post-transkrypcyjnej modyfikacji RNA. Umozliwita
ona otrzymanie mRNA o zwigkszonej stabilno$ci enzymatycznej i podniesionym potencjale
translacyjnym. Planowane sa dalsze badania in vivo w organizmach modelowych, majace na celu
przetestowanie skuteczno$ci owej metody w otrzymywaniu czgsteczek MRNA 0 poprawionych
wlasciwosciach terapeutycznych. Jesli badania te potwierdza potencjat opracowanych modyfikacji,
wiedza zdobyta podczas realizacji tego projektu doktorskiego moze mie¢ istotne znaczenie w
projektowaniu skuteczniejszych terapeutykow opartych na mRNA, do zastosowan w terapiach
genowych, w produkcji terapeutycznych przeciwciat in vivo oraz prewencyjnych szczepionek
przeciwko chorobom wirusowym lub terapeutycznych szczepionek przeciwnowotworowych.
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V. Czes¢ eksperymentalna
16. Synteza oligonukleotydow

16.1. Informacje ogolne

Wszystkie odczynniki uzyte do syntezy zakupione zostaly w firmach Sigma-Aldrich
(odczynniki chemiczne), LinkTech/Biosearch Technologies (amidofosforyny nukleotyddw,
podtoza obsadzone amidofosforynami modyfikowanych nukleotydéw), ChemGenes (podtoza
obsadzone amidofosforynami naturalnych nukleotydéw), Lumiprobe (azydki barwnikéw
fluorescencyjnych). W eksperymentach uzywana byla filtrowana woda miliQ. Bufory do HPLC
byly przygotowywane z uzyciem acetonitrylu lub metanolu HPLC Gradient Grade for LC-MS. Do
przygotowania buforow octanu amonu uzyto statego octanu amonu oraz 50% kwasu octowego. Do
przygotowania buforow octanu trietyloaminy uzyto trietyloaminy oraz bezwodnego kwasu
octowego. Bufory byly nastgpnie odgazowywane i przefiltrowane poprzez saczenie pod
zmniejszonym ci$nieniem. Bufory zawierajgce acetonitryl oraz metanol przechowywane byly w
temperaturze pokojowej, natomiast bufory bedace roztworami bez dodatku rozpuszczalnika
organicznego przechowywane byly w temperaturze 4 °C.

Analiz¢ RP-HPLC prowadzono na urzadzeniu Agilent Tech Series 1200 z uzyciem
kolumny Gemini 3 pm NX-C18 110A LC (150 x 4.6 mm przeptyw 1 ml/min) z zastosowaniem
réznych gradientow liniowych metanolu w 0,05 M buforze octanu amonu (pH 5.9). Detekcje
absorpcji wykonywano przy dtugosci fali 260 nm, a fluorescencji przy dtugosci fali 360 nm lub w
maksimum emisji znacznika fluorescencyjnego. Semi-preparatywne RP-HPLC przeprowadzano na
tym samym aparacie, wyposazonym w kolumne Clarity Oligo-RP C-18 (150 x 10 mm, przeptyw 5
mL/min) z zastosowaniem réznych gradientow liniowych acetonitrylu w 0,1 M buforze octanu
trietyloaminy (pH 7.0). Detekcj¢ absorpcji wykonywano przy 260 nm fluorescencji przy maksimum
emisji znacznika.

Metoda Eluent A Eluent B Gradient eluentu Kolumna
B
A 0.05 M bufor octanu amonu MeOH 50% 0-15 min Gemini NX-
(pH 5.9) C18
B 0.05 M bufor octanu amonu MeOH 50% 0-7.5 min Gemini 3 NX-
(pH 5.9) C18
C 0.1 M bufor octanu ACN 25% 0-45 min | Oligo-RP C-18
trietyloaminy (pH 7.0)
D 0.1 M bufor octanu ACN 25% 0-60 min | Oligo-RP C-18
trietyloaminy (pH 7.0)

Strukture i czystos¢ produktéw ostatecznych potwierdzano z uzyciem RP-HPLC oraz
wysokorozdzielczej spektrometrii mas HR MS (ESI"). Produkty posrednie charakteryzowano przy
pomocy niskorozdzielczej MS (ESI"). Widma masowe wysokiej rozdzielczosci rejestrowano na
spektrometrze Thermo Scientific LTQ Orbitrap Velos, a niskiej rozdzielczosci na spektrometrze
Sciex QTRAP 3200.

16.2. Synteza w fazie stalej

Syntezy oligonukleotydoéw w fazie stalej wykonane zostaly na aparacie AKTA
Oligopilot plus 10 (GE Healthcare) z uzyciem kolumny PrimerSupport™ wypelnionej podtozem
stalym zawieszonym w bezwodnym acetonitrylu. W procesie sprzggania roztwor acetonitrylu
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zawierajacy 5-krotny nadmiar molowy amidofosforynu wzgledem obsadzenia ztoza poddawany byt
recyrkulacji przez kolumng przez 15 minut. Sulfuryzacje grupy fosforanowej wybranych
podjednostek prowadzono w 0.05M roztworze EDITH (3-etoksy-1,2,4,-ditiazolidyn-5-on) w
acetonitrylu. 3% roztwor (v/v) kwasu dichlorooctowego w toluenie uzywany byl w procesie
detrytylacji, 0.05M roztwor jodu w pirydynie w procesie utleniania, 20% roztwor (v/iv) 1-
metyloimidazolu w acetonitrylu uzywany byt jako CapA i 40% (v/v) roztwor bezwodnika octowego
oraz 40% (v/v) pirydyny jako CapB. Po ostatnim cyklu syntezy oligonukleotydy przytaczone do
ztoza przemywano 20% (v/v) roztworem dietyloaminy w acetonitrylu w celu usunigcia 2-
cyjanoetylowych grup zabezpieczajacych. Na koniec ztoza przemywane byly bezwodnym
acetonitrylem i suszone argonem.

Wszystkie oligonukleotydy byty odcinane od ztoza, z rdwnoczesnym usuni¢ciem grup
zabezpieczajacych zasady azotowe, przy pomocy roztworu v1:1 amoniaku (30%) i metyloaminy
(40%). Po 1-godzinnej inkubacji w temperaturze 50°C przy rownoczesnym wytrzasaniu (350 rpm)
roztwor byt filtrowany przez saczek strzykawkowy w celu usunigcia czasteczek zloza. Ztoze
przemyto dwukrotnie wodg w celu wymycia produktow syntezy. Nadmiar amoniaku usuwano z
roztworu poprzez odparowanie pod zmniejszonym ci$nieniem. Roztwor nastgpnie suszono poprzez
liofilizacje. Grupa =zabezpieczajagca 2’-O-TBDMS usuwana byla przez rozpuszczenie
oligonukleotydow w DMSO z dodatkiem trihydrofluorku trietyloaminy i inkubacj¢ w temperaturze
65°C przez 3 godziny. Nast¢pnie dodawano 3M roztwor octanu sodowego oraz 1-butanol i
mieszaning chlodzono w temperaturze -18°C przez 30 minut. Osad w postaci soli sodowej
oligonukleotydu byl nastgpnie odwirowywany, przemywany 70% roztworem etanolu i po
ponownym odwirowaniu osuszany przez liofilizacj¢. Finalnie oligonukleotydy oczyszczano
metoda RP-HPLC i wydzielano w postaci soli trietyloamoniowych. Oligonukleotydy syntezowane
na podtozach zawierajacych amidofosforyny niemodyfikowanych nukleotydow przygotowano w
skali 10 uM, a na podtozach z modyfikowanymi chemicznie nukleotydami w skali 5 M.

16.2.1. Synteza 5-HEX-A12 (A0O)

Podtoze state Ribo A300 CPG 1000/110 NH,
(34 mg, 10 pmol) umieszczono w kolumnie do NNy
syntezy i zawieszano w acetonitrylu. Amidofosforyn o < o
rA (Bz) CE (642 mg, 650 pmol) rozpuszczono w 0 B0 B NTONT N
bezwodnym acetonitrylu w celu uzyskania roztworu }/_f Ol </N | SN
o stezeniu 0,2 M. Amidofosforyn 5-Hexyn-1-yl-(2- o:g— OOH o N N/)
cyjanoetyl)-(N,N-diizopropyl) (29,8 mg, 100 umol) OH
réwniez rozpuszczono w bezwodnym acetonitrylu A, O OH
(0,2 M). Syntezg, odcinanie od ztoza i oczyszczanie 0=P-0+Aqg
oligonukleotydu prowadzono zgodnie z procedurg OH

ogolng. Odbezpieczony oligonukleotyd oczyszczono z wykorzystaniem semi-preparatywnego RP
HPLC (metoda C). Zebrany eluat zostat kilkukrotnie zliofilizowany. Otrzymano 14 mg (3,5 pmol)
zwigzku AQ w postaci biatego proszku. Wydajno$¢ po oczyszczaniu na RP-HPLC wyniosta 35%.
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16.2.2. Synteza A1

Podtoze state Ribo A300 CPG 1000/110 (34 mg, 10 pumol)
umieszczono w kolumnie do syntezy i zawieszano w acetonitrylu.
Amidofosforyn rA (Bz) CE (642 mg, 650 pmol) rozpuszczono w
bezwodnym acetonitrylu w celu uzyskania roztworu o stezeniu 0,2 M.
Syntezg, odcinanie od zloza 1 oczyszczanie oligonukleotydu
prowadzono zgodnie z procedurg ogolng. Odbezpieczony
oligonukleotyd oczyszczono z wykorzystaniem semi-preparatywnego
RP HPLC (metoda C). Zebrany eluat zostal kilkukrotnie
zliofilizowany. Otrzymano 20 mg (5,2 pmol) zwigzku A1> W postaci
biatego proszku. Wydajnos¢ po oczyszczaniu metoda RP-HPLC

NH

2
N /L\‘N
¢ :[I J
N ~ |7
o N N

H?

NN

¢ o A
i N

0=P-0— g N

OH
OH
0=P-0vAsq
OH

wyniosta 52%. HR MS (-) ESI zmierzone m/z (M-2H)": 1942,83606, obliczone dla
C120H144Ns0070P11%” 1942,835. Czas retencji na RP-HPLC analitycznym (metoda A) to tr = 5,8 min.

