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Streszczenie po polsku

Opornos$¢ bakterii na antybiotyki stanowi coraz bardziej rozpowszechniajacy sie problem
wspodfczesnego Swiata. Pojawiajg sie kolejne szczepy wielolekooporne, ktére skutecznie hamujg
dziatania dotychczasowych substancji leczniczych. Zapadalnos¢ na infekcje i liczba zgondw nimi
spowodowana wcigz rosnie. W zwigzku z tym, zachodzi ogromna potrzeba wprowadzenia nowych,
skutecznych terapii przeciwbakteryjnych.

Celem projektu doktorskiego byto zbadanie nowych potencjalnych strategii przeciwbakteryjnych
wykorzystujgcych kwasy nukleinowe i peptydomimetyki. W rozprawie przedstawiono trzy podejscia,
ktore mogg doprowadzi¢ do zahamowania wzrostu bakterii lub dotyczg transportu czasteczek do
wnetrza komdrek mikroorganizmow.

Strategia pierwsza wykorzystuje rybozymy - aktywne katalitycznie enzymy RNA. W reakcji
transestryfikacji rybozymy hydrolizujg wigzania fosfodiestrowe w specyficznych miejscach w sekwencji
innych czasteczek RNA. Zaprojektowano rybozym hammerhead oddziatujgcy z informacyjnym RNA
(mRNA) kodujgcym sekwencje biatka przenoszacego grupy acylowe (ACP). ACP bedace kofaktorem w
biosyntezie kwaséw ttuszczowych jest niezbedne bakterii do zycia. Hydroliza mRNA kodujacego
sekwencje biatka ACP we wtasciwym miejscu powinna doprowadzac¢ do zahamowania wzrostu bakterii.
Zaprojektowano rybozymy o rdznej dtugosci ramion i in vitro sprawdzono stabilnos¢ ich komplekséw
oraz hydrolize fragmentu mRNA jako substratu. Nastepnie sekwencje rybozymoéw zostaty umieszczone
na plazmidzie i wprowadzone do komorek E. coli, w ktérych zaobserwowano dziatanie katalityczne
prowadzgce do inhibicji wzrostu. Ponadto, wykazano synergie jednego z rybozymow z antybiotykiem -
tetracykling. Zaprojektowanie i sprawdzenie rybozymu jako enzymu potencjalnie hydrolizujgcego
MRNA w komérkach otwiera droge do badania katalitycznych RNA jako zwigzkdw przeciwbakteryjnych
lub jako zwigzkéw pomocniczych.

W strategii drugiej wykorzystywano aktywne btonowo peptydy. Udowodniono, ze stabilizacja ich
struktury drugorzedowej poprawia ich oddziatywanie z btong bakterii i zwieksza ich potencjat
przeciwbakteryjny. Peptydy, m. in. anoplina, o stabych wtasnosciach przeciwbakteryjnych zostaty
zmodyfikowane za pomoca specjalnych tarficuchéw weglowodorowych. Umozliwito to stabilizacje ich
helikalnej struktury aktywnej btonowo, dzieki czemu mogty efektywniej oddziatywac z btonami
komorkowymi niz peptydy niezmodyfikowane. Skutecznos¢ poszczegdélnych peptydomimetykow
roznita sie w zaleznosci od szczepu bakterii. Szczepy Gram-ujemne wykazaty wiekszg wrazliwos$¢ na
dziatanie peptydomimetykdow bardziej hydrofilowych, za$s Gram-dodatnie — pochodnych
hydrofobowych. Wyniki pokazaty, ze chemiczna stabilizacja aktywnej btonowo struktury
drugorzedowej naturalnych peptydéw wielokrotnie zwieksza ich aktywnos¢ przeciwbakteryjng, czesto
nie powodujac jednoczesnie hemolitycznosci.

Trzecia strategia polegata na wykorzystaniu witaminy Bi, (cyjanokobalaminy) jako nosnika
peptydowego kwasu nukleinowego (PNA) do bakterii E. coli i okre$lenia $ciezki tego transportu. PNA
to syntetyczny analog DNA, ktdry moze dziata¢ jako antysensowny oligonukleotyd. Sekwencje PNA
mogg zosta¢ zaprojektowane tak, aby wigzaty sie komplementarnie i blokowaty mRNA kluczowe dla
zycia bakterii. Potrzebujg jednak transporteréw, gdyz wolne PNA nie jest pobierane przez komérki.
Okreslono szlak transportu koniugatéw witaminy Bi,-PNA do bakterii E. coli. Okazuje sie, ze PNA
zwigzane z witaming B, jest transportowane poprzez te same receptory w btonie zewnetrznej i
wewnetrznej co wolna witamina Bi,. Otwiera to droge do uzycia tego szlaku transportu przez inne
czasteczki PNA kowalencyjnie podfgczone do witaminy Bi.



Streszczenie po angielsku

Bacterial resistance to antibiotics is becoming an increasingly widespread problem in the
modern world. New multi-drug-resistant strains are emerging, effectively hindering the actions of
existing therapeutic agents. The incidence of infections and the number of deaths caused by them
continue to rise. Consequently, there is an immense need for the introduction of new, effective
antibacterial therapies.

The aim of the doctoral project was to investigate new potential antibacterial strategies using
nucleic acids and peptidomimetics. The dissertation presents three approaches that may lead to the
inhibition of bacterial growth or involve the transport of molecules into the interior of microbial cells.

The first strategy uses ribozymes - catalytically active RNA enzymes. Ribozymes can hydrolyze
phosphodiester bonds at specific sites in the sequence of other RNA molecules. A hammerhead
ribozyme was modified to interact with messenger RNA (mRNA) encoding the sequence of acyl carrier
protein (ACP). ACP, which is a cofactor in fatty acid biosynthesis, is essential for bacteria to sustain life.
Hydrolysis of the mRNA encoding the ACP sequence at the appropriate site should lead to inhibition
of bacterial growth. Ribozymes of different arm lengths were designed and the stability of their
complexes with an mRNA fragment as a substrate and its hydrolysis were tested in vitro. Subsequently,
the ribozyme sequences were incorporated on a plasmid and introduced into E. coli cells, where the
ribozyme catalytic activity leading to growth inhibition was observed. Additionally, synergy between
one of the ribozymes and the antibiotic tetracycline was demonstrated. The design and testing of
ribozymes as potentially mRNA-hydrolyzing enzymes in cells pave the way for the investigation of
catalytic RNAs as antibacterial compounds or adjuncts.

The second strategy involved membrane-active peptides. It was demonstrated that stabilizing
their secondary structure improves their interaction with bacterial membranes and enhances their
antibacterial potential. Peptides, including anoplin, with weak antibacterial properties, were modified
using hydrocarbon stapling technique. This stapling stabilized their helical membrane-active structure,
enabling them to interact more effectively with cell membranes than unmodified peptides. The
effectiveness of such peptidomimetics varied depending on the bacterial strain. Gram-negative strains
showed greater sensitivity to the action of more hydrophilic peptidomimetics, while Gram-positive
strains showed sensitivity to hydrophobic derivatives. The results showed that chemical stabilization
of the membrane-active structure of natural peptides significantly increased their antibacterial
activity, often without causing hemolysis.

The third strategy involved using vitamin B1, (cyanocobalamin) as a carrier of peptide nucleic
acid (PNA) to E. coli bacteria and determining the pathway of this transport. PNA is a synthetic DNA
analog that can act as an antisense oligonucleotide. PNA sequences can be designed to bind
complementarily and block mRNA essential for bacterial life. However, they need transporters, as free
PNA is not taken up by cells. The transport pathway of vitamin B1,-PNA conjugates to E. coli bacteria
was determined. It turned out that PNA bound to vitamin Bi; is transported through the same
receptors in the outer and inner membranes as free vitamin B1,. This opens the way for the use of this
transport pathway by other PNA molecules covalently attached to vitamin Bia.
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1 Wprowadzenie

1.1 Antybiotyki i problem antybiotykoopornosci

Staroegipski dokument medyczny datowany na okoto 1550 r. p.n.e, zwany Papirusem Ebersa,
donosi o efektywnym stosowaniu plesni przy zakazeniach bakteryjnych. Dokfadniej, splesniaty chleb
byt bardzo skuteczny w leczeniu otwartych, ropiejgcych ran. Praktyka ta miata miejsce nie tylko w
Egipcie, ale rowniez w Grecji i Chinach (1). Mimo éwczesnego braku wiedzy i doktadnej identyfikacji
przyczyn infekcji, juz wtedy mogly by¢ one skutecznie hamowane. Z biegiem czasu doszto do
rozpoznania czynnikdw chorobotwdrczych i leczniczych. W latach 70. XVII wieku holenderski
przyrodnik zwany ,,0jcem mikrobiologii" Antoni van Leeuwenhoek po raz pierwszy zidentyfikowat
bakterie (2). W nastepnych wiekach zaobserwowano jednoznaczng korelacje miedzy bakteriami i
powodowanymi przez nie chorobami. Zaczeto szukac substancji, ktére skutecznie hamowatyby wzrost
patogendw (3).

Paul Ehrlich, niemiecki chemik i bakteriolog, nie tylko badat odkrywane substancje lecznicze i
toksyczne, ale réwniez je modyfikowat. Rozpoczat nawet synteze nowych, licznych struktur
chemicznych. Zabiegi te miaty na celu otrzymanie bezpieczniejszych, potencjalnych terapeutykéw. W
1904 roku rozpoczat farmaceutyczne badania przesiewowe na duzg skale. Byt szczegdlnie skupiony na
znalezieniu leku przeciwko kile wywotanej kretkiem bladym (Treponema pallidum). W 1909 roku odkryt
arsfenamine (salwarsan), arsenoorganiczny zwigzek chemiczny jako pierwszy skuteczny w zwalczaniu
T. pallidum. Niestety, w 1924 roku pojawity sie pierwsze doniesienia o opornosci bakterii na salwarsan
stosowany u pacjentow (3,4). W latach 40. XX wieku salwarsan zostat catkowicie wyparty przez
antybiotyki, zwtaszcza penicyline wyziolowang z plesni w 1928 roku w laboratorium szkockiego
bakteriologa i lekarza Alexandra Fleminga. Od 1942 roku rozpoczeto jej stosowanie na masowa skale,
co zaskutkowato pojawieniem sie opornego gronkowca ztocistego (Staphylococcus aureus) w roku
1947 (3,5,6). Ztota era antybiotykdow przypadajgca na lata 1940-1970 spowodowata znaczne
zmniejszenie $miertelnosci na skutek infekcji bakteryjnych. W tym czasie patogeny stopniowo
uzyskiwaty opornos¢ na odkrywane srodki przeciwdrobnoustrojowe. Nie stanowito to jednak
wiekszego problemu z powodu nieustajgcego naptywu nowych lekéw (3,5). Jednak z biegiem czasu
coraz wiecej bakterii zaczeto wykazywac opornos¢ na kolejne terapeutyki. Przed rokiem 1990 zaczeto
obserwowaé tzw. ,luke odkrywczg”, w ktérej nie odnotowano pojawienia sie nowych klas
antybiotykéw (7). W 2019 roku okoto 1,3 miliona zgonéw byto spowodowanych bezposrednio przez
bakterie oporne na antybiotyki, a okoto 5 milionéw posrednio zwigzanych z ich opornoscia. Zgondéw na
skutek infekcji bakteryjnych byto okoto 1,5 raza wiecej niz Smierci spowodowanych zakazeniem
wirusem HIV i dwukrotnie wiecej niz zgondéw z powodu malarii (8).

Liczba szczepdéw bakterii niewrazliwych na antybiotyki nieustannie rosnie, a skutecznos¢
istniejgcych terapeutykdw spada. W zwigzku z tym, wprowadzenie na rynek nowatorskich, skutecznych
srodkéw przeciwbakeryjnych stanowi naglacg potrzebe wspotczesnego Swiata. Jesli problem nie
zostanie odpowiednio rozwigzany to infekcje bakteryjne mogg powodowac smieré nawet 10 milionéw
ludzi rocznie do roku 2050 (9).
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1.2 Cele pracy

1.2.1 Cele ogdlne

Celem prezentowanej rozprawy doktorskiej byto znalezienie nowych potencjalnych strategii
przeciwbakteryjnych opartych na na kwasach nukleinowych i peptydomimetykach (Tabela 1).

1. Strategia pierwsza wykorzystuje katalityczng czasteczke RNA — rybozym hammerhead do
przeciecia bakteryjnej nici mMRNA w wyniku reakcji transestryfikacji. Celem byto zablokowanie translacji
mMRNA niosgcego informacje o biatku przenoszgcym grupy acylowe (ACP). W zwigzku z tym, ze ACP jest
niezbedne bakterii do zycia, przez udziat w biosyntezie kwaséw ttuszczowych, postawiliono hipoteze,
ze jego brak doprowadzi do zahamowania wzrostu komorek Escherichia coli.

2. W drugim podejsciu zastosowano peptydy wchodzgce w interakcje z btong komérkowa lub
przenikajgce do wnetrza bakterii oraz ich pochodne (peptydomimetyki) w celu przerwania ciggtosci
bton komérkowych i zahamowania wzrostu bakterii. Postawiono hipoteze, ze stabilizacja aktywnej
btonowo struktury helikalnej tych peptydomimetykéw poprawi ich aktywnosc¢ przeciwbakteryjna.

3. Trzecia taktyka opiera sie na poszukiwaniu transporterow antysensownych
oligonukleotyddw do komérki bakterii. Wykorzystano koniugaty peptydowych kwaséw nukleinowych
(PNA) z witaming B1; jako no$nikiem. Zatozono, ze taki koniugat moze zosta¢ wprowadzony do wnetrza
komorki Sciezkg transportu dedykowang samej witaminie Bi. Celem byto sprawdzenie tej hipotezy
poprzez badania na komérkach E. coli z wprowadzonym plazmidem kodujgcym biatko czerwonej
fluorescencji oraz z usunietymi pojedynczo receptorami biatkowymi w btonie zewnetrznej i
wewnetrznej. Skutecznie dostarczone PNA powinno utworzy¢ kompleks z komplementarng sekwencja
MRNA i skutkowac obnizeniem fluorescenc;ji.

Tabela 1. Podsumowanie zaproponowanych potencjalnych strategii przeciwbakteryjnych.

L.p. Czasteczka Mechanizm Wykorzystany szczep
1. | Katalityczne RNA Reakcja transestryfikacji mRNA | Escherichia coli BL21(DE3)
- rybozym hammerhead

Oczekiwany wynik
Przeciecie mRNA — zablokowanie translacji — brak syntezy biatka kluczowego — zahamowanie
wzrostu bakterii

2. | Peptydy i peptydomimetyki | Interakcja helikalnych peptydéw | Patogenneiniepatogenne
(analogi anopliny) z btong Dbakterii oraz ich | bakterie Gram-ujemne i
przenikanie do wnetrza | Gram- dodatnie
komoérek

Oczekiwany wynik
Interakcja z btong komdérkowg — Przerwanie ciggtosci blony komdérkowej = zahamowanie wzrostu
bakterii

3. | Witamina B2 Sciezka transportu witaminy B1, | Escherichia coli K-12

Oczekiwany wynik
Dostarczenie PNA do wnetrza komdrki — utworzenie kompleksu PNA z komplementarng

sekwencjg mRNA — zablokowanie syntezy biatka — brak fluorescencji — transport koniugatu PNA
z witaming B, odbywa sie przez te samg Sciezke co sama witamina
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122

Cele szczegdtowe

Dla kazdej z trzech proponowanych strategii wyznaczono cele szczegétowe oceniane na

kazdym etapie pracy.

Strategia pierwsza - rybozymy:

1.

w

Wybdr trzech substratdbw mRNA i miejsc ciecia oraz zaprojektowanie odpowiednich
rybozymow hammerhead zawierajgcych ramiona o réznej dtugosci komplementarne do
substratow.

Analiza in vitro ciecia fragmentéw mRNA przez zaprojektowane rybozymy.

Opracowanie kaset plazmidowych kodujacych sekwencje rybozymow.

Sprawdzenie aktywnosci rybozymow w szczepie E. coli BL21(DE3).

Strategia druga — aktywne btonowo peptydy:

1.

Sprawdzenie aktywnosci przeciwbakteryjnej dwdch peptyddéw przeciwdrobnoustrojowych
(anopliny, W-MreB1.) i peptydu penetrujgcego sciane komorkows ((KFF)sK).

Ocena wptywu zmodyfikowanych tancuchami weglowodorowymi pochodnych peptydu
wykazujgcych stabilng strukture drugorzedowg na hamowanie wzrostu bakterii Gram-
ujemnych i Gram-dodatnich.

Strategia trzecia — sciezka transportu koniugatéw PNA z witaming Bi,:

1.
2.

Przygotowanie plazmidu z genem biatka czerwonej fluorescencji.

Wyznaczenie temperatur topnienia dupleksow: PNA z RNA, koniugatu PNA z witaming B1; z
RNA, koniugatu PNA z transportujgcym peptydem kontrolnym (KFF)sK z RNA.

Analiza skutecznosci transportu powyzszych koniugatéw do komérek E. coli i ich mutantéw
(nie zawierajacych pojedynczych receptoréw w bfonie zewnetrznej i wewnetrznej) powigzana
z wynikami temperatur topnienia.
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2 Metody doswiadczalne biofizyki i biologii molekularne;

W tym rozdziale przedstawiono teoretyczne podstawy metod doswiadczalnych
wykorzystanych w przygotowaniu pracy. Doktadne warunki przeprowadzanych eksperymentéw z
uzyciem wybranych metod znajdujg sie w dalszych czesciach rozprawy dotyczacych poszczegélnych
projektéw.