16.2.3. Synteza Au

Podloze stale Ribo A300 CPG 1000/110 (34 mg, 10
pmol) umieszczono w kolumnie do syntezy i zawieszano w
acetonitrylu. Amidofosforyn rA (Bz) CE (592 mg, 600 pmol)
rozpuszczono w bezwodnym acetonitrylu w celu uzyskania roztworu
o stgzeniu 0,2 M. Synteze, odcinanie od zloza i1 oczyszczanie
oligonukleotydu prowadzono zgodnie z procedura 0g0lng.
Odbezpieczony oligonukleotyd oczyszczono z wykorzystaniem semi-
preparatywnego RP HPLC (metoda C). Zebrany eluat zostat

NH,
N
SN
¢
HO— o N N/J
N
O OH ¢

O OH
0=P-0-Ag
|
OH

kilkukrotnie zliofilizowany. Otrzymano 18 mg (5,0 pmol) zwigzku A11 w postaci biatego proszku.
Wydajno$¢ po oczyszczaniu metodg RP-HPLC wyniosta 50%. HR MS (-) ESI zmierzone m/z (M-

2H)2': 1778,38064, obliczone dla Ci1oH132NssOssP10> 1778,30585. Czas retencji na RP-HPLC

analitycznym (metoda A) to tr = 6 min.
16.2.4. Synteza A1z

Podtoze state Ribo A300 CPG 1000/110 (34 mg, 10 pmol)
umieszczono w kolumnie do syntezy i zawieszano w acetonitrylu.
Amidofosforyn rA (Bz) CE (691 mg, 700 pumol) rozpuszczono w
bezwodnym acetonitrylu w celu uzyskania roztworu o st¢zeniu 0,2 M.
Synteze, odcinanie od zloza 1 oczyszczanie oligonukleotydu
prowadzono zgodnie z procedura ogodlng. Odbezpieczony
oligonukleotyd oczyszczono z wykorzystaniem semi-preparatywnego
RP HPLC (metoda C). Zebrany ecluat zostal kilkukrotnie
zliofilizowany. Otrzymano 17,7 mg (4,2 umol) zwigzku A1z W postaci
biatego proszku. Wydajnos¢ po oczyszczaniu metodg RP-HPLC

HO

NH,
N~y
¢ 1

o NTONT NH
N

SN
4

O OH IN/)

0=P-0— 4
OH

O OH

0=P-0-A,,

wyniosta 42%. HR MS (-) ESI zmierzone m/z (M-2H)":  2107,36092, obliczone dla
Ci30H156NesO76P12% 2107,36155. Czas retencji na RP-HPLC analitycznym (metoda A) to tr = 6,1

min.
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16.2.5. Synteza A10AmA (Aml)

Podtoze state Ribo A300 CPG 1000/110 (34 mg, NH,
10 pmol) umieszczono w kolumnie do syntezy i zawieszano Ny
w acetonitrylu. Amidofosforyny rA (Bz) CE (592 mg, 600 </N | P
umol) oraz 2-OMe-Bz-A-CEP (89 mg, 100 pmol) MO o N™  NH
rozpuszczono w bezwodnym acetonitrylu w celu uzyskania . <,N | =N
roztworow o stezeniu 0,2 M. Synteze, odcinanie od zloza i O=PAg o N N/) NH
oczyszczanie oligonukleotydu prowadzono zgodnie z OH k 7‘ N 2
procedura  ogdlng.  Odbezpieczony  oligonukleotyd o o ¢ \)N
oczyszczono z wykorzystaniem semi-preparatywnego RP 0=P-0 o NN
HPLC (metoda C). Zebrany eluat zostal kilkukrotnie OH k )
zliofilizowany. Otrzymano 17,5 mg (4,5 pmol) zwigzku Aml OH OH

w postaci biatego proszku. Wydajno$¢ po oczyszczaniu na RP-HPLC wyniosta 45%. HR MS (-)

ESI zmierzone m/z (M-2H)": 1949,84402, obliczone dla CiziH1sNeoO7oP1? 1949,8431. Czas
retencji metodg RP-HPLC analitycznym (metoda A) to tr = 6,2 min.

16.2.6. Synteza AsAmAes (Am2)

Podloze state Ribo A300 CPG 1000/110 (34 NH,,
mg, 10 pmol) umieszczono w kolumnie do syntezy i NfN
zawieszano w acetonitrylu. Amidofosforyny rA (Bz) CE ¢ _J
(592 mg, 600 pumol) oraz 2’-OMe-Bz-A-CEP (89 mg, 100  HO o NN NH,
pmol) rozpuszczono w bezwodnym acetonitrylu w celu =N

~

N
. . .. .. O OH ¢
uzyskania roztworow o stezeniu 0,2 M. Synteze, odcinanie OBonh N—~N
od zloza i oczyszczanie oligonukleotydu prowadzono }JH 4 CO% NH,
(0]

zgodnie  z  procedura  ogolng.  Odbezpieczony </N | =N
oligonukleotyd oczyszczono z wykorzystaniem semi- O=P~A" N N/)
preparatywnego RP HPLC (metoda C). Zebrany eluat zostat OH ©
kilkukrotnie zliofilizowany. Otrzymano 26 mg (6,6 pumol) OH OH

zwigzku Am2 w postaci biatego proszku. Wydajno$¢ po

oczyszczaniu metoda RP-HPLC wyniosta 66%. HR MS (-) ESI zmierzone m/z (M-2H)"
1949,84626, obliczone dla CiaiH14sNeoO70P11> 1949,8431. Czas retencji na RP-HPLC
analitycznym (metoda A) to tr = 6,1 min.

16.2.7. Synteza AmA11 (Am3)

Podtoze state Ribo A300 CPG 1000/110 (34 mg, 10 NH,
pmol) umieszczono w kolumnie do syntezy i zawieszano w NN
acetonitrylu. Amidofosforyny rA (Bz) CE (592 mg, 600 umol) oraz ¢ | )
2’-OMe-Bz-A-CEP (89 mg, 100 pmol) rozpuszczono w HO o NN NH,
bezwodnym acetonitrylu w celu uzyskania roztwordw o st¢zeniu N N
0,2 M. Syntezg, odcinanie od ztoza i oczyszczanie oligonukleotydu O O ¢ J

|
- w N
0=P+Aip7 o N

prowadzono zgodnie z procedura ogolng. Odbezpieczony O

oligonukleotyd  oczyszczono z  wykorzystaniem  semi-
preparatywnego RP HPLC (metoda C). Zebrany eluat zostal
kilkukrotnie zliofilizowany. Otrzymano 23 mg (6,0 pmol) zwigzku Am3 W postaci biatego proszku.
Wydajnos¢ po oczyszczaniu metodg RP-HPLC wyniosta 60%. HR MS (-) ESI zmierzone m/z (M-
2H)2': 1949,84571, obliczone dla Ci21H1s6NeoO70P11%> 1949,8431. Czas retencji na RP-HPLC
analitycznym (metoda A) to tr = 6,3 min.

OH OH
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16.2.8. Synteza An11A (And)

Podtoze state Ribo A300 CPG 1000/110 (34 mg, 10 NH;
pmol) umieszczono w kolumnie do syntezy i zawieszano w /N N
acetonitrylu. Amidofosforyny rA (Bz) CE (99 mg, 100 umol) oraz <N | N/J
2-OMe-Bz-A-CEP (533 mg, 600 pmol) rozpuszczono w O] ;0: NH;
bezwodnym acetonitrylu w celu uzyskania roztworéw o st¢zeniu 3o </N | SN
0,2 M. Syntezg, odcinanie od zloza 1 oczyszczanie O=Pw Amh N N/)
oligonukleotydu prowadzono zgodnie z procedurg ogodlna. OH 0
Odbezpieczony oligonukleotyd oczyszczono z wykorzystaniem OH OH

semi-preparatywnego RP HPLC (metoda C). Zebrany eluat zostat

kilkukrotnie zliofilizowany. Otrzymano 16 mg (4,0 pmol) zwigzku Am4 w postaci biatego proszku.
Wydajnos¢ po oczyszczaniu metodg RP-HPLC wyniosta 40%. HR MS (-) ESI zmierzone m/z (M-
2H)2': 2019,91874, obliczone dla CisiHiesNsoO70P11% 2019,92135. Czas retencji na RP-HPLC
analitycznym (metoda A) to tr = 8,3 min.

16.2.9. Synteza AnA10Am (Amb)

Podtoze state 2'-OAc CNA CPG 1000/110 (176 NH,

mg, 5 pmol) umieszczono w kolumnie do syntezy i N
zawieszano w acetonitrylu. Amidofosforyny rA (Bz) CE < _
(271 mg, 300 umol) oraz 2'-OMe-Bz-A-CEP (65 mg, 75 HO— o " N~ NH,
pmol) rozpuszczono w bezwodnym acetonitrylu w celu N SN
uzyskania roztworow o stezeniu 0,2 M. Syntezg, odcinanie e o ¢ >

o T ’ O=P~A NN NH,
od zloza i oczyszczanie oligonukleotydu prowadzono O io:? N
zgodnie  z  procedura  ogolng.  Odbezpieczony O OH ¢ \)N
oligonukleotyd oczyszczono z wykorzystaniem semi- 0=P-0 o N—>N7
preparatywnego RP HPLC (metoda C). Zebrany eluat zostat OH
kilkukrotnie zliofilizowany. Otrzymano 12,5 mg (3,2 pmol) OH O,

zwigzku Am5 w postaci bialego proszku. Wydajnos¢ po

oczyszczaniu metoda RP-HPLC wyniosta 32%. HR MS (-) ESI zmierzone m/z (M-2H)Z':
1956,85356, obliczone dla CizHisNeoO7P1> 1956,8509. Czas retencji na RP-HPLC
analitycznym (metoda A) to tr = 6,3 min.

16.2.10. Synteza AmpsAm10APsAm (Amb)

Podloze state 2'-OAc CNA CPG 1000/110 NH;
(176 mg, 5 pumol) umieszczono w kolumnie do syntezy NN
| zawieszano w acetonitrylu. Amidofosforyn 2'-OMe- | <N | N/) NH,
Bz-A-CEP (290 mg, 350 pmol) rozpuszczono w {Oj Ny
bezwodnym acetonitrylu w celu uzyskania roztworu o o o_ < | J
stezeniu 0.2 M. Syntezg, odcinanie od zloza i s:g;lo o NN NH;
oczyszczanie oligonukleotydu prowadzono zgodnie z 54 N— SN
procedura ogodlna. Sulfuryzacje grup fosforanowych o:é_o,p:ng o N N/) NH,
prowadzono poprzez recyrkulacje 0,05 M roztworu 0 k ) NN
EDITH przez kolumng w czasie 10 minut. o O </N |

. . $=P-0 N

Odbezpieczony  oligonukleotyd  oczyszczono z S 0
wykorzystaniem  semi-preparatywnego RP HPLC OH O

(metoda D). Zebrany eluat zostat kilkukrotnie
zliofilizowany. Otrzymano 5,7 mg (1,4 pmol) zwigzku Am6 w postaci biatego proszku. Wydajnos¢
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po oczyszczaniu metodg RP-HPLC wyniosta 28%. HR MS (-) ESI zmierzone m/z (M-2H)":
2042,90910, obliczone dla CisHi6sNeoOesP11S2* 2042,90635. Czas retencji na RP-HPLC
analitycznym (metoda A) to tr = 8,9 min.

16.2.11. Synteza A11Am (Am7)

Podtoze 2'-OAc CNA CPG 1000/110 (176 mg, 5 NH,
pmol) umieszczono w kolumnie do syntezy i zawieszano w N N
acetonitrylu. Amidofosforyn rA (Bz) CE (280 mg, 350 pmol) < P
rozpuszczono w bezwodnym acetonitrylu w celu uzyskania HO o} NTON NH;
roztworu o stezeniu 0,2 M. Synteze, odcinanie od ztoza i N =N

. ) . 4
oczyszczanie oligonukleotydu prowadzono zgodnie z O OH <N | /)
procedura  ogdlna.  Odbezpieczony  oligonukleotyd ~— ©=F-O-Aw] o N

oczyszczono z wykorzystaniem semi-preparatywnego RP
HPLC (metoda C). Zebrany eluat zostat kilkukrotnie N
zliofilizowany. Otrzymano 7,8 mg (2,0 pmol) zwiazku Am7 W

postaci biatego proszku. Wydajnos¢ po oczyszczaniu metodg RP-HPLC wyniosta 40%. HR MS (-
) ESI zmierzone m/z (M-2H)2': 1949,84759, obliczone dla Ci21H146NeoO70P11> 1949,8431. Czas
retencji na RP-HPLC analitycznym (metoda A) to tr = 6,1 min.

16.2.12. Synteza AgApsA2 D1/D2 (Aps1/Aps2)

Podltoze state Ribo A300 CPG 1000/110 (34 mg, 10 NH,
pmol) umieszczono w kolumnie do syntezy i zawieszano w N SN
acetonitrylu. Amidofosforyn rA (Bz) CE (642 mg, 650 pmol) ¢ )
rozpuszczono w bezwodnym acetonitrylu w celu uzyskania HO 0 N—>N7 NH,
roztworu o stgzeniu 0,2 M. Syntezg, odcinanie od ztoza i N SN
oczyszczanie oligonukleotydu prowadzono zgodnie z procedurg O OH ¢ )
ogoblng. Sulfuryzacje grup fosforanowych prowadzono poprzez o;p':.,AB o N—>N7
recyrkulacj¢ 0.05 M roztworu EDITH przez kolumne w czasie 6H k ;
10 minut. Odbezpieczony oligonukleotyd oczyszczono z O OH
wykorzystaniem semi-preparatywnego RP HPLC (metoda C). S:I'D—OfAz
Zebrany eluat zostat kilkukrotnie zliofilizowany. Otrzymano 8 OH

mg (2,2 pmol) zwigzku Apsl oraz 17 mg (4,4 pmol) zwigzku

Aps2 w postaci bialego proszku. Catkowita wydajnos¢ po oczyszczaniu metodg RP-HPLC wyniosta
66%. HR MS (-) ESI zmierzone m/z (M-2H)2': dla Aps1 1950,82771, dla Aps2 1950,82541, obliczone
dla Ci20H144N60OsoP11S21950,82385. Czas retencji na RP-HPLC analitycznym (metoda A) dla
Apsl to tr = 5,9 min, dla Aps2 tr = 6,2 min.
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16.2.13. Synteza A10ApsA D1/D2 (Aps3/Aps4)

Podtoze state Ribo A300 CPG 1000/110 (34 mg, 10 NH,
pmol) umieszczono w kolumnie do syntezy i zawieszano w N SN
acetonitrylu. Amidofosforyn rA (Bz) CE (642 mg, 650 pumol) ¢ )
rozpuszczono w bezwodnym acetonitrylu w celu uzyskania HO o N—>N7 NH,
roztworu o stezeniu 0,2 M. Synteze, odcinanie od ztoza i N N
oczyszczanie oligonukleotydu prowadzono zgodnie z procedurg O OH ¢ /)
ogodlna. Sulfuryzacje grup fosforanowych prowadzono poprzez 0=PvAg o NN
recyrkulacj¢ 0,05 M roztworu EDITH przez kolumng w czasie 10 OH
minut.  Odbezpieczony oligonukleotyd oczyszczono z O OH
wykorzystaniem semi-preparatywnego RP HPLC (metoda C). S=P-0-A
Zebrany eluat zostat kilkukrotnie zliofilizowany. Otrzymano 7,8 OH

mg (2 pmol) zwigzku Aps3 oraz 16 mg (4,2 pmol) zwigzku Aps4 w postaci bialego proszku.
Catkowita wydajnos$¢ po oczyszczaniu na RP-HPLC wyniosta 62%. HR MS (-) ESI zmierzone m/z
(I\/I-2H)2-Z dla Aps3 1950,82905, dla Aps4 1950,82675, obliczone dla C120H144N600g9P11S%
1950,82385. Czas retencji na RP-HPLC analitycznym (metoda A) dla Apsl to tr = 5,9 min, dla
Aps2 tr = 6,1 min.

16.2.14. Synteza ApsA11 D1/D2 (Aps5/Aps6)

Podloze state Ribo A300 CPG 1000/110 (34 mg, 10 NH,
pmol) umieszczono w kolumnie do syntezy i zawieszano w Ny
acetonitrylu. Amidofosforyn rA (Bz) CE (642 mg, 650 pmol) </ | /)
rozpuszczono w bezwodnym acetonitrylu w celu uzyskania HO 0 NTN NH,
roztworu o stezeniu 0,2 M. Syntezg, odcinanie od zloza i N Ay
oczyszczanie oligonukleotydu prowadzono zgodnie z procedura O OH ¢ )
ogoblng. Sulfuryzacje grup fosforanowych prowadzono poprzez S=P-0 0 N—>N7
recyrkulacje¢ 0,05 M roztworu EDITH przez kolumng w czasie 10 OH
minut.  Odbezpieczony  oligonukleotyd  oczyszczono z O OH
wykorzystaniem semi-preparatywnego RP HPLC (metoda C). O:F"—OrAm
Zebrany eluat zostat kilkukrotnie zliofilizowany. Otrzymano 7 mg OH

(1,8 umol) zwiazku Aps5 oraz 14 mg (3,5 pmol) zwigzku Aps6 w

postaci bialego proszku. Catkowita wydajnos¢ po oczyszczaniu metoda RP-HPLC wyniosta 55%.
HR MS (-) ESI zmierzone m/z (M-2H)2': dla Aps5 1950,82205, dla Aps6 1950,83730, obliczone dla
C120H144N50060P115%1950,82385. Czas retencji na RP-HPLC analitycznym (metoda A) dla Aps1 to
tr = 5,9 min, dla Aps2 tr = 6,1 min.

16.2.15. Synteza AspsAs D1/D2 (Aps7/Aps8)
Podtoze state Ribo A300 CPG 1000/110 (34 mg, 10 NH,
pmol) umieszczono w kolumnie do syntezy i zawieszano w N Ay
acetonitrylu. Amidofosforyn rA (Bz) CE (642 mg, 650 pmol) ¢l p
rozpuszczono w bezwodnym acetonitrylu w celu uzyskania HO 0 NTN NH,
roztworu o stezeniu 0,2 M. Syntezg, odcinanie od zloza i N Y
oczyszczanie oligonukleotydu prowadzono zgodnie z procedurg O OH ¢ | )

ogoblng. Sulfuryzacj¢ grup fosforanowych prowadzono poprzez O=PvAs 0 NN
recyrkulacj¢ 0.05 M roztworu EDITH przez kolumne w czasie 10

minut.  Odbezpieczony  oligonukleotyd  oczyszczono z _9 OH
wykorzystaniem semi-preparatywnego RP HPLC (metoda C). S_g;O“AG
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Zebrany eluat zostat kilkukrotnie zliofilizowany. Otrzymano 8 mg (2,1 pmol) zwigzku Aps7 oraz
17,5 mg (4,5 pmol) zwiazku Aps8 w postaci biatego proszku. Catkowita wydajno$é po
oczyszczaniu metoda RP-HPLC wyniosta 65%. HR MS (-) ESI zmierzone m/z (M-2H)": dla Aps7
1950,82580, dla Aps8 1950,82832, obliczone dla Ci20H144NeoOsoP11S%1950,82385. Czas retencji
na RP-HPLC analitycznym (metoda A) dla Aps7 to tr = 5,9 min, dla Aps8 tr = 6,1 min.

16.2.16. Synteza Aps11A (Aps9)

Podtoze state Ribo A300 CPG 1000/110 (34 mg, 10 NH,
pmol) umieszczono w kolumnie do syntezy i zawieszano w N SN
acetonitrylu. Amidofosforyn rA (Bz) CE (642 mg, 650 pumol) ¢ J
rozpuszczono w bezwodnym acetonitrylu w celu uzyskania HO 0 NN NH,
roztworu o stezeniu 0,2 M. Synteze, odcinanie od ztoza i k % N SN
oczyszczanie oligonukleotydu prowadzono zgodnie z procedura O OH ¢ /)
ogolng. Sulfuryzacje grup fosforanowych prowadzono poprzez S=pP-0 1o, NN
recyrkulacje 0,05 M roztworu EDITH przez kolumng w czasie 10 OH
minut.  Odbezpieczony oligonukleotyd oczyszczono z O OH
wykorzystaniem semi-preparatywnego RP HPLC (metoda C). S:(F,J";O"Apsm

Zebrany eluat zostat kilkukrotnie zliofilizowany. Otrzymano 27
mg (7,0 umol) zwigzku Aps9. Catkowita wydajnos¢ po oczyszczaniu metoda RP-HPLC wyniosta
70%. HR MS (-) ESI zmierzone m/z (M-2H)": 2030,70885, obliczone dla Ci2oH14sNeoOsoP11S11%
2030,70965. Czas retencji na RP-HPLC analitycznym (metoda B) to tr = 6,5-7,1 min.

16.2.17. Synteza ApsAsApsA (Aps10)

Podtoze state Ribo A300 CPG 1000/110 (34 mg, 10 NH,
pmol) umieszczono w kolumnie do syntezy i zawieszano w N Ay
acetonitrylu. Amidofosforyn rA (Bz) CE (642 mg, 650 umol) ¢ | )
rozpuszczono w bezwodnym acetonitrylu w celu uzyskania HO o NN NH;
roztworu o stezeniu 0,2 M. Syntezg, odcinanie od zloza i NN

o : o OoH ¢ | )
oczyszczanie oligonukleotydu prowadzono zgodnie z procedurg S=PvA NN NH,
ogolng. Sulfuryzacje grup fosforanowych prowadzono poprzez OH o {Oj N
recyrkulacj¢ 0,05 M roztworu EDITH przez kolumne w czasie O OH ¢ \/)N
10 minut. Odbezpieczony oligonukleotyd oczyszczono z $=P-0 o. NON
wykorzystaniem semi-preparatywnego RP HPLC (metoda C). OH %

Zebrany eluat zostat kilkukrotnie zliofilizowany. Otrzymano 22
mg (5,6 pmol) zwiazku Aps10. Catkowita wydajno$¢ po oczyszczaniu metodg RP-HPLC wyniosta
56%. HR MS (-) ESI zmierzone m/z (M-3H)": 1305,54079, obliczone dla Ci20H143NeoOssP11S2>
1305,54163. Czas retencji na RP-HPLC analitycznym (metoda A) to tr = 6,2; 6,5 min.

159



16.2.18. Synteza m°A-Aq; (MPA3)

Podtoze state Ribo A300 CPG 1000/110 (34 mg, 10 HN
pmol) umieszczono w kolumnie do syntezy i zawieszano w
acetonitrylu. Amidofosforyny rA (Bz) CE (592 mg, 600 umol) oraz </N | =N
N6-Methyl-A-CE (103 mg, 100 umol) rozpuszczono w bezwodnym |, o N N’J NH,
acetonitrylu w celu uzyskania roztworéw o st¢zeniu 0,2 M. Synteze, No A
odcinanie od ztoza i oczyszczanie oligonukleotydu prowadzono O OH ¢l JN
zgodnie z procedurg ogdlng. Odbezpieczony oligonukleotyd o:|::>_o o N—>N7
oczyszczono z wykorzystaniem semi-preparatywnego RP HPLC OH
(metoda C). Zebrany eluat zostal kilkukrotnie zliofilizowany. O OH
Otrzymano 27,3 mg (7,0 pmol) zwigzku m®A3 w postaci biatego 0=P-0-~Aqg

OH

proszku. Wydajnos$¢ po oczyszczaniu metoda RP-HPLC wyniosta

70%. HR MS (-) ESI zmierzone m/z (M-2H)": 1949,84592, obliczone dla Ci21H14sNsoO70P11%
1949,8431. Czas retencji na RP-HPLC analitycznym (metoda A) to tr = 6,1 min.