2.1 lIzotermiczne miareczkowanie kalorymetryczne

Metoda izotermicznego miareczkowania kalorymetrycznego, ITC (ang. Isothermal Titration
Calorimetry) polega na bezposrednim pomiarze zmian energii wewnetrznej uktadu zachodzgcych w
czasie wigzania dwdch reagentéw. Mierzone jest ciepto wydzielane lub absorbowane podczas reakcji.
Kalorymetr ITC sktada sie ze strzykawki miareczkujgcej z mieszadetkiem oraz dwdch celek: pomiarowej
i referencyjnej znajdujgcych sie w komorze adiabatycznej (Rysunek 1).

strzykawka

celka

referencyjna TOMUELRNE)

analit

T IT;
" AT Y,

Rysunek 1. Schemat kalorymetru ITC. Zrédfo: www.reactionbiology.com

Eksperyment polega na dodawaniu niewielkiej ilosci reagentu ze strzykawki (titrant) do
reagentu w celce pomiarowej (analit) w rownych odstepach czasu. Celka referencyjna zazwyczaj
zawiera wode i utrzymuje statg temperature podczas catego doswiadczenia. Umozliwia to okreslenie
czy dana reakcja jest endotermiczna, czy egzotermiczna. Polega to na dostarczeniu odpowiedniej ilosci
mocy w celu kompensacji réznicy temperatur miedzy celkami. W pierwszych nastrzykach titranta
dochodzi do jego szybkiego i catkowitego wigzania sie z analitem. Z uptywem czasu, miejsca wigzania
czasteczek analitu sg wysycane, a ilos¢ ciepta stopniowo sie zmniejsza. Na Rysunku 2 przedstawione
s9: pogladowy termogram (2A) i izoterma (2B). Termogram sktada sie z serii pikéw odpowiadajgcych
kolejnym nastrzykom titranta, ktére powinny by¢ oddzielone linig bazowa. Pole pod kazdym pikiem
obliczane jest metoda catkowg, a catos$é przedstawiana w formie izotermy reakcji. Mozna z niej
odczytac zmiane entalpii (AH), stechiometrie wigzania (n) i statg asocjacji (K4).
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Rysunek 2. A. Termogram i B. izoterma wigzania reagentéw w eksperymencie ITC. Zrddfo:
https://en.wikipedia.org/

Ciepto Q; wydzielane lub absorbowane podczas kazdego kolejnego nastrzyku i mozna zapisa¢ jako:
Q; = VAHAC; (1)

gdzie V to objetos¢ celki pomiarowej, a AC; zmiana stezenia zwigzanych czasteczek reagentéw po
nastrzyku i, gdzie w kazdym kolejnym kroku zmienia sie stezenie titranta.

Zaktadajac, ze analit zawiera tylko jedno $cisle okreslone miejsce wigzania dla titranta, ciepto g; mozna
zapisac¢ nastepujaco:

~ Kallli _ _KalTliy
Q; = VAH[A] (1+KA[T]L' 1+KA[T]i—1) @

gdzie [A] to stezenie analitu, a [T] stezenie titranta w kroku i lub i-1.

Na podstawie danych eksperymentalnych program podaje rdéwniez inne parametry
termodynamiczne: statg dysocjacji (Kp) oraz zmiane entropii (4S). Z otrzymanych wynikéw mozna
wyliczy¢ takze zmiane energii swobodnej Gibbsa (4G).

AG = AH — TAS (3)
AG = —RTInkK, (4)

gdzie R to stata gazowa wynoszaca 8,314 J/mol K.

W niniejszej rozprawie metoda izotermicznego miareczkowania kalorymetrycznego zostata
zastosowana do badan wtasciwosci termodynamicznych kompleksu titranta i analitu o jednym miejscu
wigzania. Jednak technika ITC moze by¢ réwniez uzywana do badan bardziej skomplikowanych
uktadéw, tj. gdy analit posiada wiecej niz jedno miejsce wigzania danego titranta (10,11).
Przeprowadzenie eksperymentdw z titrantem konkurujgcym (Ti), 0 mniejszym powinowactwie do tych
miejsc niz silnie oddziatujgcy titrant docelowy (Tq4), umozliwia doktadniejsze zbadanie wigzania T4 do
analitu.

Do przygotowania tej czesci skorzystano z nastepujgcych materiatéw: (12-14).

21



2.2 Elektroforeza zelowa

Elektroforeza to metoda analityczna stuzgca rozdziatowi ruchomych czasteczek fazy
rozproszonej (RNA, DNA, biatka) w nieruchomym osrodku fazy rozpraszajacej (zel agarozowy, zel
poliakrylamidowy). Pod wptywem przytozonego pola elektrycznego czgsteczki migrujg w zelu i sg
rozdzielane ze wzgledu na swoj fadunek, wielko$¢ (mase czgsteczkowg) i konformacje. Wptyw na ich
ruchliwos¢ majag rowniez warunki prowadzenia elektroforezy, m. in. réznica przytozonych potencjatéw,
pH, sita jonowa, temperatura i opdr (lepkos$¢) srodowiska (porowatos¢, usieciowanie zelu). Metoda ta
pozwala réwniez na obserwacje stopnia degradacji biomolekut i zanieczyszczenia innymi czasteczkami.

Molekuta obdarzona tadunkiem g umieszczona w polu elektrycznym E, zostaje wprowadzona
w ruch jednostajnie przyspieszony z kulombowska sitg F:

F =qE (5)

Mozna przyjgé, ze czasteczka jest kulg o promieniu r, ktéra porusza sie z predkoscig v. Jej ruchowi
przeciwdziata sita oporu srodowiska F,, proporcjonalna do lepkosci n osrodka oraz do promienia
czasteczki r, co opisuje wzér Stokes’a (15):

F,, = 6mrn (6)

Po zréwnowazeniu sity kulombowskiej przez site oporu molekuta porusza sie ruchem jednostajnym z
predkoscia:

qE
6mrn

(7)

W zwigzku z tym, ze predkos¢ czasteczki jest zalezna od warunkdw zewnetrznych, takich jak natezenie
pradu E, stosuje sie parametr okreslany jako ruchliwos$¢ elektroforetyczna u opisywana rdwnaniem
Hickla (16):

—vr_ _4
‘u_E_67'rrr1 (8)

Ruchliwos¢ czasteczki, a wiec szybkosé jej migracji, wzrasta wraz z jej tadunkiem i maleje ze
wzrostem jej wielkosci, jak réwniez wzrostem lepkosci srodowiska. W celu ograniczenia wptywu
konformacji kwasow nukleinowych na ich migracje w zelach poliakrylamidowych uzywa sie mocznika
jako czynnika denaturujacego.

Elektroforeza zelowa kwaséw nukleinowych przeprowadzana jest na porowatych nosnikach
(agaroza, poliakrylamid), ktére dzieki efektowi sita molekularnego umozliwiajg odpowiednig separacje
czasteczek. Niewielkie molekuty sg w stanie przejs¢ przez mniejsze pory zelu, podczas gdy wieksze
poruszajg sie wolniej lub pozostajg nieruchome. Im nizsza procentowos¢ (usieciowanie) zelu, tym
wieksze czgstki sg w stanie w nim migrowad. Agaroza wykorzystywana jest do wiekszych czasteczek ze
wzgledu na mniejszy stopien usieciowania — od 50 par zasad (pz) na zelach 2% do 30 000 pz na zelach
0,5%. Z kolei poliakrylamid tworzy gestsze usieciowanie, ktére pozwala na obserwacje od 5 pz na zelach
20% do 2000 pz na zelach 3,5%.

Do przygotowania tej czesci skorzystano z nastepujgcych materiatéw: (17-20).
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2.3 Spektroskopia absorpcyjna UV-VIS (pomiar absorbancji, temperatury
topnienia)

Spektroskopia absorpcyjna jest metodg analityczng stosowang do analizy ilosciowej i
strukturalnej  zwigzkéw  organicznych. Opiera sie na oddziatywaniu promieniowania
elektromagnetycznego z czasteczkg posiadajgcg chromofory (grupy atomow z wigzaniami
wielokrotnymi lub pierscieniami aromatycznymi). Na skutek promieniowania zachodzi przejscie
elektronéw migdzy poziomami elektronowymi. Dochodzi do zmiany energii poczatkowej czasteczki E),
na energig koricowa Ej. Jesli Ey > E,, to roznica energii AE > 0. Wowczas czasteczka absorbuje
promieniowanie co wyraza sie w postaci widm absorpcyjnych.

Wedtug postulatu Bohra elektron absorbuje najmniejszg ilos¢ energii, czyli kwant energii
(foton). Energia fotonu jest zalezna wprost proporcjonalnie od czestotliwosci v, predkosé swiatta w
prozni c i odwrotnie proporcjonalnie do dtugosci fali A:

E:hv:h% (9)

Hipoteza Louisa de Broglie’a (21) zaktada, ze kazdej czastce o pedzie p moze byé przypisana
fala (dualizm korpuskularno-falowy). De Broglie zaproponowat zalezno$¢ miedzy dtugoscia fali A, a
pedem p, ktéra stata sie podstawag do powstania mechaniki kwantowej i zdefiniwania funkcji falowe;j
(¥).

=
/1—p (10)

gdzie h to stata Planca 6,63x10734J s.

Energie czasteczki stanowi suma trzech energii sktadowych: elektronowej E,; zwigzanej z
konfiguracja elektronowa, oscylacyjnej E, 5. dotyczacej oscylacji zrebdw atomowych wokdét potozenia
réwnowagi oraz rotacyjnej E,,; odnoszacej sie do rotacji catej czasteczki. Poziomy elektronowe dzielg
sie na podpoziomy oscylacyjne, a poziomy oscylacyjne na podpoziomy rotacyjne. Relacja miedzy
energiami jest nastepujaca: E,; > E,gc > E,or. W zakresie nadfioletu (UV) i Swiatta widzialnego (VIS)
dochodzi do przejs¢ elektronéw z jednego stanu rotacyjnego w danym stanie oscylacyjnym do drugiego
stanu rotacyjnego w okreslonym stanie oscylacyjnym. Promieniowanie UV-VIS o energii 10 eV i zakresie
dtugosci fali A od 10 nm do 770 nm powoduje przejscia elektrondw walencyjnych z orbitali (funkcji
falowych ¥) wigzacych o, T i niewigzgcych n na orbitale antywigzace ¢*, m* 0 wyzszej energii (Rysunek
3). Kwadraty orbitali (¥?) opisujg rozktad gestosci tadunku (prawdopodobieristwa znalezienia
elektronu). Przejscia elektronowe powodujg zmiany rozktadu gestosci tadunku i zalezg od dtugosci fali.
Do analizy kwaséw nukleinowych stosuje sie swiatto UV, najczesciej o zakresie dtugosci fal od 220 nm
do 320 nm. W zwigzku z tym, dochodzi do przejs¢ elektrondw z orbitalu n lub 7 na orbitale o* lub *.
Maksymalna wartos¢ absorpcji wskazuje na dtugosc fali zwigzanej z danym przejsciem. W przypadku
kwasdw nukleinowych maksimum absorpcji znajduje sie przy dtugosci fali 260 nm, co wigze sie z
przejéciami:m - ¥ in — w*. Za ich absorpcje odpowiadajg pierécienie aromatyczne zasad azotowych.
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Rysunek 3. Schemat przejs¢ elektronowych z orbitali wigzacych o,m, niewigzacych n na orbitale
antywiazace o*, m* z dtugoéciami fal dla kazdego przejicia. Zrédto: (22).

Do pomiaru stezed czasteczek w roztworze wykorzystuje sie transmitancje, czyli
przepuszczalnos¢ promieniowania T. Jest to stosunek natezenia swiatta przechodzacego przez prébke
I do natezenia Swiatta padajgcego na prébke Ij:

T=1L (11)
Ig

Z transmitancji mozna wyznaczy¢ absorbancje A:

A =log (%) = log (i) (12)

Zgodnie z prawem Lamberta-Beera zmierzona absorbancja jest proporcjonalna do: molowego
wspotczynnika absorpcji (ekstynkcji) €, stezenia prébki ¢ oraz dtugosci drogi optycznej [, zazwyczaj
rownej 1 cm. Molowy wspdtczynnik ekstynkcji € mozna okresli¢ jako absorbancje wykazywang przez
roztwdr o stezeniu 1 mol/dm3, przy grubosci warstwy 1 cm. Jest wyznaczany w konkretnej dtugosci fali
Ai zalezy od liczby, kolejnosci i rodzaju zasad azotowych w tancuchu kwasu nukleinowego.

A = ecl (13)

Catkowite promieniowanie pochtaniane przez molekute stanowi sume absorpcji pojedynczych
zasad azotowych, jak réwniez oddziatywan miedzy nimi. Absorpcja promieniowania jest zwigzana
wprost proporcjonalnie ze zmiang momentu dipolowego czasteczki u, ktéry okresla, zmiany jakie
nastapity w gestosci tadunkédw podczas przejscia elektronu ze stanu podstawowego do stanu
wzbudzonego. Dla uktadu ztozonego z dwdch tadunkdw q o przeciwnych znakach potozonych od siebie
w odlegtoscir:

n=qr (14)

Kierunek przejscia elektronu jest okreslany na podstawie przestrzennego rozmieszczenia
dipolowego momentu przejscia w czgsteczce (Rysunek 4A). Zasady azotowe charakteryzujg sie ptaska
symetrig, dlatego mozliwe sg tylko przejscia elektronowe réwnolegte (m — 7*) o silniejszej absorpcji i
prostopadte (n —» m*) o stabszej absorpcji. Pomiary absorpcji umozliwiajg obserwacje zmian
konformacyjnych kwaséw nukleinowych. Pojedyncze nici wykazujg wiekszg absorpcje niz helisy. Wigze
sie to ze oddziatywaniem zasad azotowych w dupleksach. Takie zmniejszenie pochtfaniania
promieniowania przez struktury dwuniciowe spowodowane stackingiem nosi nazwe hipochromizmu.
Zjawisko to jest zwigzane z dipolowym momentem przejscia indukujgcym dipole elektryczne w
czasteczkach (Rysunek 4B). Dipol elektryczny posiada konce o przeciwnych tadunkach (pozytywny i
negatywny), ktdére z kolei indukujg odpowiednio przeciwne sobie fadunki: pozytywny — ujemne,
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negatywny — dodatnie. W zwigzku z tym, powstate dipole majg przeciwny kierunek do dipola
indukujacego, co zmniejsza jego dtugos¢. W przypadku, gdy indukowane dipole majg ten sam kierunek
co dipol je wywotujacy, dochodzi do wzrostu absorbancji, czyli hiperchromizmu. Omawiane zmiany
absorbancji obserwowane sg podczas splatania i rozplatania nici w kompleksach kwasdéw
nukleinowych.

A. 305 nm NH2 B.

206 nm N hipochromizm hiperchromizm

242 nm

" \
ryboza
Rysunek 4. A. Przyktadowe kierunki dipolowych momentéw przejs¢ elektronowych adenozyny z
odpowiadajgcymi im ditugosciami fal, dla ktérych wystepuje maksimum absorpcji. Zrédto:
https://chemfd.github.io/Photochemistry_2/chAbs.html B. Schemat utozenia indukowanych momentéw
dipolowych powodujgcy powstawanie. Schemat utozenia dipolowych momentu przejs¢ oraz
indukowanych momentéw dipolowych powodujgcych powstanie hipochromizmu i hiperchromizmu.
Zrédto: https://quizlet.com/

Temperatury topnienia

Badanie trwatosci termodynamicznej kompleksow oparte jest na zmianach temperatury. Wraz
z jej wzrostem podwadjna helisa ulega denaturacji - wigzania wodorowe pomiedzy podwdéjng nicig DNA
ulegajg zerwaniu i dochodzi do ich separacji. W zwigzku z tym, obserwowany jest defekt
hipochtomizmu. Obnizenie temperatury powoduje redenaturacje dupleksu i wystepowanie efektu
hipochromizmu. Sigmoidalna krzywa absorbancji od temperatury jest nazywana krzywa topnienia. W
temperaturach catkowitego splecenia i rozplecenia podwadjnej helisy fragmenty krzywej powinny by¢
jak najbardziej ptaskie, czyli osigga¢ tzw. plateau. Temperaratura topnienia, T,, (ang. melting
temperature) okresla stan, w ktérym struktury duplekséw wykazuja forme jednoniciowa i dwuniciowa
w takiej samej ilosci, a na krzywej widnieje jako punkt sSrodkowy miedzy dolnym i gérnym plateau
(Rysunek 5).

A (Flw
: NYTTITY
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i W“m
. m\ Q nnnn!”

Absorbancja w 260 nm

y S

Temperatura [°C]

Rysunek 5. Schemat krzywej topnienia. Zrédto: https://monde.ccdmd.qc.ca i www.brainkart.com
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Analiza krzywej topnienia oparta na modelu dwufazowym wymaga wyznaczenia dwdch
prostych linii bazowych (gérnej i dolnej) réwnolegtych do obszaréow plateau, ktdre oznaczajg
odpowiednio stan dwuniciowy (ds) i jednoniciowy (ss). Absorbancja przez pojedyncze nici A i
dupleksy 4,5 w zaleznosci od temperatury T wynosi:

Ags = agsT + by (15)
Ags = agT + by (16)
gdzie a4, by Oraz agg, bgs W to wspdtczynniki prostych wyznaczane za pomoca regresji liniowe;j.

Frakcje sparowanych zasad (f) mozna wyznaczy¢ za pomoca:
=0 (17)
gdzie A to absorbancja przy frakcji f. Wéwczas absorbancja wynosi:

A=fAgs+Ass(1—1) (18)

T,, jest wyznaczana, gdy f = 0,5. W celu wyznaczenia parametréw termodynamicznych nalezy
wyznaczy¢ stezenia stanu jednoniciowego i dwuniciowego. W modelu dwustanowym, w ktérym jedna
ni¢ jest komplementarna do drugiej i nie wystepujg nieoczekiwanie sparowane poétprodukty stata
rownowagi K, wynosi:

__2f
Ka =20 (19)
Korzystajgc z rowniania van't Hoffa (23):
d(ink) _ 4H
a7y~ R (20)

oraz réwnan (3) i (4) opisujacych entalpie swobodng 4G mozliwe jest wyznaczenie wartosci 4AH, AS' i
AG.

Do przygotowania tej czesci skorzystano z nastepujacych materiatéw: (22,24-30)
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2.4 Spektroskopia fluorescencyjna

Spektroskopia fluorescencyjna (spektrofluorymetria) to rodzaj spektroskopii elektromagnetycznej, w
ktdrej pod wptywem najczesciej swiatta UV dochodzi do wzbudzenia elektronéw walencyjnych ze stanu
singletowego podstawowego So; do stanu singletowego wzbudzonego Si (i — numer stanu
wzbudzonego). Nadmiar energii moze zostac¢ rozproszony w procesach bezpromienistych miedzy
stanami o tej samej lub réznej multipletowosci, odpowiednio: konwersja wewnetrzna i przejscia
miedzysystemowe. Energia jest rowniez oddawana na drodze emisji promieniowania ze stanu
singletowego wzbudzonego S: do podstawowego So (fluorescencja) lub ze stanu trypletowego
wzbudzonego T; do singletowego podstawowego So (fosforescencja). Procesy te sg przedstawiane za
pomocg diagramu Jabtoriskiego (Rysunek 6).

s i konwersja
2 | 7 wewnetrzna
. przejscia
S, —H—= miedzysystemowe
¥ : S oIt T
.- : T
= - 1 1
absorpcja : fluorescencja fosforescencja
v | L
S ' L -

-] \l 1 1

Rysunek 6. Schemat diagramu Jabtonskiego. Przejscia promieniste: absorpcja, fluorescencja,
fosforescencja; przejscia bezpromieniste: konwersja wewnetrzna i przejscia miedzysystemowe. S, Ss,
S,, T1 — stany energetyczne elektrondow (S — singletowe, T — trypletowy; 0 — stan podstawowy, 1,2 —
stany wzbudzone). Zrédto: https://brain.fuw.edu.pl/

Ze wzgledu na czesciowq strate energii AE na sposéb bezpromienisty, maksimum dfugosci fali emisji
fluorescencji 4,,, bedzie zawsze wyzisze niz maksimum dtugosci fali wzbudzania (absorpcji) A,,.
Zjawisko to okresla sie mianem przesuniecia Stokesa:

1

E = hv,, — vy, = he(— —

Aex Aem

) (21)

gdzie v,, to czestosliwos¢ fali absorpcji, v, - czestosliwos¢ fali emisji.