16.2.19. Synteza A10ArA (Arl)

Podloze state Ribo A300 CPG 1000/110 (34 mg, NH;
10 pmol) umieszczono w kolumnie do syntezy i zawieszano w NN
acetonitrylu. Amidofosforyny rA (Bz) CE (592 mg, 600 pumol) </N | J
oraz 2'-F-Ac-C-CE (79 mg, 100 pmol) rozpuszczono w HO O N NHz
bezwodnym acetonitrylu w celu uzyskania roztworéw o S OH <,N | \)N
stezeniu 0,2 M. Synteze, odcinanie od ztoza i oczyszczanie O=P~Aq o NN NH,
oligonukleotydu prowadzono zgodnie z procedurg og6lna. OH N Ay
Odbezpieczony oligonukleotyd 0CzyszCczono z o F ¢ J
wykorzystaniem semi-preparatywnego RP HPLC (metoda C). 0=pP-0 o NN
Zebrany eluat zostat kilkukrotnie zliofilizowany. Otrzymano OH —

23,7 mg (6,1 pmol) zwigzku Arl w postaci biatego proszku.
Wydajno$¢ po oczyszczaniu metodag RP-HPLC wyniosta 61%. HR MS (-) ESI zmierzone m/z (M-
2H)": 1943,83345, obliczone dla CizoH14aFNeoOsoP11> 1943,8331. Czas retencji na RP-HPLC
analitycznym (metoda A) to tr = 6,1 min.

16.2.20. Synteza AsArAs (Ar2)
Podtoze state Ribo A300 CPG 1000/110 (34 mg, 10 NH,
pmol) umieszczono w kolumnie do syntezy i zawieszano w NN
acetonitrylu. Amidofosforyny rA (Bz) CE (592 mg, 600 pumol) oraz ¢l /)
2'-F-Ac-C-CE (79 mg, 100 pmol) rozpuszczono w bezwodnym HO 0 NN NH;
acetonitrylu w celu uzyskania roztworow o stg¢zeniu 0,2 M. Syntezg, N N
odcinanie od zloza i oczyszczanie oligonukleotydu prowadzono O OH </N | \ /)

zgodnie z procedura ogdlng. Odbezpieczony oligonukleotyd — O=F+Aq o
oczyszczono z wykorzystaniem semi-preparatywnego RP HPLC Q

(metoda C). Zebrany eluat zostal kilkukrotnie zliofilizowany. _(? FA
Otrzymano 22,5 mg (6 pmol) zwigzku A2 W postaci biatego O'g;O" 6

proszku. Wydajno$¢ po oczyszczaniu metodag RP-HPLC wyniosta

60%. HR MS (-) ESI zmierzone m/z (M-2H)2’: 1943,86763, obliczone dla C120H144FNgoOsoP11>
1943,8331. Czas retencji na RP-HPLC analitycznym (metoda A) to tr = 6,1 min.
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16.2.21. Synteza ArA11 (Ar3)

Podtoze state Ribo A300 CPG 1000/110 (34 mg, 10
pmol) umieszczono w kolumnie do syntezy i zawieszano w
acetonitrylu. Amidofosforyny rA (Bz) CE (592 mg, 600 umol) oraz
2'-F-Ac-C-CE (79 mg, 100 pmol) rozpuszczono w bezwodnym
acetonitrylu w celu uzyskania roztworow o stezeniu 0,2 M. Synteze,
odcinanie od zloza i1 oczyszczanie oligonukleotydu prowadzono
zgodnie z procedurg ogolng. Odbezpieczony oligonukleotyd
oczyszczono z wykorzystaniem semi-preparatywnego RP HPLC
(metoda C). Zebrany eluat zostat kilkukrotnie zliofilizowany.

NH,
N N
<’N w
HO— o N NH,
N
~N
o F |
0=PvA; o NN
|
OH
OH OH

Otrzymano 26 mg (6,8 pmol) zwigzku Ar3 w postaci biatego proszku. Wydajno$¢ po oczyszczaniu

metodg RP-HPLC wyniosta 68%. HR MS (-) ESI zmierzone m/z (M-2H)2': 1943,83440, obliczone
dla C120H144FNsoOgoP11> 1943,8331. Czas retencji na RP-HPLC analitycznym (metoda A) to tr =

6,2 min.
16.2.22. Synteza A;om°AA (mPA1)

Podtoze state Ribo A300 CPG 1000/110 (34 mg,
10 pmol) umieszczono w kolumnie do syntezy i zawieszano w
acetonitrylu. Amidofosforyny rA (Bz) CE (592 mg, 600 pumol)
oraz N6-Methyl-A-CE (103 mg, 100 pumol) rozpuszczono w
bezwodnym acetonitrylu w celu uzyskania roztworéw o
stezeniu 0,2 M. Synteze, odcinanie od ztoza i oczyszczanie
oligonukleotydu prowadzono zgodnie z procedurg og6lna.
Odbezpieczony oligonukleotyd 0CzyszCczono z
wykorzystaniem semi-preparatywnego RP HPLC (metoda C).
Zebrany eluat zostat kilkukrotnie zliofilizowany. Otrzymano
27,3 mg (7,0 umol) zwigzku m®Al w postaci bialego proszku.

NH,
NN
<1

/

o NTONT HN

N\N

I
OH No Ay
O OoH ¢ )
0=P-0 o N N7
OH
OH OH

Wydajno$¢ po oczyszczaniu na RP-HPLC wyniosta 70%. HR MS (-) ESI zmierzone m/z (M-2H)":
1949,83413, obliczone dla Ci2iH146NeoO70P11> 1949,8431. Czas retencji na RP-HPLC

analitycznym (metoda A) to tr = 6,1 min.
16.2.23. Synteza Asm°AAs (MPA2)

Podtoze state Ribo A300 CPG 1000/110 (34 mg, 10
pmol) umieszczono w kolumnie do syntezy i zawieszano w
acetonitrylu. Amidofosforyny rA (Bz) CE (592 mg, 600 pumol) oraz
N6-Methyl-A-CE (103 mg, 100 pmol) rozpuszczono w
bezwodnym acetonitrylu w celu uzyskania roztworéw o stg¢zeniu
0,2 M. Syntezg, odcinanie od ztoza i oczyszczanie oligonukleotydu
prowadzono zgodnie z procedurg ogdlng. Odbezpieczony
oligonukleotyd  oczyszczono z  wykorzystaniem  semi-
preparatywnego RP HPLC (metoda C). Zebrany eluat zostat
kilkukrotnie zliofilizowany. Otrzymano 27,3 mg (7,0 pmol)
zwigzku MPA2 w postaci biatego proszku. Wydajno$¢ po

NH,
N
¢
HO 0 N HN
N \N
o on ¢ ]
_ N
O‘?’A4 o N
OH
(? OH
O:F}’—O¢A6

OH

oczyszczaniu na RP-HPLC wyniosta 70%. HR MS (-) ESI zmierzone m/z (M-2H)2': 1949,85073,
obliczone dla Ci21H146Ns0O70P112 1949,8431. Czas retencji na RP-HPLC analitycznym (metoda A)

to tr = 6,1 min.
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16.2.24. Synteza A11G (G1)

Podtoze state Ribo G300 CPG 1000/110 (34 NH,
mg, 10 pmol) umieszczono w kolumnie do syntezy i N SN
zawieszano w acetonitrylu. Amidofosforyny rA (Bz) CE ¢ | /)
(592 mg, 600 pmol) oraz Ac-G-CE (94 mg, 100 pmol) HO— o NT°N 0
rozpuszczono w bezwodnym acetonitrylu w celu uzyskania
roztwordw o stezeniu 0.2 M. Synteze, odcinanie od ztoza i O OH ¢ | J\l\}_{
oczyszczanie oligonukleotydu prowadzono zgodnie z 0=P-OvAig) o N N”NH,

procedura  ogélna.  Odbezpieczony  oligonukleotyd OH

oczyszczono z wykorzystaniem semi-preparatywnego RP OH OH

HPLC (metoda C). Zebrany eluat zostat kilkukrotnie zliofilizowany. Otrzymano 17,5 mg (4,5 pmol)
zwigzku G1 w postaci biatego proszku. Wydajnos¢ po oczyszczaniu na RP-HPLC wyniosta 45%.
HR MS (-) ESI zmierzone m/z (M-2H)": 1950,83427, obliczone dla C120H14sNs0O71P112 1950,83275.
Czas retencji na RP-HPLC analitycznym (metoda A) to tr = 5,8 min.

16.2.25. Synteza AsGAs (G2)
Podloze state Ribo A300 CPG 1000/110 (34 NH,

mg, 10 pumol) umieszczono w kolumnie do syntezy i N__Ay
zawieszano w acetonitrylu. Amidofosforyny rA (Bz) CE ¢ p
(592 mg, 600 pmol) oraz Ac-G-CE (94 mg, 100 pmol) HO o NN 0
rozpuszczono w bezwodnym acetonitrylu w celu k ; N NH
uzyskania roztworéw o stezeniu 0,2 M. Synteze, O OH < B

. . . . . . O:I'l‘—OvA N N/ NH
odcinanie od zloza 1 oczyszczanie oligonukleotydu | 5 0 2
prowadzono zgodnie z procedura ogélna. Odbezpieczony OH Q
oligonukleotyd oczyszczono z wykorzystaniem semi- H
preparatywnego RP HPLC (metoda C). Zebrany eluat OZ'%“AG

zostat kilkukrotnie zliofilizowany. Otrzymano 20,5 mg
(5,3 pumol) zwigzku G2 w postaci bialego proszku. Wydajnos¢ po oczyszczaniu na RP-HPLC
wyniosta 53%. HR MS (-) ESI zmierzone m/z (M-2H)2': 1950,83427, obliczone dla
Ci120H144Ne0O71P11% 1950,83311. Czas retencji na RP-HPLC analitycznym (metoda A) to tr = 5,9
min.

16.2.26. Synteza GA11 (G3)

Podtoze state Ribo A300 CPG 1000/110 (34 mg, 10 o)
pmol) umieszczono w kolumnie do syntezy i zawieszano w N l\NH
acetonitrylu. Amidofosforyny rA (Bz) CE (592 mg, 600 pumol) ¢ I

NN

oraz Ac-G-CE (94 mg, 100 pmol) rozpuszczono w bezwodnym  HO o N NH,NH,

acetonitrylu w celu uzyskania roztworé6w o stezeniu 0,2 M. —q N SN

Syntezg, odcinanie od zloza i oczyszczanie oligonukleotydu O H < | .

prowadzono zgodnie z procedurg ogdlng. Odbezpieczony 0:'%’—0 o N

oligonukleotyd oczyszczono z  wykorzystaniem  semi- OH

preparatywnego RP HPLC (metoda C). Zebrany eluat zostat 5 (;'3) OO:
=YY R0

kilkukrotnie zliofilizowany. Otrzymano 23 mg (5,9 pmol)
zwigzku G3 w postaci biatego proszku. Wydajnos¢ po
oczyszczaniu na RP-HPLC wyniosta 59%. HR MS (-) ESI zmierzone m/z (M-2H)2': 1950,82762,
obliczone dla Ci20H144Ns0O71P11% 1950,83311. Czas retencji na RP-HPLC analitycznym (metoda
A) to tr = 6,1 min.