Fluorescencja jest charakteryzowana przez: sredni czas zycia (t) okreslajacy statg czasowg zaniku
fluorescencji po zakoriczeniu promieniowania wzbudzajacego oraz wydajnos$é kwantowa (¢) opisang

jako stosunek liczby fotonéw wyemitowanych do liczby fotondéw zaabsorbowanych w procesie
promieniowania wzbudzajgcego. Zanik promieniowania w czasie zachodzi wyktadniczo:

1(t) = Iyexp(— %) (22)

gdzie I, to natezenie fluorescencji po ustaniu promieniowania wzbudzajgcego, Ty — naturalny sredni
czas zycia czasteczki w stanie wzbudzonym. Ze wzgledu na wystepowanie procesdow bezpromienistych
zanik fluorescencji () mozna opisac¢:
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T=c (23)

gdzie k; oznacza state szybkosci kazdego z proceséw. Z kolei wydajnosé kwantowa opisana za pomoca
czaséw zycia czgsteczki wynosi:

®=— (24)

To

Do przygotowania tej czesci skorzystano z nastepujgcych materiatow: (31-34).

2.5 Reakcja fancuchowa polimerazy PCR

tancuchowa reakcja polimerazy, PCR (ang. Polymerase Chain Reaction) jest uzywana do
detekcji okreslonego fragmentu DNA w badanej préobce. W przypadku obecnosci danej sekwencji
dochodzi do jej amplifikacji i wygenerowania nawet miliondw jej kopii. Odbywa sie to w cyklicznych
etapach (Rysunek 7) zachodzacych w réznych temperaturach. Najpierw dochodzi do denaturacji nici
DNA w wysokiej temperaturze, zazwyczaj 95°C. W kolejnym etapie nastepuje przytgczenie starteréw —
specyficznych oligonukleotydéow DNA komplementarnych do sekwencji okalajgcych powielany
fragment. Temperatura w tej czesci reakcji jest zalezna od temperatury topnienia starterow i nie moze
by¢ od niej wieksza. W ostatnim etapie, prowadzonym zwykle w temperaturze 72°C, pozadany odcinek
DNA jest wydtuzany przez termostabilng polimeraze DNA (35). Wraz ze wzrostem czasu liczba
amplifikowanych fragmentow DNA rosnie wyktadniczo, jak 2", gdzie n oznacza liczbe cykli (36).

Denaturacja Przytaczanie polimeraza Wyd’fuian.ieT
Vi starterow DNA‘\ nici
matryca DNA ) L o e ama——— T 5% i

5 starter 2

g LR o P (Starter 1 4« ¥ :
3, 3,
\

Rysunek 7. Schemat jednego cyklu reakcji PCR. Zrédto: https://esp.labbox.com/

2.6 Klonowanie molekularne

Klonowanie molekularne to metoda inzynierii genetycznej. Wykorzystywane jest do
identyfikacji gendw, przeprowadzania ukierunkowanej mutagenezy, modyfikacji organizmoéw,
produkcji biatek rekombinowanych oraz replikacji okreslonego DNA. Pozgdany odcinek DNA (wstawka)
jest wtaczany do czgsteczki nosnika, najczesciej wektora plazmidowego, ktéry jest wprowadzany do
komarek gospodarza w celu namnozenia i otrzymania duzej liczby identycznych kopii (klonéw).
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Wybdr wektora plazmidowego

Wektor plazmidowy odpowiedni do klonowania powinien zawiera¢ kilka istotnych elementoéw,
takich jak: origin (ori) miejsce rozpoczecia replikacji DNA, silny promotor, zawierajgcy sekwencje
rozpoznawang przez polimeraze RNA, miejsce do klonowania oraz geny markerowe lub reporterowe
(Rysunek 8). Polilinker (miejsce wielokrotnego klonowania), MCS (ang. Multiple Cloning Site) posiada
wiele miejsc restrykcyjnych, miedzy ktére mozna wstawié odpowiedni fragment DNA. Gen markerowy
umozliwia odréznienie bakterii zawierajgcych plazmid od tych bez plazmidu, np. gen opornosci na
antybiotyk. Gen reporterowy pozwala na oddzielenie bakterii zrekombinowanych, czyli posiadajgcych
plazmid ze wstawka, od bakterii niosgcych plazmid bez wstawki, np. gen B-galaktozydazy lub biatka
fluorescyncyjnego, wptywajgcych na barwe komoérek.

gen o~ 3 silny
reporterowy//* \promotor
&y

& 2
‘ i MCS
"
gen \ , 4

markerowy e

Rysunek 8. Schemat wektora plazmidowego do klonowania. ori - miejsce rozpoczecia replikacji DNA,
gen markerowy — gen selekcyjny na obcenos¢ plazmidu, np. opornosci na antybiotyk, gen reporterowy
— gen selekcyjny na obecnos¢ wstawki w plazmidzie, silny promotor — miejsce przytgczenia polimerazy
RNA, MCS - miejsce do klonowania z wieloma miejscami restrykcyjnymi. Zrédto:
aboutmolecularbiology.blogspot.com

Przygotowanie wektora i wstawki za pomocg enzymow restrykcyjnych

Enzymy restrykcyjne sg endonukleazami rozpoznajgcymi krotkie (4-8 par zasad), specyficzne,
palindromowe sekwencje DNA (37). W obrebie tych sekwencji przeprowadzajg hydrolize wigzan
fosfodiestrowych. Aby potaczy¢ wstawke z wektorem, obydwa fragmenty musza posiadac te same
miejsca restrykcyjne i zosta¢ poddane hydrolizie przez odpowiednie enzymy restrykcyjne (Rysunek 9).
Wodweczas bedzie mogto dojs¢ do zespolenia ich wolnych koncéw przy pomocy ligazy DNA. Enzym ten
tworzy wigzanie fosfodiestrowe miedzy grupa 3’-hydroksylowg deoksyrybozy konca jednego odcinka
DNA, a grupg 5’-fosforanowg konca drugiego odcinka.

plazmid

wstawka do wektor i wstawka zrekombinowany

wklonowania  zhydrolizowane tymi samymi
enzymami restrykcyjnymi

Rysunek 9. Schemat klonowania molekularnego. Zrédto: https://www.news-medical.net
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Selekcja plazmidu posiadajgcego wstawke

Do selekcji wiasciwego konstruktu (plazmidu posiadajgcego wstawke) dochodzi na podstawie
obecnosci gendéw opornosci na antybiotyki lub gendéw reporterowych (kodujacych np. biatka
fluorescencyjne). Wtedy, plazmid rekombinowany moze zosta¢ wprowadzony do organizmu
docelowego, np. szczepu bakterii, na drodze transformacji i namnozony w ich komadrkach.

Do przygotowania tej czesci skorzystano z nastepujgcych materiatow: (38,39).

2.7 Transformacja wektorowa metoda szoku cieplnego

Transformacja wektorowa metoda szoku cieplnego jest jednym ze sposobdw wprowadzania
DNA plazmidowego do organizmu biorcy. Odbywa sie to podczas wspdlnej inkubacji bakteryjnych
komodrek kompetentnych z wektorem. Przez wiekszos¢ czasu znajdujg sie one w niskiej temperaturze
(na lodzie), jednak zostajg na krotko umieszczene w temperaturze wyzszej, tzw. skok temperaturowy
(szok cieplny), i ponownie ulokowane na lodzie. Przygotowanie komodrek kompetentnych jest
niezbedne, aby mogty one pobrac¢ obce DNA. W tym celu stosuje sie schtodzony chlorek wapnia (CaCly),
ktory utatwia zwigzanie DNA z powierzchnig komérki biorcy. Dzieki temu, po szoku cieplnym, plazmid
moze dostac sie do wnetrza bakterii. Nastepnie, prowadzona jest hodowla bakterii oraz ich selekcja,
aby wytoni¢ tylko te, ktére zawierajg wprowadzony plazmid. W wyniku transformacji bakterie mogg
zyskac¢ dodatkowe geny, np. gen opornosci na antybiotyki lub geny réznych biatek i byé wykorzystane
do ich produkcji (40,41).

2.8 llosciowa reakcja PCR w czasie rzeczywistym poprzedzona reakcjg odwrotne;j
transkrypcji (RT-gPCR)

Jednym z rozszerzen podstawowej reakcji PCR jest bardzo czuta ilosciowa PCR w czasie
rzeczywistym (ang. Real-Time quantitive PCR) poprzedzona reakcjg odwrotnej transkrypcji (ang.
Reverse Transcription quantitive PCR), RT-qPCR. Monitorowany jest przyrost produktu amplifikacji w
czasie rzeczywistym w kazdym cyklu reakcji. Do probki reakcyjnej dodawane jest RNA, ktore przed
rozpoczeciem reakcji zostaje przepisane na DNA przy pomocy enzymu odwrotnej transkryptazy.
Technika Real-Time PCR wymaga zastosowania reporterowej czgsteczki fluorescencyjnej. Fluoroforem
moga by¢ znakowane sondy wigzace sie komplementarnie do okreslonej sekwencji DNA (np. sondy
TagMan oparte na zjawisku FRET (ang. Férster Resonance Energy Transfer) lub substancje interkalujgce
dwuniciowy DNA bez specyficznosci do sekwencji (np. SYBR Green). W poréwnaniu z sondami barwnik
SYBR Green jest bardzo trwaty, emituje silny sygnat po zwigzaniu z DNA, nie inhibuje reakcji PCR,
wchodzi w sktad mieszaniny reakcyjnej, jest fatwy w uzyciu i nie jest drogi. Detekcja produktéw
amplifikacji oparta SYBR Green jest najczesciej stosowanym fluoroforem w RT-PCR.

Reakcja moze by¢ przeprowadzona w jednej mieszaninie reakcyjnej, tzw. one-step. Cykl
termiczny prowadzony tg metodg sktada sie z kilku etapéw. Na poczatku, reakcja odwrotnej
transkrypcji (najczesciej w 50°C), z po niej aktywacja polimerazy i denaturacja DNA (najczesciej w
95°C). Kolejnym etapem jest amplifikacja powtarzana w $rednio 35-40 cyklach sktadajgca sie z dwdch
czesci: denaturacji DNA w 95°C, przytgczania starteréw i wydtuzania sekwencji w temperaturze
zaleznej od ich temperatury topnienia.
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Przyrost produktu pojawia sie jako krzywa amplifikacji, dzieki obecnosci fluoroforu (Rysunek
10). Do analizy brane sa cykle kwantyfikacji (Cq, ang. quantification cycle), w ktérych krzywa przekracza
warto$¢ progowaq detekcji i osigga plateau. Warto$¢ Cq jest odwrotnie proporcjonalna do stezenia
poczatkowego matrycy (fragment nici DNA lub RNA na podstawie ktérej powielana jest informacja).
Im wczesniejszy cykl, w ktédrym pojawi sie sygnat, tym wiecej kopii DNA otrzymuje sie w czasie reakgji.

Faza plateau

Fluorescencja
o o A
i

o
[
L

Cq

o
EEN
L

Faza wykladnicza wartosé

_______________________________ progowa
10 20 30 40
Numer cyklu

Rysunek 10. Przyktadowa krzywa amplifikacji. Cq — cykl kwantyfikacji. Zrédto: (42)

Analize wartosci C; mozna przeprowadzi¢ za pomocy wzglednej (Relative Quantition) lub
bezwzglednej (Absolute Quantition) analizy ilosciowej.

Analiza wzgledna — metoda poréwnawcza

W kwantyfikacji wzglednej poréwnywana jest wartos¢ Cq poszukiwanego genu miedzy probka
badang, a referencyjng prébka kontrolng. Wyznaczane sg wartosci C, reakcji amplifikacji gendw:
poszukiwanego i referencyjnego w prébce badanej i kontrolnej. Gen referencyjny nie podlega
zmianom ekspresji, znajduje sie we wszystkich komadrkach i wystepuje w nich w tej samej liczbie kopii.

AC, (probka badana) = C, genu poszukiwanego - C, genu referencyjnego (25)

AC, (probka kontrolna) = Cq genu poszukiwanego - C, genu referencyjnego (26)
Nastepnie, obliczana jest réznica:
AAC, miedzy prébkami: AAC, = AC, (prébka badana) - AC, (prébka kontrolna)  (27)

Wodweczas, wyliczana jest znormalizowana wartos¢ parametru R okreslajgcego czy wzgledny poziom
ekspres;ji (lub liczba kopii) badanego genu poréwnany miedzy prébkg badang i kontrolng s3 takie same.

R =2-%4¢a (28)

R = 1 oznacza, ze poziom ekspresji jest taki sam, R < 1 - poziom ekspresji w prébce kontrolnej jest
wyzszy niz w probce badanej, R > 1 - poziom ekspresji w probce badanej jest wyzszy niz w probce
kontrolnej.
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Analiza bezwzgledna — metoda krzywych standardowych

Kwantyfikacja bezwzgledna réwniez wykorzystuje wartosci C, do okreslenia poziomu ekspresji
gendéw, ale opiera sie na znanych wartosciach probki referencyjnej (stezenie lub liczba kopii).
Wykorzystuje sie krzywe standardowe opisane rownaniem regresji liniowej otrzymane z kilku reakcji o
seryjnych rozcienczeniach matrycy, np. rozciefczenia dziesietne. llos¢ badanego genu jest
normalizowana wzgledem kontroli wewnetrznej — genu referencyjnego eksprymowanego na
niezmiennym poziomie. Do badanej prébki dodawana jest matryca o znanym stezeniu i wartosci C,
ktdra powinna by¢ amplifikowana w takiej samej wydajnosci i przy uzyciu tych samych starteréw co
matryca badana. Produkt kontroli wewnetrznej powinien rézni¢ sie od produktu matrycy badanej
wielkoscig lub posiadaniem wyznakowanych sond, dzieku ktéorym mozliwe jest odréznienie
fluorescencji pochodzacej z produktu szukanego, a produktu z kontroli wewnetrznej. Wyznaczenie linii
regresji pozwala na okre$lenie wspétczynnika determinacji R%, ktdry opisuje stopieri dopasowania
otrzymanej prostej w stosunku do modelu.

2 — R_SS — Z?:l(y\l_y)z (29)

TSS Y, (i—¥)?
gdzie RSS (ang. Regression Sum of Square) to suma kwadratow regresji, TSS (ang. Total Sum of Squares)
— catkowita suma kwadratéw, y, — wartos$¢ teoretyczna y dla obserwacji i, y; —wartos¢ y dla obserwacji
i, ¥ —srednia arytmetyczna wartosci y.

Do przygotowania tej czesci skorzystano z nastepujacych materiatow: (43-48).

2.9 Badanie minimalnego stezenia hamujgcego wzrost bakterii

Minimalne stezenie hamujgce wzrost bakterii, MIC (ang. Minimum Inhibitory Concentration) jest
najnizszym stezeniem zwigzku przeciwdrobnoustrojowego, ktére w kontrolowanych warunkach
catkowicie hamuje wzrost badanego szczepu bakterii. Wedtug ustalen Instytutu Norm Klinicznych i
Laboratoryjnych, CLSI (ang. Clinical & Laboratory Standards Institute) (49) oraz Europejskiego Komitetu
ds. Oznaczania Wrazliwosci Mikroorganizmow, EUCAST (ang. The European Committee on
Antimicrobial Susceptibility Testing) (50) wartosci MIC dla badanych zwigzkéw wyrazane sg w [ug/ml].
Ze wzgledu na badanie w niniejszej pracy peptydowych kwaséw nukleinowych, ktérych wyniki podaje
sie w [UM = umol/I], wartosci wszystkich uzytych zwigzkéw (rybozymy, peptydy, antybiotyki) wyrazono
w [UM]. Do wyznaczenia wartosci MIC badanych zwigzkdéw stosuje sie pozywke dedykowang do badan
wrazliwosci czgsteczek przeciwbakteryjnych — podtoze Muellera-Hintona (MH) w postaci agaru (MHA)
lub bulionu (MHB). Wyznaczanie MIC moze zosta¢ przeprowadzone m.in. metodg mikrorozcienczen
lub metodg gradientowg z wykorzystaniem paskéw nasgczonych okreslonym gradientem stezen
antybiotyku (nie wykorzystano w pracy).

Wyznaczanie MIC metod3a mikrorozcienczen

Do sprawdzenia wartosci MIC potrzebne sg roztwory badanych zwigzkéw oraz hodowla bakterii
przygotowane w $cisle okreslony sposdb.
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** Przygotowanie rozcienczen badanych zwigzkéw

W celu okreslenia wartosci MIC metodami rozciericzania nalezy przygotowac roztwory badanych
zwigzkow. W dotkach (np. kolumny 1) mikroptytki umieszcza sie odpowiednig ilos¢ sterylnej pozywki
MHB. Zazwyczaj jest to: a) 100 pl (objetosé koricowa) - x ul (x — ilos¢ zwigzku) w dotkach z wyjsciowym
stezeniem badanego zwigzku; b) 50 ul dla rozciericzen zwigzku i kontroli wzrostu; c) 100 pl dla kontroli
sterylnosci (sama pozywka). Wowczas, poczgwszy od dotkow ze stezeniem wyjsciowym, przeprowadza
sie podwdjne rozcienczenia seryjne badanych zwigzkéw. Polega to na przenoszeniu po 50 ul
rozpuszczonego w MHB zwigzku do kolejnych dotkdw. Na tym etapie otrzymuje sie po 50 pl pozywki z
gradientem stezen badanych zwigzkow.

¢ Przygotowanie hodowli bakterii
Z wyrostych na szalce bakterii nalezy pobrac¢ jedng kolonie z kolonii podobnych morfologicznie i
hodowa¢ przez noc w podtozu ptynym. Nastepnego dnia, hodowla bakterii jest odSwiezana w podtozu
MHB. Po osiggnieciu fazy logarytmicznego wzrostu (Rysunek 11), zawiesina bakterii jest rozciericzana
w podtozu MHB do liczby ~5 x 10° CFU/ml (CFU, ang. Colony-Forming Unit - jednostka tworzaca
kolonie). Z tak przygotowanej hodowli dodaje sie po 50 ul bakterii do dotkéw zawierajgcych
rozcienczenia zwigzkow oraz dotkéw dedykowanych kontroli wzrostu.
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Rysunek 11. Fazy wzrostu bakterii Zrédto: https://app.jove.com/

/7

+ Interpretacja wynikéw mikrorozcienczen

Po inkubacji bakterii z badanymi zwigzkami przeprowadzonej w okreslonych warunkach (opisano w
czesciach projektowych), wartos¢ MIC danego zwigzku jest okreslany jako pierwsze stezenie, ktore
catkowicie uniemozliwito widoczny wzrost testowanego szczepu bakterii (Rysunek 12).
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Rysunek 12. Schemat interpretacji wynikdw mikrorozcienczen siedmiu testowanych zwigzkéw i
antybiotyku kontrolnego. Warto$é MIC danego zwigzku jest oznaczona jako pierwsze stezenie, w
ktdrym nie zaobserwowano wzrostu bakterii. Na schemacie nie umieszczono dotkdéw zawierajacych
sama pozywke (kontrole sterylnosci). Zrédto: https://emerypharma.com

Do przygotowania tej czesci skorzystano z nastepujgcych materiatow: (49-51)

2.10 Redukcyjny test resazuryny

Resazuryna jest nietoksycznym barwnikiem, ktéry fatwo przechodzi do wnetrza komaérki.
Wykazuje bardzo niski poziom fluorescencji, jest wrazliwa na pH srodowiska i reakcje redoks. W
roztworach o pH ponizej 3,8 przyjmuje kolor pomaranczowy, zas powyzej 6,5 ciemnoniebieski lub
fioletowy. Jest w stanie przenika¢ do komadrek i wykazywad ich zywotnosé, dzieki podatnosci na reakcje
redoks. W komdrkach zywych, a wiec aktywnych metabolicznie, w obecnosci dehydrogenazy NADPH
lub NADH resazuryna ulega redukcji do silnie fluorescencyjnej rezorufiny (Rysunek 13). W przypadku
martwych komdérek nie dochodzi do redukcji, wiec kolor barwnika pozostaje niezmieniony. Resazuryna
wykazuje maksimum absorbcji przy dtugosci fali 600 nm, za$ rezorufina przy 570 nm, co umozliwia
rozdzielny pomiar spektrofotometryczny (52).
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Rysunek 13. A. Schemat redukcji resazuryny do rezorufiny. Widma B. absorpcji i C. fluorescencji
resazuryny i rezorufiny. Zrédto: (52)
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3 Metody statystyczne

3.1 Srednia, btad standardowy $redniej i odchylenie standardowe

Srednia X jest wartoécig reprezentujgca $rodek zbioru sktadajgcego sie z co najmniej dwéch
liczb: x4, x5, ..., x,. W przypadku S$redniej arytmetycznej stanowi wynik sumy wszystkich wartosci
danego zbioru (gdzie i to wartos¢ pojedynczej préobki) podzielong przez ich catkowitg liczbe n (53).

_ 1 X+ H Xy
X ;(Z?:Mi):% (30)

Do przedstawienia danych prébki oraz wyjasnienia przeprowadzonej analizy statystycznej
stosuje sie m. in. odchylenie standardowe, SD (ang. Standard Deviation) oraz btad standardowy
sredniej, SEM (ang. Standard Error of the Mean). Mogg by¢ stosowane wymiennie obok wyliczonej
sredniej, mimo ze okreslajg rozne parametry. SD okresla zmiennos$¢ iloSciowo podajac rozrzut wartosci
poszczegblnych prob w stosunku do ich sredniej (Réwnanie). SEM iloSciowo opisuje niepewnos¢
oszacowania sredniej, czyli jak bardzo srednia prébki rézni sie od sredniej populacji (Rdwnanie) (54,55).

_ [Zxi—%)?
SD = / = (31)

SEM =32

N (32)

3.2 Dwuczynnikowa analiza wariancji (ANOVA)

Dwuczynnikowa (dwukierunkowa) analiza wariancji, ANOVA (ang. ANalysis Of VAriance)
ocenia wptyw dwdch zmiennych niezaleznych, ktére kontrolujemy (np. czas, stezenie, zwigzek
przeciwbakteryjny, szczep bakterii) o réznych poziomach na jedng zmienng zalezng od nich, ktorg
mierzymy (np. hamowanie wzrostu bakterii, emisja fluorescencji biatka). Pozwala pozna¢ czy istnieje
statystycznie istotna rdznica miedzy Srednimi zmiennych niezaleznych. Doktadniej, czy zmiana poziomu
okreslonej zmiennej niezaleznej wptywa na Srednig wartos¢ zmiennej zaleznej. Wptyw czynnikéw
niezaleznych na warto$¢ zalezng badany jest zaréwno oddzielnie, jak i w interakcji ze soba.
Interakcja/Wspodtdziatanie ma miejsce, jesli jedna zmienna niezalezna wykazuje inny efekt pod
wptywem poziomu drugiej zmiennej niezaleznej. Przyktadem moze byé zahamowanie wzrostu bakterii
w czasie pod wptywem wiekszego stezenia badanego zwigzku w poréwnaniu do mniejszego stezenia
lub bakterii inkubowanej w pozywce bez dodatku bez zwigzku.

Aby mozna byto postuzy¢ sie analiza dwukierunkowg ANOVA muszg zostaé spetnione
nastepujgce zatozenia: jednolitos¢ (homogenicznos$¢) wariancji, losowy i niezalezny wybér préb oraz
rozktad normalny badanych populacji. Populacjg moze by¢ np. szczep bakterii, a na podstawie prdby
whnioskujemy o populacji. Zaktadajac, ze zatozenia sa spetnione, a populacje majg takg samg liczbe
obserwacji mozna rozpatrzy¢ analize dwdch zmiennych niezaleznych.

Zmienna A posiadajgcg a poziomdw oraz zmienna B posiadajgcg b pozioméw. W analizie
dwukierunkowej sprawdza sie interakcje AB miedzy zmiennymi (Tabela 2). ANOVA testuje dwie
hipotezy: zerowg i alternatywng. Pierwsza stanowi o braku istotnych réznic miedzy sSrednimi
populacyjnymi, a wszelkie obserwowane rozbieznosci sg skutkiem btedu lub dzietem przypadku.
Hipoteza przeciwna zaktada, ze statystycznie, rdznice te nie sg przypadkowe. Dla kazdej zmiennej, jak
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rowniez ich wzajemnych interakcji wyznacza sie liczbe stopni swobody (v), sume kwadratéw odchylen
(SS) i sredni kwadrat odchylen (MS). Na ich podstawie wylicza sie wartosc¢ statystyki testowej (F).

Tabela 2. Parametry do przeprowadzenia dwuczynnikowej analizy wariancji. Parametry: X — Srednia
catkowita, a — liczba poziomdéw zmiennej A, b — liczba pozioméw zmiennej B, i — indeks poziomow
zmiennej A, j —indeks poziomow zmiennej B, n — liczba wartosci danego poziomu, x;j, — wartosc¢ k na
poziomach i zmiennej A i j zmiennej B.

Zmienna Liczba stopni Suma kwadratéw odchylen Sredni kwadrat Statystyka Wartosc
swobody (v odchylen testowa rytyczna(F,
body (v) SS dchylen (MS) (F) | k (F,)
a 5SS, MS,
55, = bn Y (% — % M=o | BTwms, |
A Vy=a— 1 i=1 vAve
b S5 _ MSp
SSp = anZ(fj - x)? My = b—1 Fp = MS, Fop ve
B vg=b—1 = '
SSap = MSyp= Fpp =
v =
AB 4 ¢ 2 - _ _ 2 FvAB,ve
(a—1)b-1) | " Z(xu — X — X+ X) SSup MS,p
== (a-1)(b-1) MS,
v, = Ms, = SS.
Bfad (e) 5SS, =SS, —SS, — SSp ab(n—1)
ab(n—1)
U, = a b n
Catosc S8 = Z Z(xuk - x)?
abn —1 i=1 j=1 k=1

Podaje sie rowniez warto$¢ poziomu istotnosci statystycznej a o wybranym poziomie ufnosci
(najczesciej 5%), ktdra opisuje rodzaj i prawdopodobienstwo wystgpienia btedu. Przy jej pomocy oraz
wartosci krytycznej odczytanej z tablic (F,) okresla sie prawdziwos¢ hipotezy zerowej. Stosunek
wartosci F i F, umozliwia okreslenie wartosci prawdopodobieistwa P uzyskania wartosci F przez
przypadek. Wskazuje jakie powinny by¢ wyniki, aby odrzuci¢ hipoteze zerowg na rzecz alternatywnej.

1. Jedli P> a hipoteza zerowa zostaje przyjeta, a wynik jest nieistotny statystycznie.

2. W przypadku P < a to hipoteza zerowa jest odrzucana, a wynik jest istotny statystycznie.
Istotnos$¢ statystyczng mozna w uproszczeniu oznaczaé systemem gwiazdek.

Dla wielkosci a réwnej 5%, wartosci:

P <0,0001 (****) oraz P < 0,001 (***) sg wysoce istotne statystycznie;
P<0,01(**)iP<0,05(*)istotne statystycznie.

Do przygotowania tej czesci skorzystano z nastepujgcych materiatéw: (56-62)
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3.3 Regresja liniowa

Regresja liniowa (ang. slope intercept) opisuje zalezno$¢ zmiennej zaleznej y od zmiennej
niezaleznej x. Zalezy rowniez od wspdtczynnika kierunkowego regresji a (ang. slope) opisujgcego
nachylenie linii oraz wyrazu wolnego b (ang. intercept) wskazujgcego na jakiej wartosci liczbowej
dochodzi do przeciecia osi y:

y=ax+b (33)

W przypadku dwdch punktéw A i B, wartos$é a jest wyznaczana nastepujgco:

a=(G20 (34)
zas b:
b=y—ax (35)

Punktéw pomiarowych czesto jest wiecej, a ze wzgledu na ich rozrzut nie przechodzi przez nie jedna
prosta. Wtedy do jej optymalnego wyznaczenia, a wiec znalezienia najlepszej zaleznosci miedzy
wartosciami x i y najczesciej stosuje sie metode najmniejszych kwadratéw. Polega ona na wytyczeniu
takiej linii, ktdrej parametry a i b znajdg minimum dla sumy kwadratéw rdznic wartosci
obserwowanych (punkty pomiarowe) i wartosci wyznaczonych przez model (wartosci z rdwnania).
Oznacza to jak najmniejsze btedy pochodzgce z odlegtosci punktdw od wyznaczonej linii. Wéwczas
wartos¢ a jest wyliczana ze wzoru:

_ X (=0 yi=y)
a= i (=x)? (36)
zas b:
b=y—ax (37)

Do przygotowania tej czesci skorzystano z nastepujgcych materiatéw: (63,64)
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4 Przeciwbakteryjna aktywnos¢ rybozymu hammerhead

4.1 Wstep

4.1.1 Escherichia coli jednym z najwiekszych zagrozen bakteryjnych

Analiza danych szpitalnych i naukowych pochodzacych z osrodkéw na catym sSwiecie i
dotyczacych opornosci bakterii na antybiotyki wykazata, ze Escherichia coli jest najbardziej
niebezpiecznym gatunkiem wsréd wszystkich bakterii opornych (8). Tym bardziej jest to niepokojace,
poniewaz E. coli jest naturalng czescig mikrobioty cztowieka i wchodzi w sktad bakterii jelitowych juz
od jego przyjscia na Swiat (65). Bakteria ta kontroluje réwnowage Srodowiskowg chronigc zywiciela
przed patogenami (66). Odpowiada réwniez za biosynteze witamin K (67) i B (68). W stabilnych
warunkach srodowiskowych jelit bakterie te nie sg szkodliwe. Jesli jednak naruszone zostang bariery
uktadu pokarmowego gospodarza lub pojawig sie problemy z obnizong odpornoscig organizmu, E. coli
moze staé sie zagrozeniem dla zdrowia, a nawet zycia cztowieka (69). Na przestrzeni lat E. coli
przeksztafcita sie w liczne patogenne szczepy niebezpieczne dla zdrowia ssakéw i czesto
doprowadzajgce do ich $mierci. Do tej pory dobrze scharakteryzowano szesé¢ zwigzanych z przewodem
pokarmowym patotypow zjadliwosci E. coli: dyfuzyjnie przylegajgce — DAEC, enteroagregacyjne —
EAEC, enteroinwazyjne — EIEC, jelitowo-krwotoczne — EHEC, enteropatogenne — EPEC i
enterotoksyczne — ETEC. Patotypy te rdznig sie czynnikami zjadliwosci i interakcjami z komdrkami
eukariotycznymi (69,70). Wystepujg réwniez zakazenia wywotane przez patogeny pozajelitowe, takie
jak E. coli zwigzana z zapaleniem opon mdézgowo-rdzeniowych (MNEC) wywotujgca takze posocznice
oraz uropatogenna E. coli (UPEC) bedaca gtdwng przyczyng zakazen drég moczowych. Ponadto,
szczepy EPEC, EHEC i ETEC mogg infekowad zwierzeta. Wykryto rowniez patogenng dla ptakdw E. coli
(APEC) odpowiedzialng za choroby drobiu: posocznice, infekcje drég oddechowych i zapalenie
osierdzia (69).

4.1.2 Kwasy rybonukleinowe

Kwasy rybonukleinowe, RNA (ang. ribonucleic acids) sg zwigzkami organicznymi zbudowanymi
z rybozy potaczonej wigzaniem 5’-fosfodiestrowym z resztg kwasu fosforowego tworzac szkielet
cukrowo-fosforanowy oraz wigzaniem N-glikozydowym z zasadg azotowa. Jedno potaczenie
powyzszych trzech czesci nosi nazwe rybonukleotydu. t3czg sie one w tancuch polirybonukleotydowy
przez grupe fosforanowa z jednej strony przytagczong do wegla 5’ rybozy poprzedniego nukleotydu, a z
drugiej do wegla 3’ nastepnego nukleotydu. taricuch RNA rozpoczyna sie grupg fosforanowg na 5’ -
koncu nici, a koiczy grupg hydroksylowg na koncu 3’ (Rysunek 14). Taka budowa nadaje czgsteczce
charakter polarny. RNA jest zazwyczaj jednoniciowe, chociaz moze wystgpi¢ w postaci dwuniciowej,
np. materiat genetyczny wiruséw i wiroidéw (71,72). RNA dzielimy na kodujace (~3%) (73) i niekodujace
(~97%) (74). Do kodujacych zalicza sie RNA informacyjne — mRNA (ang. messenger RNA) przenoszace
informacje genetyczng zawartg w DNA odnosnie sekwencji aminokwasow do biosyntezy biatek
zachodzacej w rybosomach. RNA niekodujace (funkcjonalne) stanowi m.in.: transportujgce RNA — tRNA
(ang. transfer RNA) dostarczajgce aminokwasy do rybosomu oraz rybosomowe RNA — rRNA (ang.
ribosomal RNA) wchodzgce w sktad rybosomu (75).
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Rysunek 14. Fragment taricucha RNA. Zrédto: https://homework.study.com/

4.1.3 Rybozymy

Rybozymy (RNAzymy) to czagsteczki RNA, ktére analogicznie do enzymow biatkowych maja
zdolnos¢ katalizy reakcji biochemicznych. W zaleznosci od kolejnosci nukleotydéw w nici RNA i jej
dtugosci (30 — 3000 nukleotyddw), rybozym moze tworzy¢ rézne struktury przestrzenne (76). Zasady
azotowe w jego jednoniciowym tancuchu (struktura pierwszorzedowa, Rysunek 15A) tgczg sie miedzy
sobg za pomocg wigzan wodorowych typu Watsona-Cricka w struktury drugorzedowe (Rysunek 15B),
np. spinki i petle wewnetrzne. Ich wzajemne przestrzennie oddziatywanie miedzy sobg tworzy
strukture trzeciorzedowg (Rysunek 15C). Ma ona charakter dynamiczny, dlatego aktywnos$é
katalityczna rybozymu jest mozliwa wyfacznie wtedy, gdy struktura trzeciorzedowa jest odpowiednio
pofatdowana i stabilizowana gtéwnie przez kationy magnezu (Mg?) (77-79). Ich obecnoéé
przeciwdziata ujemnemu fadunkowi reszt fosforanowych obecnych w nici RNA zapobiegajac
wzajemnemu elektrostatycznemu odpychaniu sie zgromadzonych tadunkow.

Rysunek 15. Struktury RNA: A. pierwszorzedowa; B. drugorzedowa; C. trzeciorzedowa. Zrédto:
https://zfangcs.wordpress.com/
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4.1.4 Reakcje katalityczne przeprowadzane przez rybozymy

Enzymy RNA znaleziono w genomach organizméw eukariotycznych i prokariotycznych (80,81).
Wyodrebniono trzy grupy naturalnie wystepujgcych rybozymdw. S to rybozymy: matoczgsteczkowe,
wielkoczgsteczkowe oraz rybosom. Rybozymy mato- i wielko-czasteczkowe katalizujg reakcje z
transferem grupy fosforanowej przez samorozszczepienie (ang. self-cleaving) lub samosktadanie (ang.
self-splicing). W obydwu przypadkach ma miejsce atak nukleofilowy na grupe fosforanowg, a nastepnie
opuszczenie jej przez jeden atom tlenu. W wyniku reakcji samorozszczepienia powstajg dwa produkty,
w ktérych wczesniejszy nukleotyd zakonczony jest cykliczng grupg 2’,3’-fosforanowg, a kolejny
nukleotyd rozpoczyna sie grupg 5’-hydroksylowg. Po reakcji samosktadania pierwszy produkt
zakonczony jest grupa 3’-hydroksylowa, zas drugi rozpoczyna sie grupg 5’-fosforanowg (81). W
czgsteczce 23S rRNA podjednostki 50S rybosomu za reakcje katalizy odpowiada transferaza
peptydylowa tworzaca wigzanie peptydowe miedzy aminokwasami podczas translacji. Nastepuje atak
nukleofilowy grupy a-aminowej aminokwasu w miejscu A rybosomu na wegiel grupy karboksylowe;j
aminokwasu powstajgcego w miejscu P rybosomu. W efekcie powstaje peptyd o dtugosci N+1 (w
miejscu P) i tRNA z grupg hydroksylowg na korcu 5 (w miejscu A) (82). Bazujac na naturalnych
katalitycznych RNA zaproponowano sztuczne rybozymy o szerszym zakresie aktywnosci. Czgsteczki te
katalizujg m. in. reakcje: hydrolizy 2’,3'-cyklicznego fosforanu, ciecia, ligacji, fosforylacji, polimeryzacji
i kapowania RNA, adenylacji aminokwaséw, reakcji aldolowej, utleniania alkoholu, redukcji aldehydéw,
transferu acylu, tworzenia wigzania peptydowego, syntezy peptydylo-RNA, nukleotydéw
pirymidynowych i purynowych, amidéw, mocznika oraz innych reakcji (79). Co wiecej, aktywnos¢
katalityczna rybozymdéw nie wymaga dodatkowych kofaktoréw (83). W Tabeli 3 zestawiono wybrane
naturalnie wystepujace rybozymy (81,84—88). Pierwsze z nich odkryto w latach 80. XX wieku. Wszystkie
poznane do tej pory enzymy RNA zostaty zebrane w bazie danych Ribocentre. Znajdujg sie w niej dane
dotyczace m. in. odkrycia, sekwencji, struktur, mechanizméw katalitycznych i zastosowan 21 rodzin
rybozymow (89).