OH
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16.2.27. Synteza pApAm

Podtoze state 2-OAc CNA CPG 1000/110 NH,
(176 mg, 5 pmol) umieszczono w kolumnie do syntezy i N SN
zawieszano w acetonitrylu. Amidofosforyny rA (Bz) CE o) ¢ )
(74 mg, 75 umol) oraz Bis(2-cyanoethyl)-N,N-diisopropyl HoO-P-0 o NN NH,
(21 mg, 75 pmol) rozpuszczono w bezwodnym acetonitrylu o k ; N \
w celu uzyskania roztworéw o stgzeniu 0,2 M. Synteze, O OH ¢ )N
odcinanie od zloza i oczyszczanie oligonukleotydu 0=P-0 0 N N7
prowadzono zgodnie z procedurg ogoélng. Odbezpieczony OH K }
oligonukleotyd oczyszczono z wykorzystaniem semi- OH O

preparatywnego RP HPLC (metoda D). Zebrany eluat

zostal kilkukrotnie zliofilizowany. Otrzymano 2,1 mg (3,0 pmol) zwigzku pApAm W postaci
biatego proszku. Wydajno$¢ po oczyszczaniu na RP-HPLC wyniosta 60%. HR MS (-) ESI
zmierzone m/z (M-H) : 689,12535, obliczone dla Cz1H27N10013P2 689,1240. Czas retencji na RP-
HPLC analitycznym (metoda A) to tr =8 min.

16.2.28. Synteza pApsAm D1/D2

Podtoze state 2'-OAc CNA CPG 1000/110 NH,
(176 mg, 5 umol) umieszczono w kolumnie do syntezy i N I\
zawieszano w acetonitrylu. Amidofosforyny rA (Bz) CE 0 ¢ j"
(74 mg, 75 umol) oraz Bis(2-cyanoethyl)-N,N-diisopropyl Ho_p_o o N—>N7 NH,
(21 mg, 75 pmol) rozpuszczono w bezwodnym o) N Q
acetonitrylu w celu uzyskania roztworéw o stezeniu 0,2 M. O OH ¢ )N
Syntezg, odcinanie od zloza 1  oczyszczanie S=P-0 o N-—>N7
oligonukleotydu prowadzono zgodnie z procedura 0ogo6lna. OH
Sulfuryzacj¢ grupy fosforanowej prowadzono poprzez OH O

recyrkulacje 0,05 M roztworu EDITH przez kolumng w
czasie 10 minut. Odbezpieczony oligonukleotyd oczyszczono z wykorzystaniem semi-
preparatywnego RP HPLC (metoda D). Zebrany eluat zostal kilkukrotnie zliofilizowany.
Otrzymano 1,1 mg (1,5 pmol) zwiazku pApAm D1 oraz 1,4 mg (2,0 pmol) zwigzku pApAm D2 w
postaci biatego proszku. Wydajnos¢ catkowita po oczyszczaniu na RP-HPLC wyniosta 70%. HR
MS (-) ESI zmierzone m/z (M-H) : dla pApAm D1 705,10189, dla pApAm D2 705,10226 obliczone
dla C21H27N10012P>S™ 705,1011. Czas retencji na RP-HPLC analitycznym (metoda A) dla pApAm
D1 to tr = 8,9 min, dla pApAm D2 tr = 9,5 min.

16.2.29. Synteza pGpGnm

Podloze state 2’0OMe-G (dmf) RNA CPG O
1000/110 (167 mg, 5 pmol) umieszczono w kolumnie N NH
do syntezy i zawieszano w  acetonitrylu. o) ¢ l
Amidofosforyny Ac-G-CE (70 mg, 75 pmol) oraz HO-P-0 o N~>N7NHp
Bis(2-cyanoethyl)-N,N-diisopropyl (21 mg, 75 pmol) OH k % N s
rozpuszczono w bezwodnym acetonitrylu w celu O OH </ y /L
uzyskania roztworéw o stezeniu 0,2 M. Synteze, o;;la_o o NN NH,
odcinanie od ztoza i oczyszczanie oligonukleotydu 5 k ﬂ
prowadzono  zgodnie z  procedura  ogodlna. O OH

Odbezpieczony  oligonukleotyd  oczyszczono z
wykorzystaniem semi-preparatywnego RP HPLC (metoda D). Zebrany eluat zostat kilkukrotnie
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zliofilizowany. Otrzymano 1,6 mg (2,2 pmol) zwigzku pGpGm w postaci bialego proszku.

Wydajnos$¢ po oczyszczaniu na RP-HPLC wyniosta 44%. HR MS (-) ESI zmierzone m/z (M-H): ,
obliczone dla C21H27N10015P2” 721,1138. Czas retencji na RP-HPLC analitycznym (metoda A) to
tr = 8 min.

16.2.30. Synteza pGpsGm D1/D2

Podtoze state 2’0OMe-G (dmf) RNA CPG O
1000/110 (176 mg, 5 umol) umieszczono w kolumnie N
do syntezy i zawieszano w  acetonitrylu. 0 {/ | /TH
Amidofosforyny Ac-G-CE (70 mg, 75 pumol) oraz no_-pP-o 5 N—>N7"NHp
Bis(2-cyanoethyl)-N,N-diisopropyl (21 mg, 75 pumol) o) k j N
rozpuszczono w bezwodnym acetonitrylu w celu O OH ¢ fLNH
uzyskania roztworow o stezeniu 0,2 M. Synteze, S:I|3—O o N N7 NHy
odcinanie od ztoza i oczyszczanie oligonukleotydu OH
prowadzono zgodnie z procedurg ogdlng. Sulfuryzacje OH O

grupy fosforanowej prowadzono poprzez recyrkulacje

0.05 M roztworu EDITH przez kolumne w czasie 10 minut. Odbezpieczony oligonukleotyd
oczyszczono z wykorzystaniem semi-preparatywnego RP HPLC (metoda D). Zebrany eluat zostat
kilkukrotnie zliofilizowany. Otrzymano 0,7 mg (0,9 pmol) zwigzku pGpGm D1 oraz 0,9 mg (1,2
pMmol) zwigzku pGpGm D2 w postaci biatego proszku. Wydajnos¢ catkowita po oczyszczaniu na

RP-HPLC wyniosta 31%. HR MS (-) ESI zmierzone m/z (M-H) : dla pGpGm D1 737,09273, dla
pGpGm D2 737,09284 obliczone dla C21H27N10012P2S™ 737,0909. Czas retencji na RP-HPLC
analitycznym (metoda A) dla pGpGm D1 to tr = 7,5 min, dla pGpGm D2 tr = 7,7 min.

16.3. Synteza oligonukleotydowych sond fluorescencyjnych

Wszystkie sondy fluorescencyjne przygotowane zostaly wedlug jednego ogdlnego
protokotu z wykorzystaniem metody cykloaddycji alkinowo-azydkowej katalizowanej jonami
miedzi (I) (CUAAC). 5’-Hex-A12 rozpuszczany byt w mieszaninie wody i DMSO. Nastepnie
dodawano wodny roztwér CuSO4 (0.4 eq.) oraz wodny roztwor askorbinianu sodu (4 eq.) oraz 1.5
eq. barwnika fluorescencyjnego w formie roztworu w DMSO. Reakcj¢ prowadzono w temperaturze
pokojowej przy cigglym mieszaniu do momentu petnej konwersji gtdéwnego substratu 5’-Hex-Az
do oczekiwanego produktu. Produkty syntezy oczyszczano na RP-HPLC (metoda D).
Fluorescencyjne zwiazki kilkukrotnie liofilizowano unikajac ich nadmiernej ekspozycji na §wiatto.
Ewaluacj¢ gtownej sondy wykorzystanej w badaniach biofizycznych (5’-FAM-A12) wykonano przy
pomocy RP-HPLC oraz wysokorozdzielczej spektrometrii mas.
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16.3.1. Synteza 5 -FAM-A1. (Ao-1)

5’-Hex-A2 (Ao; 1 mg, 0,23 pmol)
rozpuszczono w 4,5 pl H>O i 5 pl DMSO. Dodano
1 pl wodnego roztworu CuSOs o stezeniu 94 mM
(0,094 pmol), 1 pl wodnego roztworu askorbinianu
sodu o stezeniu 0,94 M (0,94 pmol) oraz 3,52 pl
roztworu 5-FAM w DMSO o stezeniu 100 mM
(0,35 pmol). Po okoto 3 godzinach zaobserwowano
pelng konwersje substratu do produktu Ao-1.
Produkt oczyszczono przy pomocy semi-
preparatywnego RP HPLC (metoda C). Zebrany
eluat  zostat  kilkukrotnie  zliofilizowany.
Otrzymano 0,8 mg (0,178 pmol) zwigzku Ao-1 w

postaci zottego proszku. Wydajno$¢ po oczyszczaniu na RP-HPLC wyniosta 76%. HR MS (-) ESI
zmierzone m/z (M-2H)2‘: 2244,89608, obliczone dla C149H160NgsO79P12>” 2244,90326. Czas retencji

na RP-HPLC analitycznym (metoda B) to tr = 6,3 min.

16.3.2. Synteza 5’-Cy5-A12 (Ao-2)

5’-Hex-A12 (Ao; 1 mg, 0,23 pmol)
rozpuszczono w 4,5 pl H20 i 5 pl DMSO. Dodano
1 pl wodnego roztworu CuSQOs o stezeniu 94 mM
(0,094 pmol), 1 pl wodnego roztworu askorbinianu
sodu o stezeniu 0,94 M (0,94 pmol) oraz 3,52 pl
roztworu Cy5 w DMSO o stgzeniu 100 mM (0,35
pmol). Po 1 godzinie zaobserwowano petng
konwersje substratu do produktu Ao-2. Produkt
0CZyszCzZONO przy pomocy semi-preparatywnego
RP HPLC (metoda C). Zebrany eluat zostat
kilkukrotnie zliofilizowany. Otrzymano 0,67 mg
(0,145 pmol) zwiazku Ao-2 W postaci granatowego
proszku. Wydajno$¢ po oczyszczaniu na RP-HPLC
wyniosta 63%.