Tabela 3. Charakterystyka naturalnych rybozyméw.

Grupa Rybozym Wielkos¢ Reakcja Kataliza Gtowna Wystepowanie
rybozymoéw [nt] funkcja
Mato- Hammerhead 40-70 przetwarzanie | wiroidy, wirusy
czasteczkowe multi- roslinne,
merycznych prokarionty,
transkryptow eukarionty
- podczas . -
Hairpin ~70 transestryfikacja replikacji wirusy roslinne
Hepatitis ~90 in cis samo- toczche{go s1& wirus ludzki
. ofa
Delta Virus rozszczepie-
Varkud ~160 nie grzyby
Satelite Neurospora
glmsS ~170 ciecie kontrola genu | bakterie Gram-
nukleolityczne dodatnie
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Wielko- Introny 210 grzyby, rosliny,
czasteczkowe protisty,
grupy | bakterie,
sktadanie bakteriofagi,
genu zwierzeta
transestryfikacja
Introny 500 in cis (ang. splicing) grzyby, rosliny,

samo- protisty,

grupy Il sktadanie bakterie,

archeony

RNaza P 350-410 hydroliza procesowanie archeony,

pre-tRNA tRNA bakterie,
eukarionty
snRNA U2/U6 180, 100 transestryfikacja czesSciowo sktadanie eukarionty

in trans przypomina genu
samo-
sktadanie

Rybosom 23S RNA 2600 transfer kataliza powstawanie archeony,
peptydylu transferu wigzania bakterie,
peptydylu peptydowego eukarionty

4.1.5 Aktywnos¢ katalityczna rybozymow in cis i in trans

Wiekszos$¢ rybozymow katalizuje rozszczepienie RNA na drodze in cis, co oznacza, ze
przeprowdzajg one reakcje na substracie obecnym w obrebie tej samej molekuty (Rysunek 16). Z
drugiej strony, wykazujg one takze aktywnos$¢ in trans, w ktorej katalizujg substrat bedacy odrebng
czasteczka RNA (88,90).

in cis x in trans x
d l|m:1:li'l ] I?[T-?%UGUG > WI [N 3
3|/—Gmﬂlihugg§¢l1uu 3'.-""_:“““ L C“-G - 5
A
g—EG% c-geu
ad azd
G=-C G-C
Agp® Agy®
Rysunek 16. Ciecie RNA przez rybozym in «cis i rybozym in trans. Zrédto:

http://academic.brooklyn.cuny.edu/

Wiasnie to dziatanie katalitycze wykorzystano do projektowania nowych, specyficznych
rybozymow in trans i badania ich potencjatu przeciwko réznym patogenom, chorobom oraz uzyciu w
terapiach genowych. Schemat dziatania takiego rybozymu sktada sie z trzech etapéw (Rysunek 17):

1. Rybozym rozpoznaje sekwencje docelowegu substratu RNA i przez parowanie Watsona-Cricka
tworzy z nim kompleks.

2. Nastepnie, przeprowadza reakcje katalityczng i rozszczepia czasteczke substratu w odpowiednim
miejscu.

3. Po tym, odtacza sie od przecietej czasteczki RNA i jest gotowy do rozpoczecia kolejnego cyklu.
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Rysunek 17. Schemat dziatania terapeutycznego rybozymu o aktywnosci in trans na przyktadzie ciecia
mMRNA bakteryjnego.

4.1.6 Terapeutyczny potencjat rybozymow

Zdolnos¢ ciecia substratow RNA przez rybozymy in trans zostata przetestowana w badaniach
klinicznych wykazujgc ich potencjat w terapiach genowych. Pierwszym syntetycznym rybozymem
poddanym takim testom byt Angiozym (ANGIOZYME®) (91,92). Jest on skierowany przeciwko mRNA
receptora 1 czynnika wzrostu srédbtonka naczyn VEGFR-1 (ang. Vascular Endothelial Growth Factor
Receptor 1) w celu przerwania jego szlaku, a tym samym zahamowaniu angiogenezy niezbednej do
wzrostu nowotworu i przerzutéw. Angiozym wykazat znaczace dziatanie przeciwnowotworowe,
hamowanie przerzutéw oraz brak toksycznosci w modelach zwierzecych (91,92). Wstepne badania
kliniczne na zdrowych ochotnikach oraz osobach z nieaktywnym nowotworem wykazaty dobrg
tolerancje i biodostepnos$¢, brak znaczacych dziatan niepozadanych rybozymu, jego toksycznosci
ogoélnoustrojowej i laboratoryjnej (92). W Il fazie badan klinicznych sprawdzono skutecznosé rybozymu
u pacjentdw w zaawansowanych stadiach choroby (m. in. nowotworach okreznicy, ptuc, piersi), ktérzy
przeszli wczesniej intensywne leczenie. Na tym etapie wykazano brak dziatania
przeciwnowotworowego, co wykluczyto dalsze badania nad Angiozymem (93). Kolejnym rybozymem
przeciwnowotworowym jest Herzym (HERZYM®) (94). Jest on skierowany przeciwko mRNA receptora
2 ludzkiego naskdrkowego czynniku wzrostu HER-2 (ang. Human Epidermal growth factor Receptor 2).
Ten protoonkogen ulega nadekspresji, m. in. w nowotworach piersi i jajnika, odpowiada za ich wzrost
oraz przerzuty (95). Dziatanie rybozymu anty-HER-2 u myszy spowodowato regresje guza (96). Mimo
dobrej tolerancji u pacjentéw w badaniach klinicznych Herzym wykazat jedynie stabilizacje opornego
na leczenie guza sutka, nie zaobserwowano choc¢by czesciowego spadku ekspresji mRNA HER-2 (97,98).
W badaniach klinicznych znalazty sie réwniez rybozymy przeciwwirusowe. Heptazym (HEPTAZYME®),
rybozym przeciw HCV (wirus zapalenia watroby typu C) celujacy w sekwencje zawierajgcg sygnat
inicjacji translacji wykazat 10% redukcje wirusa w surowicy pacjentéw. Zaobserwowano jednak
toksycznos¢ Heptazymu na zwierzetach (Slepota) i zaprzestano dalszych badan (99,100). Rybozym 071
przeciw wirusowi HIV zostat zaprojektowany do sekwencji mMRNA w miejscu naktadania sie dwdch
niezbednych mu gendw. Mimo efektywnego dostarczenia i ekspresji rybozymu w komodrkach, jak
rowniez jego dobrej tolerancji nie osiggnieto skutecznosci w hamowaniu replikacji wirusa (101,102).
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Aktywnosc¢ katalityczna rybozymow jest testowana w badaniach in vitro i in vivo rdwniez w
innych dziedzinach medycyny. Zaobserwowano ich potencjat w hamowaniu nadekspresji biatek.
Pozytywne wyniki dotyczg chordb miesniowych oraz neurodegeneracyjnych. W dystrofii miesni oczno-
gardtowych mutacja ludzkiego biatka jagdrowego 1 wigzgcego poli(A) PABPN1 (ang. Poly(A) Binding
Protein Nuclear 1) powoduje trudnosci w przetykaniu i opadanie powiek. Przeprowadzono testy w
modelach komdrkowych oraz transgenicznych nicieniach Caenorhabditis elegans, w ktérych obecnosé
zmutowanego biatka utrudniata ich poruszanie sie. Uzycie rybozymoéw spowodowato obnizenie
poziomu PABPN1, co przetozyto sie poprawe ruchliwosci nicieni (103,104). Dystrofia miotoniczna typu
1 (DM1) jest spowodowana nieprawidtowosciami genu kinazy biatkowej dystrofii miotonicznej DMPK
(ang. Dystrophia Myotonica-Protein Kinase). Transkrypty zmienionego genu tworzg ogniska powigzane
z patogenezg miesnia DM1. W badaniach wykazano wewnatrzkomorkowe rozszczepianie mRNA DMPK
i zaobserwowano znaczgce zmniejszenie liczby ognisk w ludzkich mioblastach DM1 (105). W chorobie
Alzheimera peptyd B-amyloidowy jest gtdwnym sktadnikiem toksycznych ptytek amyloidowych w
mozgach. Jego poziom zaleizy bezposrednio od aktywnosci B-sekretazy. Dziatanie rybozymoéw
zaprojektowanych przeciw temu enzymowi zahamowato jego ekspresje na poziomie mRNA oraz biatka
w ludzkich komdrkach embrionalnych (106). W chorobie Parkinsona dochodzi do degeneracji
neurondw, co zwigzane jest z obecnoscig agregatéw a-synukleiny. Zaprojektowany rybozym zmniejszyt
ekspresje biatka a-synukleiny w ludzkich komdérkach embrionalnych. Wstrzykniety do istoty czarnej
szczurdw, ze sztucznie wywotang chorobg, znaczgco ochronit komérki przed smiercig apoptotyczng i
umozliwit przezycie wiekszej liczby neuronéw (107). W przypadku glejakdw uzyto modelu
ksenoprzeszczepu podskérnego nowotworu u myszy. Wykazano, ze réwnoczesne zastosowanie dwéch
rybozymow celujgcych w dwa istotne do rozrostu glejaka biatka catkowicie hamowato wzrost guza
(108). Aktywnosé rybozymow zostata zaobserwowana rowniez przeciwko wirusom. Rybozym celujacy
w transkrypt wirusa opryszczki pospolitej HSV (ang. Herpes Simplex Virus) zablokowat jego reaktywacje
u wiekszosci badanych krélikéw (109). W wirusowych zapaleniach watroby typu B (110) i C (111), HBV
i HCV (ang. Hepatitis B/C Virus) rybozymy skutecznie zmniejszaty lub eliminowaty RNA ulegajgce
ekspresji w komodrkach ludzkich (110) i zwierzecych oraz w pierwotnych hepatocytach ludzkich
uzyskanych od pacjentéw przewlekle zakazonych HCV (111). Rybozym celujagcy w mRNA kodujgce
biatko istotne w replikacji wirusa grypy typu A wykazat wysoki poziom hamowania replikacji wirusa w
liniach komérkowych zwierzat (112). Sprawdzono aktywnos¢ rybozymoéw w modulacji metabolicznej
jako czynnik przeciw glukokinazie w zwierzecym modelu cukrzycy typu Il. Wykazano, ze uwalnianie
insuliny z trzustki w odpowiedzi na glukoze byto zmniejszone (113). Biatko p53 kodowane przez gen
supresorowy odpowiada za hamowanie wzrostu i réznicowania sie komérek nowotworowych oraz
bierze udziat w naprawie DNA lub indukuje Smieré¢ komarki. Jego mutacja nie tylko wspomaga progres
nowotworu, ale prowadzi do jego opornosci na chemioterapie. Testy in vitro wykazaly, ze
zaprojektowany rybozym z wysoka wydajnoscig rozszczepiat mRNA zmienionego biatka p53 (114). W
przewazajgcej czeSci wymienionych badan zostat wykorystany rybozym hammerhead.

4.1.7 Rybozym hammerhead

Po raz pierwszy, rybozym hammerhead zostat zidentyfikowany w patogenach roslin - w wirusie
pierscieniowej plamistosci tytoniu (Tobacco Ringspot virus) (115) oraz wiroidzie skazy stonecznej
awokado (Avocado Sunblotch viroid) (116). Od tamtej pory znaleziono go réwniez w wielu réznych
organizmach prokariotycznych i eukariotycznych (87,88). Minimalny rybozym hammerhead zawiera 15
nukleotydéw w rdzeniu konserwatywnym otoczonych trzema helikalnymi trzonami (1, II, Ill) (Rysunek
18A). Jednak petny rybozym hammerhead, ktéry wykazuje nawet 2000 razy wiekszg aktywnosc
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katalityczng, posiada dodatkowe stabilizujgce strukture petle oraz trzeciorzedowe oddziatywania
miedzy nimi (Rysunek 18B) (87,88). Wiekszos¢ poznanych naturalnych rybozyméw hammerhead
wykazuje aktywnosc¢ in cis z miejscem ciecia w obrebie nici RNA. Schematycznie, mozna przedstawic
ten rybozym jako zamknietg kotowo czgsteczke sktadajaca sie z trzech petlii trzech trzonéw typu |, 11
lll. W zwigzku z tym, wystepuje on w jednej z trzech form - typu |, Il lub IIl - w zaleznosci, ktdrej petli
brakuje, a jej trzon pozostaje ,,otwarty” (Rysunek 18C).
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Rysunek 18. A. Struktura minimalnego rybozymu hammerhead. B. Struktura petnego rybozymu
hammerhead. C. Trzy typy rybozymu hammerhead. Zrédto: A, B https://en.wikipedia.org/; C (87).

Standardowy rybozym hammerhead o aktywnosci in trans przyjmuje w kompleksie z
substratem RNA forme Y-ksztattng i bazuje na konstrukcie typu lll. Sktada sie z konserwatywnego
rdzenia katalitycznego w obrebie trzonu Il, petli Il i dwdch ramion, ktére tworzg dwie helisy i lll w
kompleksie z substratem RNA (Rysunek 19) (87,88). Miejsce ciecia znajduje sie na nici substratu
bezposrednio po specyficznej sekwencji docelowej 5'-NUX{ -3'. N stanowi dowolny nukleotyd, U
uracyl, zas X dowolny nukleotyd z wyjatkiem guaniny, ktéra wigzataby cytozyne obecng w sekwencji
rdzenia katalitycznego uniemozliwiajgc w ten sposéb rozszczepienie substratu (117,118).

rybozym 3!
hammerhead

9]

substrat
trzon Il RNA

la I art Ny
petla 3
G katalityczny C o

U
trzon |l A GNA G trzon |

Rysunek 19. Schemat struktury drugorzedowej rybozymu hammerhead z substratem RNA.
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Rybozym hammerhead katalizuje reakcje transestryfikacji wedtug mechanizmu
dwuczasteczkowej substytucji nukleofilowej Sn2. Dochodzi do ataku nukleofilowego tlenu grupy 2'-
hydroksylowej na fosfor grupy 3’-fosforanowej tworzacej wigzanie 3’,5’'-fosfodiestrowe miedzy
dwoma nukleotydami. Nastepnie 5’-tlen opuszcza grupe fosforanowa. Tym samym, jeden z produktéw
ciecia zakonczony jest cyklicznym 2’,3'-fosforanem na koncu 3', zas drugi grupg 5'-hydroksylowg na
koncu 5' (Rysunek 20) (81,119).
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Rysunek 20. Reakcja transestryfikacji wediug mechanizmu dwuczgsteczkowej substytucji
nukleofilowej Sn2 przeprowadzanej przez rybozym hammerhead wraz ze stanem przejsciowym. Zrédto:
(81).

Rybozym hammerhead jest najlepiej poznanym, najmniejszym i najprostszym rybozymem o
wysokiej aktywnosci katalitycznej. Z tego powodu jest najczesciej wybierany do badan naukowych pod
katem zastosowania w potencjalnych terapiach.

4.1.8 Rybozymy jako potencjalne srodki przeciwbakteryjne

Mimo duzego zainteresowania uzyciem rybozymdéw w medycynie, literatura na temat ich
aktywnosci przeciwbakteryjnej jest bardzo uboga. Zaobserwowano aktywnos$¢ katalityczng
eksprymowanego z plazmidu rybozymu zastosowanego przeciw mRNA genu /exA kodujgcego represor
transkrypcji w E. coli BL21(DE3) (120) oraz zmniejszenie ekspresji mRNA genu lacZ' kodujgcego B-
galaktozydaze w E. coli XL1-Blue transfekowanej wektorem fagowym (121). W obydwu przypadkach
nie celowano w mRNA gendw kluczowych bakterii, wiec nie mogto dojs¢ do zahamowania ich wzrostu.
W jednym z badan udato sie zahamowac rozmnazanie i przezywalnos¢ bakterii w wyniku ciecia mRNA
kluczowego genu ftsZ, odpowiedzialnego za podziat komdrek bakteryjnych. Proces ten nie odbyt sie
jednak za pomocg enzymu RNA tylko przy uzyciu enzymu DNA (122). Kolejna praca wykazata
skutecznosé rozszczepienia mRNA protoonkogenu w komérkach bakteryjnych i ssaczych. Jednak w tym
przypadku protoonkogen zostat wprowadzono wraz z rybozymem jako dodatkowy gen na plazmidzie.
Nie byto to bezposrednie mRNA bakteryjne, a uzyty rybozym byt oparty na RNazie P (123). Mimo réznic,
przytoczone wyniki sg dobrg podstawg do dalszych badan w kierunku ciecia bezposrednio mRNA
gendw kluczowych bakterii przez rybozymy.

W badaniach wykonanych w ramach pracy doktorskiej zaprojektowano rybozym hammerhead
do ciecia mRNA trzech gendw kodujacych biatka niezbedne bakteriom E. coli do zycia. Geny
wyselekcjonowano na podstawie wynikdw otrzymanych wczesniej w laboratorium (124) oraz
informacji pochodzacych z projektu E. coli Genome Project przeprowadzonym na szczepie dzikim E. coli
K-12 MG1655 (125). Wyznaczono takie geny, aby produkty ich ekspresji petnity réznorodne funkcje w
bakterii (Tabela 4).
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Tabela 4. Wybrane geny kluczowe E. coli i funkcje petnione przez kodowane przez nie biatka.

Gen *Dtugosé Biatko *Liczba Funkcje biatka
genu [nt] aminokwasow
acpP Biatko przenoszace Nosnik i kofaktor w biosyntezie kwaséw
grupy acylowe, ttuszczowych  (126,127) i lipopolisacharydéw
(126- | 237 ACP (ang. Acy! Carrier 78 (endotoksyny)  (128,129).  Aktywuje  réwniez
130) Protein) nietoksyczng prohemolizyne w dojrzatg toksyne

niszczacg komorki ssakéw (130).

murA Transferaza Bierze udziat w pierwszym etapie biosyntezy
enoilopirogronianowa, peptydoglikanu (131).
(131) 1260 EPT (ang. EnoylPyruvate 419
Transferase)
frr Czynnik recyklingu Odpowiada za dysocjacje rybosoméw od mRNA po
rybosomow, terminacji translacji (132).
(132) 558 RRF (ang. Ribosome 185

Recycling Factor)
*Informacje pochodzg z bazy danych Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes for Bacteria Organisms (KEGG).

4.1.9 Zalety i wady rybozymdw w kontekscie ich potencjalnego uzycia w terapiach
przeciwbakteryjnych

Z przytoczonych weczesniej informacji wynika, ze do zalet rybozymoéw w kategorii
terapeutycznej nalezy bazowanie na ich naturalnej strukturze i aktywnosci katalitycznej. Sg one
czasteczkami RNA, ktére same w sobie nie sg toksyczne dla organizmu. Enzymy RNA sg uniwersalne,
specyficzne i selektywne. Uniwersalnos¢ polega na mozliwosci zaprojektowania ich przeciw kazdej
chorobie, nieprawidtowosci genetycznej, jak rdéwniez przeciw rdéinorodnym patogenom, pod
warunkiem, ze znamy strukture pierwszorzedowg RNA pozgdanego substratu. W przypadku bakterii
chorobotwdrczych, jeden rybozym moze zostac¢ uzyty przeciwko wielu szczepom posiadajgcym te samg
sekwencje celu mRNA. Specyficznosc i selektywnos¢ rybozymow dotyczy doktadnego rozpoznawania
konkretnego substratu mRNA - ciggu nukleotydéw wokdét docelowego miejsca ciecia. W sytuacji, gdy
bakteria uodporni sie na jeden rybozym, tatwo mozna zaprojektowac kolejny celujgcy w obszar w
obrebie tego samego transkryptu lub w mRNA innego istotnego genu. Daje to mozliwos¢ tatwego ich
przeprojektowywania w celach terapeutycznych. Rybozymy mozna by wykorzysta¢ w stosunku do
infekcji spowodowanych bakteriami opornymi, ktére sg bardzo trudne do wyleczenia innymi
sposobami.

Z kolei wadg enzymow RNA jest ich mniejsza stabilnos¢ w poréwnaniu do stabilnosci enzymdéw
DNA. Oznacza to, ze moga zosta¢ zdegradowane zanim catkowicie spetnig swojg funkcje
terapeutyczng. Wieksza podatnos¢ na hydrolize oraz ujemny fadunek czgsteczek RNA wymusza taki ich
sposéb dostarczenia, aby w formie niezdegradowanej przedostaty sie przez hydrofobowg btone
cytoplazmatyczng do wnetrza komarki pacjenta. W przypadku rybozymoéw przeciwbakteryjnych muszg
one dostac sie jeszcze do komédrek bakterii. Ponadto, trzeba bardzo starannie wybraé¢ miejsce ciecia
mRNA. Nalezy doktadnie sprawdzi¢ sekwencje docelowego substratu, aby nie doszto do przeciecia
mMRNA w komadrkach ludzkich. Mogtoby to spowodowaé optakane skutki w jego funkcjonowaniu.
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4.1.10 Plazmidy bakteryjne

Plazmidy bakteryjne to w wiekszosci dwuniciowe, koliste czgsteczki DNA, ktére moga
replikowac bez integracji z chromosomem gospodarza. Réznig sie wielkoscig, mechanizmem repliki,
liczbg kopii oraz zakresem gospodarzy. Nie odpowiadajg za podstawowe funkcje komérki. Mogg jednak
zawieraC geny, ktdre okazujg sie niezbedne, jesli komdrka bakterii znajdzie sie w warunkach
stresowych i potrzebuje dodatkowej funkcji, aby przetrwac. Jedng z nich jest opornos$¢ na antybiotyki.
DNA plazmidowe moze by¢ przenoszone miedzy komdrkami bakterii, a w konsekwencji czynié je
opornymi coraz wiekszg ich liczbe. Plazmidy sg stosowane na szerokg skale w biotechnologii i biologii
molekularnej jako wektory do klonowania i wektory ekspresyjne do produkcji biatek (133,134).

4.1.11 Kontrolowana ekspresja gendw operonu lac przy uzyciu polimerazy T7 RNA

Operon bakteryjny jest funkcjonalng jednostkg DNA transkrybowang jako pojedyncza
czasteczka RNA. Zaczyna sie od sekwencji promotora skad polimeraza RNA rozpoczyna transkrypcje, a
z nastepujaca po niej sekwencjg operatora tworzg region kontrolny. Sekwencja operatora znajduje sie
pod kontrolg biatka regulatora, ktore jest zakodowane przed sekwencjg operonu. Odpowiada ono za
wiaczanie lub wytaczanie ekspresji gendw strukturalnych znajdujacych sie za regionem kontrolnym.
Geny te koduja biatka petnigce rézne funkcje potrzebne bakterii (135,136). Operony mogg znajdowac
sie na DNA chromosomowym bakterii oraz na DNA plazmidowym. Szczep E. coli BL21(DE3) (137)
posiada w chromosomie gen polimerazy T7 RNA pod kontrolg promotora lacUV5. Stuzy on gtéwnie do
wytwarzania duzych ilosci biatek z gendw sklonowanych pod silnym promotorem w wektorach
ekspresyjnych poprzez kontrolowang indukcje zwigzkami dodawanymi do sSrodowiska bakterii. W
przypadku braku induktora, biatko represora blokuje transkrypcje operonu poprzez zwigzanie sie z
sekwencjg operatora (Rysunek 21A). W obecnosci induktora nastepuje uwolnienie sekwencji
operatora na skutek zwigzania induktora z biatkiem represora. Najczesciej uzywanym induktorem jest
izopropylo B-d-1-tiogalaktopiranozyd (IPTG). Wowczas polimeraza RNA moze przeprowadzi¢
transkrypcje. Ostatecznie produkowana jest polimeraza T7 RNA z chromosomowego DNA bakterii. Jesli
w komorce znajduje sie plazmid zawierajgcy sekwencje promotora i terminatora T7 dochodzi do
ekspresji gendw na odcinku pomiedzy nimi i powstania produktu finalnego (Rysunek 21B) (138).

A
*  chromosom
E. coli BL21(DEY) BERAK TRANSKRYPCII

— lacl F promotor lacUV5 u}c\o genT7

o | polimeraza RNA | §Fepreser oc
e pepemppege eyl 1 ZABLOKOWANY

+ IPTG olimeraza
B. TRANSKRYPCIA

_ fac! _prumolor facUvs| IacO | genT7T '-

NnAN polimeraza RN;ﬁﬁ

O VR ODBLOKOWANY |
polimeraza RNA

Amp — v“
Rysunek 21. Ekspresja genu z plazmidu pod promotorem T7 przy uzyciu polimerazy T7 RNA
indukowanej IPTG. A. Brak induktora IPTG. B. Obecno$¢ induktora IPTG. Zrédto: (139)
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4.2 Materiaty i metody

4.2.1 Przewidywanie i wizualizacja struktur kwasow nukleinowych in silico

Przewidywania struktur drugorzedowych komplekséw substrat:rybozym przeprowadzono przy
uzyciu programu Bimolecular Structure Prediction na serwerze RNAstructure (RNAstructure 6.4,
Mathews Lab, University of Rochester, NY, USA).

Do przygotowania struktur trzeciorzedowych uzyto serweréw RNAfold oraz RNAComposer.
Struktury te zwizualizowano w programie Visual Molecular Dynamics program (VMD).

4.2.2 Stezenia oligonukleotyddw RNA

Oligonukleotydy RNA substratéw oraz rybozymoéw zamodwiono w firmie Future Synthesis
(Poland, Poznan). RNA zostato rozpuszczone w sterylnej wodzie miliporowej Milli-Q (MQ — Integral 10).
Przy uzyciu spektrofotometru Evolution 300 UV-VIS (Thermo Scientific) w kuwecie o drodze
optycznej 1 ¢cm zmierzono absorbancje oligonukleotydow. Wspétczynniki ekstynkcji RNA zostaty
podane przez firme. Stezenia wyliczono na podstawie prawa Lamberta-Beera.

4.2.3  Weryfikacja formowania sie kompleksdow RNA in vitro metodg izotermicznej
kalorymetrii miareczkujacej (ITC)

Formowanie komplekséw RNA in vitro monitorowano jako wydzielang energie (ciepto i moc)
metodg izotermicznego miareczkowania kalorymetrycznego (ITC) przy uzyciu kalorymetru Nano ITC
Low Volume (TA Instruments) w dedykowanym programie ITCRun. RNA rozpuszczono w buforze
reakcyjnym 50 mM Tris-HCl pH 7.5 (Tris(hydroksymetylo)aminometan/Tris — Merck, Kwas solny/HCI —
Honeywell) z 10 mM MgCl, (Sigma). Substraty i rybozymy inkubowano oddzielnie w temperaturze 37°C
przez 10 minut w termomikserze (eppendorf). Stezenie koicowe RNA w kompleksach wynosito:
Substrat:Rybozymyurstkie (S:Rzirsti 32 WM:7 uM), Substrat:Rybozymyaigie (S:Rzangi 42 UM:6 pM).
Nadmiar substratu o objetosci 70 pl zostat umieszczony w strzykawce, zas 300 pl rybozymu znajdowato
sie w celce pomiarowe] kalorymetru. Celka referencyjna zostata napetniona wodg MQ. Czas
ekwilibracji systemu przed pierwszym miareczkowaniem zobrazowany jako linia bazowa wynosit 200
sekund. Przeprowadzono 17 miareczkowan substratu do rybozymu, kazde o objetosci 3 pl, co 500
sekund z predkoscig mieszania 350 rpm. Dane zostaty zanalizowane dedykowanym oprogramowaniem
NanoAnalyze (TA Instruments).

4.2.4  Ciecie substratu RNA przez rybozymy na drodze reakcji transestryfikacji in vitro

Reakcje ciecia in vitro przeprowadzono w 50 mM Tris-HCl pH 7.5, 10 mM MgCl,. Substraty i
rybozymy inkubowano oddzielnie w 90°C przez 1 minute w celu rozwiniecia struktury RNA. Nastepnie,
probki stopniowo schtodzono do 37°C, aby uzyskaty odpowiednig strukture przestrzenng. Substraty
zmieszano z odpowiednimi rybozymami i przeprowadzono reakcje ciecia w 37°C. Prébki pobierano w
odpowiednich punktach czasowych i zatrzymywano reakcje dodaniem 50 mM EDTA (kwas wersenowy,
ThermoFisher Scientific).

4.2.5 Rozdziat czgsteczek RNA po trawieniu metodg elektroforezy zelowej pionowe;j

Probki pobrane podczas reakcji ciecia rozpuszczono i ustabilizowano formamidem (FORMAZzol,
Molecular Research Center) w stosunku 1:1. RNA kontrolne substratéw i rybozymdéw obcigzono
barwnikiem 6x Loading Dye (ThermoFisher Scientific). Przed natozeniem na zel RNA zdenaturowano w
55°C przez 3 minuty. Prébki rozdzielono na 15% denaturujgcym zelu poliakrylamidowym z 7 M
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mocznikiem, 10% APS oraz TEMED (40% roztwor bis-akrylamidu — Bio-Rad, mocznik — Sigma,
nadsiarczan amonu/APS — Sigma, N,N,N’,N’-tetrametyloetylenodiamina/TEMED — Sigma) w buforze
1XTBE (tris — Merck, kwas borowy — Sigma, wersenian disodu/Na,EDTA — Sigma) przy uzyciu aparatu
do elektroforezy pionowej ASG-250 Gel System (C.B.S. Scientific).

Po polimeryzacji zelu, studzienki ostroznie przeptukano buforem do elektroforezy 1xTBE, az do
pozbycia sie z nich resztek akrylamidu. W celu podgrzania zelu i usuniecia pozostatosci mocznika,
przeprowadzono elektroforeze wstepng bez prébek (,pre-run”) przez 30 minut przy napieciu 400 V.
Ponownie przeptukano studzienki, a nastepnie natozono do nich prébki. Elektroforeza wtasciwa przy
napieciu 400 V trwata 3 godziny i 30 lub 45 minut. Po zakoniczeniu elektroforezy zele wybarwiono
barwnikiem do kwaséw nukleinowych SYBR Gold (Invitrogen, ThermoFisher Scientific) rozciericzonym
w buforze 1xTBE. RNA na zelach zwizualizowano przy uzyciu systemu do obrazowania zeli Molecular
Imager Gel Doc XR+ (Bio-Rad) korzystajac z dedykowanego oprogramowania Image Lab Software (Bio-
Rad). Intensywnosci pragzkéw RNA do analizy réwniez zmierzono w Image Lab Software.

4.2.6 Projektowanie plazmidu z systemami z rybozymem

Sekwencje systemoéw z rybozymem na plazmidzie pUC57(Kan) zaprojektowano i sprawdzono w
programie SnapGene Viewer. Plazmidy z zaprojektowanymi wstawkami zamdéwiono w firmie BioCat
(Niemcy, Heidelberg). DNA plazmidowe zostato rozpuszczone w sterylnej wodzie miliporowej MQ.
Stezenia prébek zostaty zmierzone przy uzyciu spektrofotometru DeNovix DS-11 Spectrophotometer.

4.2.7 Szczepy bakterii i przygotowanie komorek kompetentnych

Za pomoca zestawu E. coli Transformer Kit (A&A Biotechnology) przygotowano komorki
kompetentne szczepu E. coli TOP10 w celu wtransformowania do nich zakupionych plazmidéw i
zachowania w laboratoryjnym banku bakterii.

Do badan wtasciwych uzyto szczepu E. coli BL21(DE3) (137,138). Posiada on gen polimerazy T7 RNA
pod promotorem lacUV5. Polimeraza T7 RNA jest niezbedna do regulowania syntezy rybozymoéw
dostarczonych do komdrki bakterii na DNA plazmidowym pod promotorem T7.

Przygotowanie komoérek kompetentnych E. coli BL21(DE3) rozpoczeto od wysiania bakterii na
szalkach z pozywka LB (bulion lizogenny — VWR) zestalonych agarem, LA (bulion lizogenny z agarem —
VWR) i inkubowano przez noc w 37°C. Nastepnie, jedng kolonie bakterii zaszczepiono do 10 ml
ptynnego LB i wytrzasano przy 600 rpm przez noc w 37°C (Thermomixer comfort, Eppendorf).
Kolejnego dnia 1 ml hodowli nocnej dodano do 100 ml $wiezej, ptynnej pozywki LB i wytrzgsano w 37°C
przy 165 rpm (Incubator Shaker Series, Innova 44) do osiggniecia przez bakterie gestosci optycznej
miedzy 0,2, a 0,3 mierzonej przy dtugosci fali 600 nm. Hodowle bakterii rozdzielono po 50 ml do dwéch
sterylnych probéwek wiréwkowych (typu Falcon 50 ml) i inkubowano na lodzie przez 20 minut.
Zwirowano bakterie w 4°C przy 5000 x g przez 15 minut (Centrifuge 5810 R, Eppendorf). Usunieto
supernatant, a osad zawieszono w 10 ml schtodzonego na lodzie 0.1 M chlorku wapnia (CaCl, — Sigma).
Bakterie inkubowano na lodzie przez 40 minut i ponownie zwirowano w 4°C przy 5000 x g przez 15
minut. Usunieto supernatant, a osad zawieszono w 0.6 ml objetosci konncowej schtodzonego na lodzie
0.1 M CaCl,. Dodano 0.6 ml schtodzonego na lodzie 50% glicerolu (POCH) i zmieszano z bakteriami. Tak
uzyskane komérki kompetentne rozporcjonowano po 100 ul i zamrozono w -80°C.

4.2.8 Transformacja komérek kompetentnych

Zakupione plazmidy wtransformowano do komérek kompetentnych E. coli TOP10 wedtug
protokotu z zestawu E. coli Transformer Kit (A&A Biotechnology) i zachowano w banku bakterii.

Plazmidy do eksperymentow in vivo oraz komorki kompetentne E. coli BL21(DE3) inkubowano
na lodzie przez 15 minut w celu uzyskania tej samej temperatury. Nastepnie, dodano po 50 ng DNA
plazmidowego na kazde 100 pl komdrek kompetentnych i delikatnie zmieszano. Przeprowadzono
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rowniez transformacje kontrolng z uzyciem wody w celu sprawdzenia sterylnosci pozywki i
poprawnosci przeprowadzonej transformacji. Komérki kompetentne inkubowano na lodzie przez 30
minut, nastepnie w 42°C przez 2 minuty (szok cieplny) i ponownie na lodzie przez 2 minuty. Do 100 pl
poszczegdlnych komérek kompetentnych dodano po 1 ml podgrzanej do 37°C ptynnej pozywki LB |
wytrzagsano przez 1 godzine w 37°C przy 300 rpm (Thermomixer comfort, Eppendorf). Nastepnie,
bakterie zwirowano przez 1 minute przy 5000 rpm. Usunieto 1 ml pozywki LB, a osad zawieszono w
pozostatych 100 pl pozywki. Bakterie wysiano na szalkach LA z kanamycyng o koricowym stezeniu 50
mg/ml (Kan — Gibco, Fluorochem) i inkubowano przez noc w 37°C.

4.2.9 Hodowla bakterii i badanie aktywnosci rybozymu in vivo

Jedng kolonie kazdego z transformantéw E. coli BL21(DE3) zaszczepiono do 1 ml pozywki LB, MHB
(bulion Mueller Hinton — Difco) lub Davisa (pozywka minimalna zawierajgca sktadniki odzywcze
niezbedne wytgcznie do wzrostu szczepdw E. coli (140)) z koricowym stezeniem glukozy 0.4% (podtoze
minimalne Davis — Sigma, D-(+)-glukoza (Sigma)). Hodowle nocng w pozywkach LB i MHB
przeprowadzano z dodatkiem kanamycyny o korncowym stezeniu 50 pg/ul. W czesci eksperymentow
dodawano jony magnezu Mg* o koricowych stezeniach: 2,5, 5 lub 10 mM (chlorkek magnezu MgCl, —
Sigma). Podczas stosowania pozywki Davisa hodowle prowadzono bez kanamycyny i bez jonéw
magnezu. Hodowla byfa prowadzona przez noc w 37°C z wytrzasaniem 600 rpm. Nastepnego dnia,
eksperymenty przeprowadzano na dwa sposoby: 1.) przy uzyciu szklanych probéwek (w pozywce LB,
MHB lub Davisa) oraz 2.) 96-dotkowych mikroptytek (w pozywce MHB lub Davisa). Pomiary gestosci
optycznej prowadzone byty przy dtugosci fali 600 nm.