NH,
NN
N
0 <1
i NN NH
0-P-0 L
N OH N
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16.3.3. Synteza 5 -ROX-A12 (Ao-3)

5’-Hex-A12 (Ao; 1 mg, 0,23 pmol)
rozpuszczono w 4,5 pl H.O i 5 pl DMSO. Dodano
1 pl wodnego roztworu CuSOs o stezeniu 94 mM
(0,094 pmol), 1 I wodnego roztworu
askorbinianu sodu o st¢zeniu 0,94 M (0,94 pmol)
oraz 3,52 pl roztworu ROX w DMSO o stezeniu
100 mM (0,35 pmol). Po 1 godzinie
zaobserwowano petng konwersje substratu do
produktu Ag-3. Produkt oczyszczono przy pomocy
semi-preparatywnego RP HPLC (metoda C).
Zebrany eluat zostat kilkukrotnie zliofilizowany.
Otrzymano 0,56 mg (0,121 pmol) zwigzku Ao-3 W
postaci rozowego proszku. Wydajnos¢ po
oczyszczaniu na RP-HPLC wyniosta 53%.

16.3.4. Synteza 5-BDP-FL-A1; (Ao-4)

5’-Hex-A> (Ao; 1 mg, 0,23 pmol)
rozpuszczono w 4,5 pl H.O i 5 pul DMSO. Dodano
1 pl wodnego roztworu CuSOs o st¢zeniu 94 mM
(0,094 pmol), 1 pul wodnego roztworu askorbinianu
sodu o stezeniu 0,94 M (0,94 pumol) oraz 3,52 pl
roztworu BDP-FL w DMSO o st¢zeniu 100 mM
(0,35 pmol). Po 1 godzinie zaobserwowano petna
konwersje substratu do produktu Ao-4. Produkt
0CZySzCzONno przy pomocy Semi-preparatywnego
RP HPLC (metoda C). Zebrany eluat zostal
kilkukrotnie zliofilizowany. Otrzymano 0,78 mg
(0,177 pmol) zwigzku A4 w  postaci
pomaranczowego  proszku.  Wydajnos¢  po
oczyszczaniu na RP-HPLC wyniosta 77%.
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17. Materiaty biologiczne
17.1. PABP1%

Biatko PABP% stosowane w badaniach zostato otrzymane oraz oczyszczone przez dr.
Mirostawa Smietanskiego w Laboratorium Chemii Bioorganicznej, Centrum Nowych Technologii
Uniwersytetu Warszawskiego. Sekwencja kodujaca N-koncowy region ludzkiego biatka PABP1
(Gene ID: 26986) zawierajagca motywy RRM1 i RRM2 (PABPY'%) zostata amplifikowana z
plazmidu pET11 PABPI. Amplifikowana sekwencja byla nastepnie subklonowana przy uzyciu
podejscia SLIC do wektora ekspresyjnego pochodzacego z pET28 linearyzowanego enzymami
restrykcyjnymi BamHI i Xhol. Biatko fuzyjne poddano nadekspresji w szczepie E. coli BL21(DE3)
CodonPlus-RIL (Stratagene) w podtozu LB uzupelionym kanamycyng (50 pg/mL) i
chloramfenikolem (32 pg/mL). Ekspresje 6xHis-SUMO-PABP!1% indukowano za pomoca 1 mM
IPTG przy gestosci optycznej (OD600) wynoszacej ~0,6. Komorki hodowano przez kolejne 16
godzin w temperaturze 18°C, odwirowywano przy 5000 x g w temperaturze 4 °C przez 15 minut i
przechowywano w temperaturze -20°C. W celu oczyszczenia komorki z 250 mL hodowli
rozmrazano, zawieszano w 30 mL buforu do lizy (100 mM NaCl, 30 mM Tris-HCI pH 8,5, 10%
glicerolu, 5 mM B-merkaptoetanolu i 10 mM imidazolu) uzupelnionego inhibitorami proteaz
(aprotyning, leupeptyna, pepstatyng i PMSF) oraz lizozymem (1 mg/mL) i inkubowano na lodzie
przez 30 min. Po zwigkszeniu stezenia NaCl w roztworze lizujacym do 500 mM, komorki
inkubowano w lodzie przez 15 min i rozbijano za pomoca sonikacji. Ekstrakt komorkowy
klarowano przez wirowanie przy 15000 rpm w 4 °C i filtrowano przy uzyciu filtrow
strzykawkowych z membrang PVDF 0,45 um. Sklarowane lizaty byly tadowane na 5 mL kolumng
HisTrap FF (GE Healthcare) wypetniong buforem zawierajacym 500 mM NaCl, 30 mM Tris-HCI
pH 8,5, 10 % glicerolu, 5 mM B-merkaptoetanolu i 10 mM imidazolu. Biatko 6xHis-SUMO-PABP*
190 elyowano przy uzyciu buforu uzupetionego 300 mM imidazolem. Aby usungé N-koncowy tag
6xHis-SUMO, do 10 mL eluowanego biatka 6xHis-SUMO-PABP*® dodano 5 pL proteazy
His6_Ulpl Sumo (MCLAB). Mieszaning dializowano przez noc w 4°C w buforze zawierajacym
500 mM NaCl, 30 mM Tris-HCI pH 8,5, 5% glicerolu, 0,5 mM EDTA, 0,5 mM DTT i 10 mM
imidazolu. Po przefiltrowaniu przy uzyciu membrany PVDF 0,45 um, mieszanin¢ zatadowano na
kolumng¢ HisTrap FF (GE Healthcare) o objetosci 5 mL, wypetniong buforem dializacyjnym.
Frakcja przeptywowa zawierajagca PABPY*® byta filtrowana, zatezana przy uzyciu kolumienki do
filtracji Amicon Ultra-15 (Millipore) i nastepnie wprowadzana na kolumng do filtracji zelowej Hi
Load 26/600 Superdex 75 (GE Healthcare), wypetniong buforem zawierajacym 100 mM NaCl, 30
mM Tris-HC1 pH 7,5, 5% glicerolu, 0,5 mM EDTA i 0,5 mM DTT. Biatka zebrane po filtracji
zelowej analizowano przy uzyciu 12% PAGE, a wybrane frakcje zatezano przy uzyciu kolumienki
filtracyjnej Amicon Ultra-4 10 kDa MWCO (Millipore) do 2,26 mg/mL (105 uM), porcjowano,
zamrazano W ciekltym azocie i przechowywano w temperaturze -80 °C. Koncowy stosunek A2eo/280
wynoszacy ~0,6 potwierdzil, ze biatko PABP*'% nie byto zanieczyszczone RNA.

17.2. CNOT7

Enzym CNOT7 stosowany w badaniach zostat otrzymany oraz oczyszczony przez dr.
Mariusza Czarnockiego-Cieciurg w Laboratorium Struktury Biatka, Miedzynarodowy Instytut
Biologii Molekularnej i Komorkowej. Region cDNA kodujacy petng dlugo$¢ ludzkiej deadenylazy
CNOT7 subklonowano do wektora ekspresyjnego pET51b z N-koncowym znacznikiem
StrepTAGII-HA i C-koncowym 10xHIS. Bialko fuzyjne poddano ekspresji w szczepie E.coli
BL21(DE3) CodonPlus-RIL (Stratagene) w pozywce Super Broth Auto Induction Media
(Formedium, Norfolk, UK) uzupelniong ampicyling (50 pg/mL) przez 48 h w 18°C. Komorki
odwirowywano przy 4000 x g w 4°C przez 15 min i przechowywano w -20°C. Do oczyszczania
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komorki z 2 L hodowli (60 g) rozmrazano, zawieszano ponownie w 180 ml buforu lizujacego (150
mM NaCl, 50 mM Tris pH 8. 0, 10 mM imidazolu, 10 mM B-merkaptoetanolu, 300 mM mocznika,
50 mM argininy, 50 mM kwasu glutaminowego) uzupetnionego inhibitorami proteaz (PMSF,
pepstatyna A, chymostatyna, leupeptyna, benzamidyna) oraz lizozymem (0,25 mg/mL) i rozrabiano
za pomocg homogenizatora wysokoci$nieniowego EmulsiFlex-C3 (Avestin Europe GmbH,
Mannheim, Niemcy). Ekstrakt komorkowy sklarowano przez ultrawirowanie przy 140 000 x g w 4
°C przez 45 min i rekombinowane biatko CNOT7 oczyszczono automatycznie przy uzyciu systemu
AKTAxpress FPLC (GE Healthcare). Do automatycznego oczyszczania zastosowano nastepujacy
protokot: (1) chromatografia powinowactwa niklu (bufor: 150 mM NaCl, 10 mM Tris pH 8.0, 10
mM B-merkaptoetanolu, 10 mM lub 600 mM imidazolu); (2) chromatografia wykluczania wielkos$ci
(bufor: 150 mM NaCl, 10 mM Tris pH 8.0; kolumna: HilLoad 16/60 Superdex 200). Czystos¢
deadenylazy CNOT7 zostata potwierdzona na 12% PAGE. Oczyszczone biatko zatgzono przez
ultrafiltracj¢ do 110-120 uM, zamrozono cieklym azotem w buforze do przechowywania (bufor
SEC uzupehiony 15% glicerolem i I mM DTT) i przechowywano w porcjach w -80 °C.

17.3. Polimeraza RNA T7

Polimeraza RNA T7 wykorzystana w badaniach zostala otrzymana oraz oczyszczona
przez mgr. Tomasza Spiewle w Laboratorium Chemii Bioorganicznej, Centrum Nowych Technologii
Uniwersytetu Warszawskiego. Pobrano 1 pl plazmidu pT7-911Q i dodano do 100 ul chemicznie
kompetentnych bakterii szczepéw BL21 (DE3)-RIL. Bakterie inkubowano 20 minut na lodzie, 45
sekund w 42 °C (heat shock) i 2 minuty na lodzie. Do zawiesiny bakteryjnej dodano 500 pl medium
SOB i inkubowano w 37°C z wytrzasaniem (60 minut, 650 rpm). Uzyskang hodowle wysiano na
szalki z podtozem LB-agar z dodatkiem ampicyliny. Przygotowang plytke pozostawiono w 37°C
na 16 godzin (O/N). Do 25 ml medium LB dodano 25 pl ampicyliny, a nastgpnie inokulowano
roztwor kilkoma pojedynczymi koloniami bakteryjnymi dla szczepu BL21 (DE3)-RIL. Zawiesing
bakteryjng inkubowano 3 godziny, 37°C, 220 rpm. Po uzyskaniu przez hodowle gestosci optyczne;j
bliskiej OD=1 (dtugos¢ fali A = 600 nm) indukowano bakterie roztworem 0.5 mM IPTG. Zawiesiny
inkubowano w 37°C przez 4 godziny. Po hodowli pobrano 100 ml zawiesiny i zwirowano (10 min,
4000 rpm, 4 °C). Po wirowaniu usuni¢to supernatant, pelet zawieszono w 170 ml buforu do lizy
(Tris 50 mM pH 7.5, NaCl 300 mM, imidazol 20 mM, glicerol 10 %, DTT 1 mM, inhibitory proteaz:
PMSF 100 mM, Leupeptyna 1.05 mM, Pepstatyna 100 M, Aprotonina 30 uM, lizozym 0.1 mg/ml)
i inkubowano na lodzie 20 minut. Nastepnie probki poddano sonikacji (2.5 min, 50%, 30s on/off).
W celu oczyszczenia, lizat natozono na kolumne 2x Sml HisTrap FF wypelniong buforem Tris 50
mM pH 7.5, NaCl 1M, imidazol 20 mM, glicerol 10 %, DTT 1mM. Biatko eluowano przy uzyciu
buforu uzupetnionego 300 mM imidazolem. W celu usunigcia czasteczek kwaséw nukleinowych
(DNA) zwigzanych do oczyszczanego biatka polimerazy T7 oraz usunig¢cia zanieczyszczen
biatkowych, zastosowano kolumny HiTrapHEPARIN. Po oczyszczaniu zebrano frakcje piku
glownego zawierajace biatko Polimeraze T7 i zaggszczono na kolumienkach do filtracji Amicon
50kDa. Filtracje zelowa prowadzono na kolumnie HiLoad Superdex 16/600 200 pg wykorzystujac
do elucji bufor Tris 10 mM pH 8.0, NaCl 300mM, DTT 1mM. Biatko zebrane po filtracji zelowej
analizowano przy uzyciu 12% PAGE, a wybrane frakcje zatezano przy uzyciu kolumienki
filtracyjnej Amicon Ultra-4 10 kDa MWCO (Millipore), porcjowano i zamrazano w ciektym azocie
i przechowywano w temperaturze -20 °C.