Pomiary w szklanych probéwkach

Bakterie z kazdej hodowli nocnej rozciericzono 100-krotnie w 2 ml tej samej Swiezej pozywki.
W przypadku hodowli w pozywkach LB i MHB, w czes$ci eksperymentéw dodano jony magnezu Mg?* o
koncowych stezeniach odpowiednio takich samych, jak w hodowli nocnej: 2,5, 5 lub 10 mM. Kazdy
transformant odswiezono w dwéch szklanych probéwkach (DURAN), aby podzieli¢ hodowle na dwie
grupy — z dodatkiem i bez IPTG. Bakterie wytrzgsano przy 600 rpm w 37°C i mierzono gestos¢ optyczng
co 30 lub 60 minut przy uzyciu spektrofotometru SP-830 Plus firmy Metertech. Na poczatku lub po 180
minutach hodowli w pozywce LB, 150 minutach w pozywce MHB oraz 240 minutach sw pozywce Davisa
do jednej z grup dodano induktor IPTG o koricowym stezeniu 1 mM. Pomiary w kazdym punkcie
czasowym byty poprzedzone pomiarem referencyjnym gestosci optycznej odpowiedniej sterylnej,
czystej pozywki (tzw. blank).

Pomiary w mikroptytce

Bakterie z kazdej hodowli nocnej rozcienczono 100-krotnie w odpowiedniej, swiezej pozywce,
jednak koncowa objeto$¢ probki w kazdej studzience wynosita 100 pl. W jednym powtdrzeniu
biologicznym dla kazdego transformanta wykonano 6 powtdrzen technicznych z induktorem IPTG i 6
bez IPTG. Koncowe stezenie IPTG wynosito 1 mM, ale zwigzek dodano do pozywki jeszcze przed
dodaniem bakterii. Przeprowadzono 2 biologiczne powtdrzenia w pozywce MHB i 3 w pozywce Davisa
(2 dla rybozymu dtugiego). Na kazdej ptytce byty 24 studzienki zawierajgce po 100 pl czystej pozywki
uzytej jako optyczna kontrola sterylnosci, a pdzniej do obliczen jako tto odejmowane od reszty
pomiardw. Ptytki (Nest Scientific Biotechnology) zaklejano transparentng, sterylng folig (Microplate
Sealing Films, EXCEL Scientific). Gestos¢ optyczna bakterii byta mierzona w czytniku mikroptytek
Microplate Biotek Synergy H1 co 30 minut w programie Genb.
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4.2.10 Pomiar poziomu mRNAgcpr za pomocgy ilosciowej reakcji tancuchowej polimerazy z
odwrotng transkrypcjg (RT-qPCR)

Nowe eksperymenty kinetyki przeprowadzono dla trzech wybranych hodowli w pozywce Davisa z
1mM IPTG na mikroptytkach (opisano w pkt. 4.2.9.). Wykonano dwa powtdrzenia biologiczne na jedng
hodowle, z ktérych kazde miato po dziesie¢ powtdrzen technicznych. Hodowle bakterii z kazdego
powtdrzenia biologicznego zmieszano i zwirowano. Doktadnie usunieto pozywke, a z pozostatego
osadu bakterii natychmiast wyizolowano RNA przy uzyciu zestawu Universal RNA Purification Kit
(EURX). Wszystkie powierzchnie oraz plastiki uzywane przy izolacji oczyszczono ptynem RNaseZap
(Invitrogen) w celu ochrony RNA przed degradacjg RNazami. Stezenie i czystos¢ RNA sprawdzono
spektrofotometrycznie analizujgc krzywa absorbancji oraz stosunek absorbancji przy dtugosci fal:
260/280 oraz 260/230. W przypadku zanieczyszczenia RNA reagentami z zestawu do izolacji, probki
oczyszczono uzywajgc zestawu RNA Clean & ConcentratorTM-5 (Zymo Research). Tak przygotowane
RNA wykorzystano do przeprowadzenia jednoetapowej ilosciowe]j taicuchowej reakcji polimerazy z
odwrotng transkrypcjg (RT-gPCR) zgodnie z protokotem z zestawu iTag™ Universal SYBR® Green One-
Step Kit (Bio-Rad) w termocyklerze C1000 Touch CFX96 Real-Time (Bio-Rad) i dedykowanym programie
CFX Maestro (Bio-Rad). Kazda reakcja zawierata 50 ng bakteryjnego RNA. Do weryfikacji ciecia
docelowego mRNA zaprojektowano trzy oligonukleotydy DNA, zas sekwencje starteréw do mRNA genu
referencyjnego zostaty zaczerpniete z literatury. Reakcje przeprowadzono w dwdch powtdrzeniach
biologicznych, w co najmniej dwdch niezaleznych powtérzeniach technicznych kazdej hodowli.
Temperatura topnienia na etapie hybrydyzacji starteréw do matrycy DNA (tzw. annealing) wynosita
54,1°C. Wzgledng ekspresje genéw w prébkach obliczono metodg poréwnawczg ACq, a nastepnie
poddano dwuczynnikowemu testowi ANOVA z odniesieniem do wynikéw otrzymanych dla genu
referencyjnego.

4.2.11 Synergia rybozymu z tetracykling

Powtérzono eksperyment kinetyki wzrostu dla wszystkich transformantéw. Bakterie na
mikroptytce hodowano w pozywce MHB z 1 mM IPTG (jak opisano w pkt. 4.2.9) i inkubowano w szesciu
stezeniach tetracykliny (0,5, 1, 2, 4, 8, 16 uM). Stezenia antybiotyku przygotowano bazujac na
protokole seryjnych rozcieniczen zgodnie ze standardami CLSI wediug metody MO07-A10 (49).
Eksperyment trwat 20 godzin z pomiarami gestosci optycznej rejestrowanymi co 30 minut przy dtugosci
fali 600 nm. Wykonano dwa powtdrzenia biologiczne otrzymujgc od dwdch do pieciu powtdrzen
technicznych na hodowle.

4.2.12 Pordwnanie docelowej sekwencji ciecia rybozymu w szczepach patogennych

W bazie danych KEGG (Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes) znaleziono docelowg
sekwencje ciecia substratu mRNA,,r W szczepie E. coli BL21(DE3). Nastepnie, z tej samej bazy
wyselekcjonowano 12 patogennych szczepdw E. coli i porédwnano ich sekwencje przy uzyciu serwera
Microbial Nucleotide BLAST i programu blastn. Sekwencje pobrano w plikach FASTA i zestawiono w
programie BioEdit Sequence Alignment Editor.

4.2.13 Analiza statystyczna

Przed pomiarem gestosci optycznej w szklanych probdwkach, kazdorazowo wykonywano pomiar
czystej pozywki (tzw. blank). W zwigzku z tym, dane surowe zmierzone w szklanych probéwkach mogty
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by¢ od razu uzyte do wykonania wykreséw. Analize wynikéw przeprowadzono w programie Microsoft
Excel. W przypadku pomiaréw gestosci optycznej na mikroptytkach wartosci kontroli sterylnosci
zostaty usrednione, a nastepnie odjete od wartosci gestosci optycznej hodowli bakterii. Powtérzenia
dla kazdego transformantu usredniono i poréwnano do kontroli wzrostu za pomocg dwuczynnikowego
testu ANOVA, ktdry tak jak wykresy wykonano w programie GraphPad Prism 8.

4.3 Wyniki

4.3.1 Rybozym hammerhead i miejsca ciecia na wybranych substratach mRNA

Testowany rybozym hammerhead (Rz) sktada sie z dwdch czesci. Pierwsza, o dtugosci 23
nukleotydéw ma statg sekwencje i obejmuje rdzen katalityczny, trzon Il oraz petle rybozymu (Rysunek
22). Drugg czes¢ stanowig ramiona rybozymu wigzgce sie komplementarnie do docelowej sekwencji
MRNA, z ktérg tworzg kompleks substrat:rybozym (S:R). Do kazdego substratu zaprojektowano dwa
warianty rybozymu hammerhead - rybozym z ramionami krotkimi (Rzwswi) i rybozym z ramionami
dfugimi (de{ugi). . Lo

miejsce ciecia
5' - GGAUAGGAAAUUUAAGAGUAUGAGCACUAUCGAAGUCG - 3

3- GCUAUCCUUU AAAUUCUC ACUCGUGAUAGCUUCAGCG -5
A

trzon lll A UG trzon |
A A ,
e A W rdzen
FyRozy G AG katalityczny
krotkie ramiona rybozymu € G
dtugie ramiona rybozymu g 8 6l

substrat

Rysunek 22. Zaprojektowany rybozym hammerhead z krétkimi i dtugimi ramionami w kompleksie z
substratem.

Wybrano trzy geny produkujace biatka niezbedne E. coli do zycia: acpP (126—130), murA (131)
i frr (132). Inne badania przeprowadzone w Laboratorium Maszyn Biomolekularnych (141,142),
potwierdzajg blokowanie sekwencji GAGUAUGAG lezgcej w obrebie miejsca rozpoczecia translacji
(kodonu START) mRNAgpr. Na podstawie powyzszych wynikdw wyselekcjonowano dwie tréjki
nukleotydéw do ciecia mRNA przez rybozym w obszarze kodonu START. Sekwencja GUA stanowi jedng
z najlepszych sekwencji do efektywnego ciecia przez rybozym hammerhead (117). Wybrano j3 jako
docelowe miejsce rozszczepienia mRNA gendw: acpP oraz frr. W przypadku mRNA genu murA, w celu
zachowania bliskiej odlegtosci miejsca ciecia od kodonu START i przy rdwnoczesnym braku sekwencji
GUA, wybrano tréjke AUA, ktdra rowniez podlega efektywnej reakcji transestryfikacji (143). Obydwie
tréjki nukleotyddw wystepujg w naturalnych substratach rybozymoéow hammerhead (144). Na Rysunku
23 przedstawiono fragmenty mRNA z miejscami ciecia wybranych gendéw, a w Tabeli 5 sekwencje
substratéw i rybozymdw uzytych w badaniach.
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miejsce ciecia kodon START mRNA
5...GAUAGGAAAUUUAAGAGUA |UGAGCACUAUCGAAGUC... 3’

dtugie ramiona Rz

acpP

krétkie ramiona Rz
kodon START miejsce ciecia mRNA,,,.4

5'...GAACAAACUAAAUGGAUA | AAUUUCGUGUUCAGGG... 3’

diugie ramiona Rz krétkie ramiona Rz
miejsce ciecia  Kodon START mRNA.,

5"...GUUUUCAAGGAUUCGUA |ACGUG*AUUAGCGAUAUC... 3’

dtugie ramiona Rz

krotkie ramiona Rz

Rysunek 23. Fragmenty mRNA wybranych gendw biatek niezbednych bakteriom do zycia. GUG* -
alternatywny kodon START w niektérych organizmach prokariotycznych.

Tabela 5. Sekwencje RNA wybranych fragmentéw substratéw mRNA i zaprojektowanych rybozymow.
W sekwencjach substratéw pogrubiono miejsca ciecia. W sekwencjach rybozymdéw pogrubiono statg
sekwencje rybozymu hammerhead, w tym rdzen katalityczny zaznaczony kolorem czerwonym.

RNA | Sekwencja 5’ — 3’ | Dtugos¢
gen acpP
Secor |GGAUAGGAAAUUUAAGAGUAUGAGCACUAUCGAAGUCG 38 nt
Rzirstki (GUGCUCACUGAUGAGGCCGAAAGGCCGAAAACUCUUAAA 39 nt
Rzgng |{GCGACUUCGAUAGUGCUCACUGAUGAGGCCGAAAGGCCGAAAACUCUUAAAUUUCCU | 61 nt
AUCG
gen murA
Smura  |CUGAGAACAAACUAAAUGGAUAAAUUUCGUGUUCAGGGGCCA 42 nt
Rzkréti [CACGAAAUUCUGAUGAGGCCGAAAGGCCGAAAAAUCCAUUUAG 43 nt
Rzagi |[CCCUGAACACGAAAUUCUGAUGAGGCCGAAAGGCCGAAAAAUCCAUUUAGUUUGUUC | 57nt
gen frr
Strr CAAGUUUUCAAGGAUUCGUAACGUGAUUAGCGAUAUCAGAA 41 nt
Rzkréti [CUAAUCACGUCUGAUGAGGCCGAAAGGCCGAAAAACGAAUCC 42 nt
Rzgng |[GAUAUCGCUAAUCACGUCUGAUGAGGCCGAAAGGCCGAAAAACGAAUCCUUGAAAAC | 57nt

4.3.2 Zaprojektowane warianty rybozymu i ich kompleksy z substratem in silico

Sprawdzono powstawanie kompleksdw miedzy sekwencjami wybranych fragmentéw trzech
substratéw mRNA z zaprojektowanymi rybozymami. Wyniki wykazaty formowanie sie oczekiwanych
komplekséw substratéw z obydwoma wariantami rybozymu celowanymi w kazdy z nich (Rysunek 24).
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Rysunek 24. Struktury dwuwymiarowe komplekséw rybozymdw z substratami.

Na rysunku 25 przedstawiono przewidywane struktury tréojwymiarowe wszystkich komplekséw wraz z
miejscami cigcia: Sacpp:RzZkrotkiy Sacpp:RZdtugi, Smura:RZkrstkiy Smura:RZdtugiy SfrriRZkrotki | SprriRZatugi.

Rz g

Rysunek 25. Struktury tréjwymiarowe komplekséw rybozymoéw z substratami. Powiekszono sekwencje
tréjek nukleotydéw z miejscami ciecia substratow (G — guanina, U — uracyl, A — adenina).
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4.3.3 Formowanie sie komplekséw substrat:rybozym in vitro

Wyniki miareczkowania fragmentdow substratéw mRNA do rybozymdw we wszystkich przypadkach
potwierdzity powstawanie komplekséw S:R o czym $wiadczg otrzymane krzywe sigmoidalne (Rysunek
26-28). Procesy sg spontaniczne i przebiegajg z wydzieleniem ciepta, wiekszego w przypadku wigzania
susbtratéw z Rzgigi iz z Rzkrewi. Stechiometria wigzania S:R oscyluje w granicach 1:1, co oznacza, ze na
jedng czagsteczke substratu przypada jedna czgsteczka rybozymu. State asocjacji (Ka) o rzedach
wielkosci 107-10° M* oraz dysocjacji (Kp) o rzedach wielkosci 10°-10® M potwierdzajg tworzenie sie
stabilnych komplekséw. Wskazujg réwniez, ze rybozymy diugie silniej wigzg substrat niz rybozymy
krétkie. Im dtuzszy kompleks S:R, tym wieksza energia uktadu (Tabela 6).

Fragment substratu mRNAcp z Rzatug tworzy kompleks zwigzany przez 38 par zasad (pz), natomiast
Z Rzkretki przez 16 pz. Stosunek molowy wigzania substratu do Rzgig Wynosi 0,97, za$ do Rz 1,1
(Rysunek 26, Tabela 6).

substrat acpP : dlugi rybozym anty-acpP substrat acpP : krotki rybozym anty-acpP
Czas [s] Czas [s]
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Rysunek 26. Wyniki pomiaréw ITC wigzania substratu mRNAr do rybozymow.

Fragment substratu mRNAmua z Rzawg tworzy kompleks zwigzany przez 34 pz, natomiast z
Rzkrowi przez 20 pz. Stosunek molowy wigzania substratu do Rzawg wynosi 0,93, za$ do Rzwsii 0,88
(Rysunek 27, Tabela 6).

substrat murA : diugi rybozym anty-murA substrat murA : krotki rybozym anty-murA
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Rysunek 27. Wyniki pomiaréw ITC wigzania substratu mRNA.ra do rybozymoéw.
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Fragment substratu mRNA, z Rzgigi tworzy kompleks zwigzany przez 34 pz, natomiast z Rzkrsti
przez 19 pz. Stosunek molowy wigzania substratu do Rzgwg wynosi 0,94, zas do Rzisti 1,23 (Rysunek
28, Tabela 6).

substrat frr : diugi rybozym anty-frr substrat frr : krotki rybozym anty-frr
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Rysunek 28. Wyniki pomiaréw ITC wigzania substratu mRNAg,do rybozymow.

Tabela 6. Wartosci termodynamiczne wigzania substratéw acpP, frr i murA do rybozymodw otrzymane
metoda ITC.

Kompleks Liczba par Ka [M7] Ko [M] Stosunek AH TAS AG
zasad molowy |[kJ/mol] |[kJ/mol] |[ki/mol]

Sacpp:RZirstki 16 2,949 x 107 | 3,391 x 108 1,10 -501,6 | -457,2 -44,4
Sacop:RZdtugi 38 1,973 x 10® | 5,069 x 10°° 0,97 -743,6 | -694,4 -49,2
Smura:RZkrstki 20 3,983 x 107 | 2,511 x 108 0,88 -568,4 | -523,2 -45,2
Smura:RZdtugi 34 1,000 x 10° | 1,000 x 10°° 0,93 -632,6 |-579,1 -53,5
SrriRZkretki 19 6,578 x 107 | 1,520 x 108 1,23 -318,1 | -271,7 -46,4
SsrriRZdtugi 34 3,023 x 108 | 3,308 x 10°®° 0,94 -628,1 | -577,8 -50,3

4.3.4 Ciecie substratéw RNA przez zaprojektowane warianty rybozymu in vitro i weryfikacja
produktéw trawienia

Ciecie fragmentu substratow mRNA przez rybozym

Kazdy z trzech fragmentéw substratéw mRNA (mRNAgr, MRNAmua, MRNAg,) inkubowano z
dedykowanymi im rybozymami w dwdch wariantach dtugosci ramion: Rzwswi i Rzawg. tacznie,
przygotowano sze$¢ par S:R (Tabela 5). Podczas oddzielnych inkubacji szesciu komplekséw RNA
pobrano po kilkanascie prébek w przedziale czasowym od 0 do 30 godzin inkubacji. Najwiecej prébek
pochodzi z trzech pierwszych godzin oraz z dwudziestej i dwudziestej pierwszej godziny inkubacji.
Pierwsze trzy godziny byty czasem wskazujgcym na efektywnosé rybozymu. Jesli w tym czasie nie
pojawity sie wyrazne produkty ciecia, danego rybozymu nie mozna byto uzna¢ za wystarczajgco
skuteczny wzgledem docelowego substratu. Z kolei pojawienie sie lub brak produktéw ciecia po 20
godzinach inkubacji ostatecznie weryfikowato okreslony rybozym jako aktywny lub nieaktywny
katalitycznie wzgledem testowanego substratu RNA. Istotny byt réwniez stan substratu po tym czasie,
gdyz jego ilos¢ powinna wyraznie spadac. Wyniki ciecia in vitro zweryfikowaty, ktéry rybozym jest
aktywny i na tyle efektywny, aby zostat zbadany w eksperymentach in vivo do ciecia substratu mRNA.
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Weryfikacja produktéw ciecia

Czasteczki RNA po inkubacji rozdzielono elektroforetycznie na zelach poliakrylamidowych
(Rysunek 30, 31, 33, 34, 36-39). W przypadku wysokiej efektywnosci rybozymu spodziewano sie
obecnosci czterech prazkéw z danego punktu czasowego. Zaczynajgc od gory, pierwszy prazek o statej
intensywnosci wskazuje na rybozym, ktdry nie powinien by¢ degradowany podczas inkubacji w
przeprowadzanych warunkach. Drugi, o malejgcej intensywnosci w miare uptywu czasu, okresla
substrat, ktdry jest rozszczepiany przez rybozym podczas reakcji transestryfikacji. Dwa ostatnie prazki
w dolnej czesci zelu oznaczajg produkty ciecia substratu, ktére wykazujg rosngcg intensywnos¢ wraz z
czasem inkubacji.