17.4. Polimeraza poli(A)

Polimeraza poli(A) zakupiona zostata od firmy Lucigen (Biosearch Technologies).
Polimeraza znajdowata si¢ w buforze 50 mM Tris-HCIl (pH 7.5), 100 mM NaCl, 1 mM
dithiothreitol, 0.1 mM EDTA, and 0.1% Triton® X-100 w stezeniu 4U/pl. Wedhug wytycznych
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producenta, 1 jednostka polimerazy oznacza ilo$¢ biatka zdolng do konwersji 1 nmol ATP w
nierozpuszczalny w kwasie produkt w czasie 10 minut w temperaturze 37°C w standardowych
warunkach (50 mM Tris-HCI pH 8.0, 250 mM NaCl, 10 mM MgCl», 5 pg drozdzowego tRNA, 1
mM ATP).

17.5. Lizaty komorkowe

Lizaty retikulocytow kroliczych zakupione zostaly od firmy Promega. Zgodnie z
informacjami producenta, lizaty zostaly pozbawione komorkowego mRNA z pomoca nukleazy
mikrokokowej. Lizaty s3a rowniez optymalizowane na rzecz translacji poprzez dodatek
fosfokreatyny i kinazy fosfokreatynowej, mieszaniny tRNA, heminy (w celu zapobiegania inhibicji
translacji) oraz octanu magnezu i octanu potasu.
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18. Reakcje enzymatyczne in vitro
18.1. Transkrypcja in vitro

18.1.1. Otrzymywanie mRNA kodujgcego lucyferaze Firefly metodq transkrypcji in
vitro

MRNA lucyferazy Firefly przygotowane i oczyszczone zostalo przez dr Mirostawa
Smietanskiego w Laboratorium Chemii Bioorganicznej, Centrum Nowych Technologii Uniwersytetu
Warszawskiego. Koncowy transkrypt zawierat krotki 5' UTR, ORF, dwa kolejne 3' UTR H.sapiens
B-globiny oraz ogon poli(A)35. Reakcj¢ (30 pL) prowadzono przez 4 h w 37°C w buforze
transkrypcyjnym (40 mM Tris-HCI pH 7. 9, 10 mM MgCl,, 1 mM DTT i 2 mM spermidyny), z
dodatkiem 10 U/uL polimerazy SP6 HC RNA (ThermoFisher Scientific), 2 U/uL inhibitora RNazy
RiboLock, 2 mM ATP, CTP i UTP, 0. 25 mM GTP, 2,5 mM analogu kapu (ARCA) m,">"°GpppG
i 100 ng/uL matrycy DNA amplifikowanej metodg PCR. mRNA 0czyszczono wstepnie za pomocg
kolumienek NucleoSpin RNA Clean-up XS (Macherey-Nagel), a nastepnie za pomocg RP HPLC
na urzadzeniu Agilent Technologies Series 1200 HPLC z kolumng RNASepTM Prep (ADS Biotec)
w temperaturze 55 °C, stosujac 40-60% gradient liniowy buforu B (0,1 M octan trietyloamoniowy
pH 7. 0 1 25% acetonitrylu) w buforze A (0,1 M octan trietyloamoniowy pH 7.0) w ciggu 25 min
przy przeptywie 0,9 mL/min. mRNA odzyskiwano z eluatu przez wytracenie za pomoca NaOAc
pH 5.2 (stezenie koncowe 0,3 M) i jednej objetosci izopropanolu. Nastepnie przeprowadzano dwa
etapy przemywania peletu mMRNA za pomoca 0,4 mL 70% etanolu. Stezenie mRNA okre$lano na
podstawie wspotczynnika ekstynkcji przewidywanego dla rzeczywistej sekwencji mRNA przy
uzyciu oprogramowania DNA Calculator (www.molbiotools.com) i spektrofotometrycznego
pomiaru absorbancji przy 260 nm. czystos¢ mRNA analizowano za pomocg elektroforezy w 1%
zelu agarozowym 1x Tris-Borate-EDTA (TBE).

18.1.2. Otrzymywanie mRNA kodujgcego lucyferaz¢ Gaussia metodq transkrypcji
in vitro

mRNA  kodujace lucyferaze Gaussia otrzymano przy uzyciu plazmidu
pJET_T7_GLuc_31A, ktéry wczesniej linearyzowano poprzez trawienie enzymem restrykcyjnym
Aarl (ThermoFisher Scientific). Plazmid uzyskano poprzez sklonowanie sekwencji promotora T7 i
sekwencji kodujacej lucyferazy Gaussia do pJET_T7_Gluc_31A. Sekwencja promotora T7 zostata
sklonowana i wprowadzona, wraz z sekwencja kodujaca lucyferaze Gaussia, do pJET luc 31A.
Reakcje transkrypcji in vitro (120 pl) inkubowano w 37°C przez 3h w buforze transkrypcyjnym (40
mM Tris-HCI pH 7,9, 20 inhibitora RNaz mM MgClz, 1 mM DTT, i 2 mM spermidyna) z dodatkiem
0. 125 mg/ml T7 RNA polimerazy, 1U/ul RiboLock, 4 mM ATP/UTP/CTP, 2 mM GTP, 4 mM
m’GpppAmpG (analog cap 1), 0,002U/ul pirofosfatazy nieorganicznej i 40ng/ul matrycy DNA. Po
3h inkubacji do mieszaniny reakcyjnej dodano 1U/ul DNazy i kontynuowano inkubacj¢ przez
kolejne 30 min w 37°C. Reakcje¢ nastgpnie rozcienczano 2x i oczyszczano mRNA za pomoca
kolumienek Monarch RNA Cleanup Columns T2050 (New England BioLabs). Jako$¢ transkryptu
oceniano na natywnym 1% zelu agarozowym 1x TBE, a stezenie probki oznaczano
spektrofotometrycznie.

Ogon poli(A) mRNA lucyferazy Gaussia wydluzano do ~180A przy uzyciu
komercyjnie dostepnego zestawu Poly(A) Polymerase Tailing Kit (LuciGen). Reakcje (~400 pl)
inkubowano przez 30 min w 37°C w buforze (50 mM Tris-HCI pH 8,0, 0,25 M NaCl, 10 mM
MgCl,) z dodatkiem 1 mM ATP, 1U/ul inhibitora RNaz RiboLock, 0,8 U/ul Polimerazy poli(A) i
0,6 ng/ul mRNA. Reakcja byta zatrzymywana przez dodanie EDTA do koncowego stezenia 11
mM. mRNA ponownie oczyszczano przy uzyciu kolumienek firmy Monarch. Jako$s¢ mRNA
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oceniano na zelu agarozowym, jak opisano wczesniej. Ostateczne oczyszczanie na RP HPLC
przeprowadzono na aparacie Agilent Technologies Series 1200 HPLC przy uzyciu kolumny
RNASep™ Prep - RNA (ADS Biotec) w temperaturze 55°C. Zastosowano liniowy gradient buforu
B (0,1 M octan trietyloamoniowy pH 7.0 i 50% acetonitrylu) od 20% do 25% w buforze A (0,1 M
octan trietyloamoniowy pH 7.0) w ciagu 20 minut przy przeptywie 0,9 ml/min. mRNA byto
nastgpnie wytracane z eluatu przy uzyciu 1,2 objetosci izopropanolu z dodatkiem 0,3 M NaOAc
(pH 5.2) i 1 pl/ml glikogenu. Pelet mRNA przemywano dwukrotnie 70% etanolem. Nastepnie pelet
mRNA suszono pod zmniejszonym ci$nieniem i rozpuszczono w wodzie wolnej od RNaz. Stezenie
koncowej probki oznaczano spektrofotometrycznie, a jej jakos¢ oceniano na 1% zelu agarozowym
w 1x TBE.

18.2. Ligacja enzymatyczna

18.2.1. Ligacja z udziatem oligonukleotydow

5'-fosforany dinukleotydow (pApAm, pApsAm D1/D2, pGpGm, pGpsGm D1/D2)
przytaczano do 3' konca 12-merowego analogu poli(A) A1 przy uzyciu ligazy T4 RNA 1 stosujac
nastepujacy protokot ligacji enzymatycznej: mieszaning reakcyjng (100 pl) zawierajaca 10 ul 10x
stezonego buforu (stgzenie koncowe buforu: 50 mM Tris/HCI, 10 mM MgClz, 1 mM DTT, pH 7.5),
10 ul DMSO, 1 mM ATP, 3mM DTT, 1,2 U/ul inhibitora RNazy RiboLock, 1U/ul ligazy T4 RNA
1, 1 uM Al12, 5 uM wybranego dinukleotydu, inkubowano przez noc (16h) w 24°C. Reakcje
stopowano przez 10-krotne rozcienczenie wodg. Przed oczyszczaniem przeprowadzono ekstrakcje
mieszaning chloroform/fenol w celu usunigcia enzymu i soli z roztworu. Oczyszczanie
przeprowadzono na aparacie Agilent Technologies Series 1200 HPLC przy uzyciu kolumny
Kinetex 2,6 pm C18 (Phenomenex). Zastosowano liniowy gradient buforu B (0,1M octan
trietyloamoniowy pH 7,0 i 50% acetonitrylu) od 0% do 30% w buforze A (0,1M octan
trietyloamoniowy pH 7,0) w ciggu 20 minut i od 30% do 50% do 30 minut, przy przeptywie 1
ml/min. Po oczyszczeniu probki byty liofilizowane i rozpuszczane w wodzie. Stezenie koncowe;j
prébki oznaczano spektrofotometrycznie.

18.2.2. Ligacja z udziatem mRNA

5'-fosforany dinukleotydéw (pApAm pApsAm D1/D2, pGpGm, pGpsGm D1/D2)
przytaczano do 3' konca mRNA Gaussia Luciferase przy uzyciu T4 RNA Ligase 1 stosujac
nastepujacy protokot ligacji enzymatycznej: mieszanina reakcyjna (5 pl) zawierajaca 0. 5 ul 10x
stezonego buforu (stgzenie koncowe buforu: 50 mM Tris/HCI, 10 mM MgCl,, 1 mM DTT, pH 7.5),
0,5 ul DMSO, 1 mM ATP, 1,2 U/ul inhibitora RNaz RiboLock, 2U/ul T4 RNA Ligase 1, 15%
PEG800, 1,5 pg oczyszczonego mRNA i 81 uM wybranego dinukleotydu, inkubowano przez 1h w
24°C. Reakcje zatrzymywano przez 10-krotne rozcienczenie woda, a produkty mRNA oczyszczano
przy uzyciu kolumienek Monarch RNA Cleanup Columns T2030 (New England BioLabs). Jakos¢
zmodyfikowanego mRNA oceniano na natywnym 1% zelu agarozowym 1x Tris-Borate-EDTA
(TBE), a stezenie probki oznaczano spektrofotometrycznie. Wydajnos$¢ po ligacji 1 oczyszczaniu
wynosita zwykle ~70%.

18.3. Trawienie enzymatyczne z udziatem deadenylazy CNOT7
18.3.1. Trawienie enzymatyczne oligonukleotydowych analogéw poli(A)

Reakcje inicjowano mieszajac 30 pl roztworu CNOT7 (6,25 ng/ml) w buforze
reakcyjnym (Tris 25 mM, 25 mM DTT, 12,5 mM MgCl,, 125 mM KCI, pH 8,0) z 7,5 pl wodnego
roztworu analogu poli(A) (100 uM), aby uzyskac nastgpujace stezenia koncowe: 5 ng/ml CNOT?7,
20 pM analogu poli(A), 20 mM Tris, 20 mM DTT, 10 mM MgCl,, 100 mM KCI. Reakcje
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inkubowano facznie 30 min w temperaturze 37°C, przy stalym mieszaniu 750 rpm. Podczas
inkubacji, co 5 min pobierano porcj¢ (3,75 pl) z reakcji i zatrzymywano ja poprzez zmieszanie z 4
pl mieszaniny barwnika obcigzajacego (95% formamid, 0.025% SDS, 0.025% bromophenol blue,
0.025% xylene cyanol FF) i EDTA (25 mM) i umieszczono w lodzie. Probe kontrolng
przygotowano mieszajac analog poli(A) i roztwory buforowe o tych samych st¢zeniach bez dodatku
CNOT7.

18.3.2. Trawienie enzymatyczne mRNA

Reakcje degradacji ogona poli(A) (deadenylacji) mMRNA lucyferazy Gaussia
prowadzono zgodnie z nast¢pujgcym protokotem: mieszanina reakcyjna (5 pl) w buforze (20 mM
Tris, 20 mM DTT, 10 mM MgCl, 100 mM KCI, pH 8,0) zawierajaca 60 ng wybranego mRNA i
0,2 pg/pl CNOTY7 inkubowana byta w 37°C przez 40 minut. Reakcja byla zatrzymywana za pomocag
EDTA (do stezenia koncowego 12 mM). Produkty reakcji rozdzielano elektroforetycznie na 7%
mocznikowym zelu poliakrylamidowym.
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19. Termoforeza mikroskalowa MST
19.1. Pomiary bezpo$redniego wigzania biatko-ligand

Eksperymenty mikroskalowej termoforezy MST przeprowadzono na urzadzeniu
Monolith NT.115 firmy NanoTemper Technologies, w kapilarach Monolith NT.115 Standard
Capillaries. Szesnascie roztworow o malejacych stezeniach PABP przygotowano w buforze (50
mM HEPES, 100 mM KCI, 1 mM EDTA, 0,2% Tween20, pH 7,4) metoda seryjnego dwukrotnego
rozcienczania, zaczynajac od najwyzszego stezenia PABP wynoszacego 10 uM. Kazdy roztwor
mieszano z rowng objetosciag roztworu wybranej sondy fluorescencyjnej (Ao-1, Ao-2, Ao-3 lub Ao-
4; 50 nM) w tym samym buforze (koncowe stezenie sondy w probce wynosito 25 nM). Po 15 min
inkubacji w temperaturze pokojowej kapilary wypetiano roztworami i mierzono MST (25°C,
niebieski detektor dla sond Ao-1 i Ao-4, czerwony detektor dla sond Ao-2 i Ao-3, 20% mocy lasera).
Dane termoforetyczne analizowano przy uzyciu oprogramowania Palmist (wersja 1.5.8). Punkty
danych dla krzywej wigzania pozyskiwano w czasie Temperature Jump (T-Jump). Krzywa wigzania
zostatla dopasowana przy uzyciu modelu bezposredniego wigzania 1:1, a warto$¢ Kp zostala
obliczona jako $rednia warto$¢ = SD z co najmniej trzech niezaleznych pomiarow.

19.2. Pomiary wigzania kompetycyjnego

Mieszanine PABPY® (600 nM) i sondy Ao-1 (50 nM) inkubowano przez 15 min w
temperaturze pokojowej w buforze (sktad opisano powyzej). Szesnascie roztworéw o malejacych
stezeniach analogu poli(A) w tym samym buforze przygotowano metoda seryjnego dwukrotnego
rozcienczania, zaczynajac od najwyzszego stezenia 150 pM. Réwne objetosci roztworu kompleksu
PABP-Ao-1 dodawano nastepnie do kazdej probki analogu poli(A) i inkubowano przez 15 min w
temperaturze pokojowej (koncowe stezenia PABP, Ao-1 i analogu poli(A) wynosity odpowiednio
300 nM, 25 nM, 75 UM - 23 nM). Szesnascie kapilar wypetliono kazdym z przygotowanych
roztwordw i dla kazdej probki zmierzono MST (25°C, niebieski detektor, 20% mocy lasera). Dane
termoforetyczne analizowano przy uzyciu oprogramowania Palmist. Punkty danych dla krzywe;j
wigzania zostaty pozyskane w czasie T-Jump. Krzywa wigzania zostata dopasowana przy uzyciu
modelu bezposredniego wigzania 1:1, a wartosci Kp app zostaty obliczone jako $rednia wartos¢ = SD
z co najmniej trzech niezaleznych pomiarow.
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20.Badania wydajnosci translacji w lizatach retikulocytéw kroliczych
20.1. Badania wydajnosci translacji w lizatach retikulocytow kroliczych
20.1.1. Badania wydajnosci translacji z udziatem oligonukleotydowych inhibitorow

Pomiary wydajnoséci translacji z udzialem inhibitorow oligonukletydowych
przeprowadzone zostaly przez dr. Mirostawa Smietanskiego w Laboratorium Chemii Bioorganicznej,
Centrum Nowych Technologii Uniwersytetu Warszawskiego. Do badania wptywu analogéw poli(A)
na wydajno$¢ translacji mRNA kodujacego lucyferaze Firefly uzyto systemu RRL (Promega). RRL
(4 pl) rozcienczano 4 pl buforu translacyjnego zawierajacego 100 uM mieszaniny aminokwasow,
475 mM KOAc i 2,5 mM MgOAc i inkubowano przez 1 h w 30°C. Nastepnie do 8 ul mieszaniny
translacyjnej dodano 1 ul oczyszczonego mRNA lucyferazy Firefly (0,5 ng/ul) zmieszanego z 1 pl
analogu poli(A) lub rozcienczenia m’GpsppG (0,0262-100 uM) i inkubowano przez 1 h w 30 °C.
Reakcje zatrzymywano przez zamrozenie w cieklym azocie. Aby wykry¢ luminescencje, 50 ul
Luciferase Assay Reagent (0,47 mM lucyferyny VivoGlo™ Luciferin; Promega), 20 mM trycyny,
3,55 mM Mg(HCOs3),, 66 mM MgSO4, 0,1 mM EDTA, 33,3 mM DTT, 0,53 mM ATP, i 0,27 mM
koenzymu A dodano do 10 ul mieszaniny translacyjnej, ktorg uprzednio rozmrozono na lodzie i
rozcienczono 2-krotnie H2O. Luminescencj¢ mierzono przy uzyciu czytnika mikroptytek Synergy
H1 (BioTek). Aby porowna¢ wplyw analogow poli(A) na wydajnos¢ translacji, srednie wartoSci
luminescencji normalizowano do sygnatu luminescencji uzyskanego dla probek bez inhibitorow.

20.1.2. Ko-inhibicja z udziatem oligonukleotydowych inhibitoréw i m'GpsppG

Pomiary wydajnosci translacji z udzialem mieszaniny inhibitorow translacji
przeprowadzone zostaty przez dr. Mirostawa Smietanskiego w Laboratorium Chemii Bioorganicznej,
Centrum Nowych Technologii Uniwersytetu Warszawskiego. Eksperymenty przeprowadzono
wedlug nastepujacego protokotu: 1 pl mRNA lucyferazy Firefly (0,5 ng/ul) zmieszanego z 1 ul
analogu poli(A) (280 uM; Am5 lub Aps10), 1 pul m’GpsppG (10,3 uM), lub z obydwoma dodawano
do mieszaniny translacyjnej (4 pl RRL zmieszane z 4 pl buforu translacyjnego), preinkubowano
przez 1 h w 30 °C i inkubowano przez 1 h po dodaniu liganda. Luminescencj¢ mierzono jak opisano
powyzej. Aby porowna¢ wydajnos¢ translacji mRNA kodujacego lucyferaze Firefly w obecnosci
m’GpsppG, analogdéw poli(A) lub obu, $rednie wartosci byty normalizowane do luminescencji
prébek bez inhibitorow.

20.2. Badania wydajnosci translacji w liniach komoérkowych

Komorki linii A549 (ATCC CCL-185) oraz HEK 293 (ATCC CRL-1573) hodowane
byly w pozywce komorkowej DMEM (Gibco) z dodatkiem 10% FBS (ang. fetal bovine serum),
suplementu GlutaMAX (Gibco) oraz 1% penicyliny i streptomycyny, w 37°C w atmosferze 5%
CO:s.. Z kolei komorki linii JAWS Il (ATCC CRL-11904) hodowane byty w pozywce RPMI 1640
(Gibco) z dodatkiem 10% FBS, pirogronianu sodu (Gibco), 1% penicyliny i streptomycyny oraz 5
ng/ml czynnika stymulujacego tworzenie kolonii granulocytow i makrofagow GM-CSF (ang.
granulocyte-macrophage colony-stimulating factor; PeproTech), rowniez w 37°C w atmosferze 5%
CO2. We wszystkich eksperymentach wykorzystane zostaty komorki pasazowane 5-25 razy. W
dniu transfekcji komorki wysiewane byly w ptytkach 96-dotkowych, w ilosci 10* komoérek na 100
Ml pozywki na jeden dotek, bez dodatku antybiotykdéw. Mieszanina do transfekcji sktadata si¢ z 10
pl medium OptiMem (Gibco) z dodatkiem 5 ng/ul mRNA oraz 0.3 pl lipofektaminy
(MessengerMAX Transfection Reagent; Invitrogen). Transfekcja trwala 16h. Kolejne punkty
czasowe badano poprzez pobranie pozywki znad komorek z danego dotka i zastapienie §wiezym
roztworem. Pozywka pobierana byta co 24 godziny przez 4 dni od momentu zakonczenia procesu
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transfekcji. Aktywnosci lucyferazy Gaussia badana byta poprzez dodanie do 10 pl pozywki, w
ktorej hodowane byty transfekowane komorki 50 pl roztworu koelenterazyny w PBS (10 ng/ml).
Nastepnie mierzono luminescencj¢ produktu reakcji katalizowanej przez lucyferaze na czytniku
mikroptytek Synergy H1 (BioTek).
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