Fragment substratu mRNA.,»

Na rysunku 29 przedstawiono struktury tréjwymiarowe kompleksow: Sacpp:RZirstki | Sacpp:RZdtugi.

Rysunek 29. Kompleksy dtugiego (Rzawg) i krétkiego (Rziswi) rybozymu anty-acpP z substratem
mRNchpP.

Wyniki inkubacji Rzgigi z fragmentem substratu mRNAqc» (Rysunek 30) sugerujg, ze kompleks
S:R jest tak silnie zwigzany, ze nie ulega catkowitemu rozdziatowi w zelu denaturujgcym, nawet przy
rownoczesnej obecnosci w prébce formamidu denaturujgcego RNA. Ze wzgledu na 2,5-krotny nadmiar
rybozymu wzgledem substratu, prazki RNA wolnego rybozymu sg wyraznie widoczne. W przypadku
prazkéow wolnego substratu we wszystkich punktach czasowych nie sg one intensywne, co wskazuje na
ich zwigzanie w kompleksie. Od trzeciej godziny inkubacji mozna zauwazy¢ delikatne prazki produktéw
ciecia. Nawet po trzydziestu godzinach inkubacji ilos¢ produktéw ciecia mRNAgcr rybozymem dtugim

jest wyraznie nizsza niz w przypadku kontrolnego ciecia rybozymem krétkim.
Czas [minuty] Czas [godziny] Reazkcja
0 2 5 10 15 30 45 6 12 24 S Ry R¢30

61nt
rybozym
substrat_, ““ 39nt
38 nt
produkty
ciecia
20 +18 nt

Rysunek 30. Rozdziat elektroforetyczny RNA po cieciu in vitro fragmentu substratu mRNA.r przez
Rzaigi (stosunek 1:2,5) w ciggu 30 godzin inkubacji na 15% denaturujgcym Zzelu poliakrylamidowym z 7
M mocznikiem. Kontrole poréwnawcze: S — substrat, R4 — rybozym dtugi, R« — rybozym krotki, M —
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marker RNA. Kontrola S oraz probka po reakcji z kontrolnym R, zostaty pobrane po 30 godzinach
inkubacji w 37°C.

Wyniki inkubacji z Rzketi pokazujg jego wysoka aktywnosé wzgledem fragmentu substratu
MRNA.r (Rysunek 31). Produkty ciecia pojawity sie juz po dwéch minutach reakcji. W miare uptywu
czasu widaé wyrazny spadek intensywnosci substratu i wzrost intensywnosci produktéw ciecia.

Czas
Czas [minuty] [godziny]
Re 0 2 5 10 15 20 30 45 60 90 120 150 180|19 S,

39nt
rybozym—»

substrat—»
38 nt

produkty
ciecia

Rysunek 31. Rozdziat elektroforetyczny RNA po ciecia in vitro fragmentu substratu mRNA.r przez
Rzirswki (stosunek 1:1) w ciggu 180 minut inkubacji na 15% denaturujgcym zelu poliakrylamidowym z 7
M mocznikiem. Zel reprezentatywny. Wiecej zdje¢ zeli z kinetyki w réznych stosunkach molowych S:Ry
na Rysunku 39.

Substrat mRNAgr z miejscem ciecia GUA jest odpowiednim fragmentem do celowania i
rozszczepiania go w reakcji transestryfikacji przez zaprojektowany rybozym hammerhead. Rzirsui jest
znacznie efektywniejszy nawet w krotszym czasie inkubacji (pierwsze produkty ciecia pojawity sie juz
po dwéch minutach inkubacji) niz Rzaigi (pierwsze wyrazne produkty ciecia zaobserwowano dopiero w
széstej godzinie). Mozliwe, ze zdolno$¢ katalityczna Rzggi jest w rzeczywistosci wieksza niz widac na
zelu, jednak ze wzgledu na tworzenie bardzo silnego kompleksu nie da sie zobaczy¢ produktéw ciecia
odseparowanych od substratu.

Fragment substratu mRNA .4

Na Rysunku 32 przedstawiono struktury trojwymiarowe kompleksdw: Smura:Rzirstki | Smura: RZatugi.

Rysunek 32. Kompleksy dtugiego (Rzgig) i krotkiego (Rziwsti) rybozymu anty-murA z substratem genu
mRNAmurA.

Wyniki inkubacji Rzawg z fragmentem substratu mRNAp.4 (Rysunek 33) rdwniez pokazuja
utworzenie silnego kompleksu S:R, ktérego nie mozna catkowicie rozdzieli¢ na zelu. Nie obserwuje sie
zmian intensywnosci prazkéw kompleksu, wolnego rybozymu i wolnego substratu w miare uptywu
czasu. Od dziewietnastej godziny inkubacji mozna zaobserwowac delikatne prazki w miejscu
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oczekiwanych produktow ciecia. Poréwnujgc wyniki po dwudziestu jeden godzinach inkubacji do

kontrolnego ciecia mRNAp przez Rzwsii nie jest to wystarczajgco efektywny rezultat.
Czas Reakcja

Czas [minuty] (80dZinY] 7 Ry ameyeccor
99 nt Ry 0O 2 5 10 15 20 30 45 60 9012015018019 20 21 R21S M
kompleks S i
100
57 nt
rybozymn—> 20

substrat —
42 nt

Rysunek 33. Rozdziat elektroforetyczny RNA po cieciu in vitro fragmentu substratu mRNA,.4 przez
Rzatugi (stosunek 1:1) w ciggu 21 godzin inkubacji na 15% denaturujgcym zelu poliakrylamidowym z 7 M
mocznikiem. Kontrole poréwnawcze: S — substrat, R« — rybozym krotki, M — marker RNA. Kontrola S
oraz probka po reakcji z kontrolnym R anty-acop (39 Nt) zostaty pobrane po 21 godzinach inkubacji w 37°C.

Wyniki inkubacji Rzt z fragmentem substratu mRNA.ra (Rysunek 34) nie swiadczg o dobrej
aktywnosci rybozymu. Delikatne prazki w miejscach produktéw ciecia widoczne sg od dziewietnastej
godziny reakcji. Podobnie jak w przypadku rybozymu dtugiego efekt ciecia po dwudziestu jeden
godzinach inkubacji w poréwnaniu do kontrolnego ciecia substratu mRNAgcr przez Rzirsii jest bardzo
niski. Nie zaobserwowano zmian intensywnosci pragzkéw wolnego rybozymu i wolnego substratu w
miare uptywu czasu. Sciezka, na ktérej rozdzielono substrat kontrolny inkubowany przez dwadziescia
jeden godzin bez rybozymu, réwniez zawiera prazki w miejscu spodziewanych produktow ciecia.

Goas [iny] Czas Reakcja

[godziny] Z Ry anty-acpp
Rk 0 2 5 10 15 20 30 45 60 90120150180/19 20 21 S R21 M

produkty

} ciecia
20+
22nt

Rysunek 34. Rozdziat elektroforetyczny RNA po cieciu in vitro fragmentu substratu mRNA,4 przez
Rzirstki (stosunek 1:1) w ciggu 21 godzin inkubacji na 15% denaturujacym zelu poliakrylamidowym z 7
M mocznikiem. Kontrole poréwnawcze: S — substrat, R — rybozym krétki, M — marker RNA. Kontrola S
oraz prébka po reakcji z kontrolnym R anty-acop (39 Nt) zostaty pobrane po 21 godzinach inkubacji w 37°C.
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Otrzymane wyniki wskazuja, ze substrat mRNA .4 Z miejscem ciecia AUA nie jest efektywnie
rozszczepiany w reakcji transestryfikacji przez Zzadeng z wersji zaprojektowanego rybozymu
hammerhead.

Fragment substratu mRNA,,

Na Rysunku 35 przedstawiono przewidywane struktury tréjwymiarowe komplekséw: Sgr:Rzkrsti i
Sfrr: deiugi-

Rysunek 35. Kompleksy dtugiego (Rzaigi) i krotkiego (Rziwsti) rybozymu anty-frr z substratem mRNAg..

Wyniki inkubacji Rzaug z fragmentem substratu mRNAg, (Rysunek 36) réwniez pokazuja
utworzenie silnego kompleksu S:R, ktdrego nie mozna catkowicie rozdzieli¢ na zelu. Nie obserwuje sie
zmian intensywnosci prgzkdw kompleksu, wolnego rybozymu i wolnego substratu w miare uptywu
czasu. W dwudziestej i dwudziestej pierwszej godzinie inkubacji mozna zaobserwowac delikatne prazki

w miejscu oczekiwanych produktéw ciecia.

) Czas
Czas [minuty] [godziny]

Ry 0 2 5 10 15 20 30 45 60 90 120 150 180| 20 21 S

produkty
ciecia
20+
21nt

Rysunek 36. Rozdziat elektroforetyczny RNA po cieciu in vitro fragmentu substratu mRNA¢r przez Rzgigi
(stosunek 1:1) w ciggu 21 godzin inkubacji na 15% denaturujacym Zzelu poliakrylamidowym z 7 M
mocznikiem. Kontrole pordwnawcze: S — substrat. Kontrola S zostata pobrana po 21 godzinach
inkubacji w 37°C.

Wyniki inkubacji Rzkewi z fragmentem substratu mRNAg- (Rysunek 37) pokazujg aktywnosc¢
rybozymu wytgcznie w prébkach z dwudziestej i dwudziestej pierwszej godziny reakcji w postaci
prazkéw z dwoma produktami ciecia. Intensywnosci prazkéw wolnego rybozymu i wolnego substratu
w miare uptywu czasu nie ulegajg zmianie.
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Rysunek 37. Rozdziat elektroforetyczny RNA po cieciu in vitro fragmentu substratu mRNAg, przez Rzirsii
(stosunek 1:1) w ciggu 21 godzin inkubacji na 15% denaturujagcym zelu poliakrylamidowym z 7 M
mocznikiem. Kontrole poréwnawcze: S — substrat, Rqx — rybozym krétki, M — marker RNA. Kontrola S
zostata pobrana po 21 godzinach inkubacji w 37°C.

Otrzymane wyniki wskazujg, ze substrat mRNAs, z miejscem ciecia GUA nie jest wystarczajgco
efektywnie rozszczepiany w reakcji transestryfikacji przez obydwie wersje zaprojektowanego
rybozymu hammerhead. Niemniej jednak, Rzwewi Wykazuje wyraznie lepsza aktywnos$é cigcia w
dwudziestej i dwudziestej pierwszej godzinie reakcji niz Rzgigi.

Fragment substratu mRNAs i mMRNAur4

Powtdrzono inkubacje kompleksOw: SgriRzirstki i Smura:Rzksi W celu  bezposredniego
porownania produktéw ciecia po 21 godzinach. Wyniki zestawiono na Rysunku 38.

frr + rybozym krotki anty-frr murA + rybozym krétki anty-murA
Czas [godziny] Czas [godziny]

R S [005 1 151520 R S [005 1 1515 20]

rybozymy —»

substraty—»

produkty

produkty
ciecia }

ciecia

Rysunek 38. Rozdziat elektroforetyczny RNA po cieciu in vitro fragmentéw substratéw mRNAg; i
MRNA . przez krotkie rybozymy (R) (stosunek 1:1) w ciggu 20 godzin inkubacji na 15% denaturujgcym
zelu poliakrylamidowym z 7 M mocznikiem. Kontrole poréwnawcze: S—substrat, R —rybozym. Kontrole
S i R zostaty pobrane po 20 godzinach inkubacji w 37°C.
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Produkty ciecia fragmentéw substratéw mRNAg- i mMRNAn.,4 zaobserwowano po pietnastu
godzinach inkubacji. Po kolejnych pieciu godzinach intensywnos¢ prazkéw nie ulegta wzmocnieniu co
sugeruje niskg efektywnosé rybozymu. Niemniej jednak produkty ciecia mRNAs, sg wyraznie lepiej
widoczne niz w przypadku produktéw ciecia mRNAny.4. Kolejnym dowodem na niskg aktywnosc
rybozymow wobec omawianych substratéw jest brak spadku intensywnosci substratow w czasie.
Dziatanie krétkich rybozymoéw anty-frr i anty-murA jest zauwazalne, ale nie jest wystarczajgce, aby
zakwalifikowad je do dalszych badan.

Kinetyka ciecia substratu acpP przez krétki wariant rybozymu

Ze wzgledu na wysoka efektywnos¢ ciecia mRNAgr przez Rz UZyto tej pary do obserwacji
kinetyki reakcji in vitro. Przeprowadzono reakcje ciecia w czterech stosunkach molowych substratu do
rybozymu (1:0,6, 1:1, 1:2,5, 1:4). Rozdziat elektroforetyczny RNA po kazdej reakcji wykazat staty
intensywnos¢ prazkéw rybozymu, zmniejszajacy sie intensywnos$¢ prazkoéw substratu oraz wzrastajaca

intensywnos¢ prqikéw produktow ciecia wraz z dtugoscia inkubac;ji (Rysunek 39).
1:06 R« Sk 0 5 10 15 20 30 45 60 90 120 150180[mln11255" R« O 2 5 10 15 20 30 45 60 90 120 150180(min]

= “lltl.iittu-d

S sco-..dn

1:060 2 10 15 20 30 45 60 90 120 150 180(min) 1:4 0 2 5 30 715 g) 30 45 60

m.ﬁi.jj.ﬂ"il.“”
S
e TR
QQQ...W g Al TR R
===== ot ftzzz=z zaas.

1:1 Rk Sx 0 2 10 15 20 30 45 60 90 120 150180(min] 1:4 0 10 15 20 30 45 60 90 120 150 180 [min]

Rz ’ ‘===--§§-_~_~‘\ RZ*".“..'.’. A_

90 120 150 180(min]

R : : 7 ",. -“‘ - :z.'Pc
Rysunek 39. Rozdziat elektroforetyczny RNA po cieciu in vitro fragmentu substratu mRNA» (S) przez
rybozym (Rz) w czasie: 0 — 180 min na 15% denaturujgcym zelu poliakrylamidowym z 7 M mocznikiem.
Stosunki molowe komplekséw S:R pokazano w lewym gérnym rogu kazdego zelu. Kontrole
poréwnawcze: Sk — substrat, Rx— rybozym kroétki.

Analiza intensywnosci prazkdw wykazata wysoka wydajnos¢ ciecia fragmentu mRNAgqp
krotkim rybozymem w ciggu 180 minut (Rysunek 40). Wydajnosci reakcji wynosity od 82% dla stosunku
molowego S:R 1:0,6 przez 89% dla 1:4 i 90% dla 1:2,5 do 95% dla 1:1. Wyniki pokazaty, ze skutecznos¢
ciecia substratu jest najwieksza przy tej samej ilosci molowej substratu i rybozymu. Nadmiar rybozymu
nie poprawit efektywnosci ciecia, co potwierdzajg dane stechiometryczne ITC (Tabela 6).
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Rysunek 40. Ciecie in vitro fragmentu substratu mRNA.r przez Rc w czterech stosunkach molowych
(SM) po 3 godzinach inkubacji. Dane sg znormalizowane i pokazujg srednig odchylenia standardowego,
n =2 dla 1:0,6, 1:1 oraz 1:4 SM, ale n = 1 dla 1:2,5 SM. W nawiasach umieszczono procent ciecia
substratu po 180 minutach inkubacji.

4.3.5 Kasety zawierajgce rybozym na plazmidzie pUC57(Kan)

Do badan in vivo wybrano jeden substrat — mRNAgr. W celu wprowadzenia rybozymu do bakterii
wykorzystano plazmid pUC57(Kan). Przetestowano cztery warianty rybozymu (Rysunek 41).

Rzyrotki RZgtugi

RZkrétki(tRNA) demgi(tRNA)
5 (3 5! (3

Rysunek 41. Schemat czterech wariantow rybozymu hammerhead (Rz): dwa wystepujgce w
samodzielnie (Rzusti, Rzawg) i dwa ukryte wewnatrz struktury tRNA (Rzirswi(tRNA), Rzaigi(tRNA)).
Czerwony - Rzirstki, zielony - Rzawgi, niebieski — czes¢ 5 tRNA, pomaranczowy — czes$¢ 3’ tRNA.

Rybozym zostat zaprojektowany jako czes¢ kasety wklonowanej do wektora plazmidowego (Rysunek
42).

63



M13 for/r
kaseta
z rybozymem

pUCS57(Kan) M13 rev®

Rysunek 42. Schemat plazmidu z kasetg z rybozymem

W kasetach (Rysunek 43, Tabela 7) znajduje sie promotor i terminator polimerazy RNA T7, a
takze dwa dodatkowe, silne i naturalne terminatory pochodzace z E. coli: terminator_for o oryginalnej
nazwie ilvBN oraz terminator_rev* o nazwie ECK120016882. Ich zadaniem jest zapobiegniecie
ewentualnej syntezie rybozymu lub innych nieplanowanych czgsteczek przez inne polimerazy obecne
w komorce bakterii (145). Kazda kaseta zawiera kilka struktur (Rysunek 43, Tabela 7), ale jej gtdwna
czes¢ stanowi Rz o dwdch réznych dtugosciach ramion komplementarnych do sprawdzonej in vitro
sekwencji substratu mRNA.,» (Tabela 5, Rysunek 41). Obydwa warianty Rz wystepujg w wersji
samodzielnej lub ukrytej wewnatrz struktury tRNA w celu ich ochrony przed trawieniem
enzymatycznym i degradacjg (146) (Rysunek 41). Nazwy kaset zalezg od dtugosci ramion Rz i obecnosci
struktury tRNA: Rzisti (samodzielny Rz z krétkimi ramionami), Rzawg (samodzielny Rz z dtugimi
ramionami), Rzksui(tRNA) (Rzkrsti W strukturze tRNA) i Rzaigi(tRNA) (Rzawgi W strukturze tRNA). Inne
badania wykazaty, ze sekwencja zawierajgca dodatkowy facznik pomiedzy koricem 5' tRNA, a
rybozymem hammerhead zwieksza jego aktywnos$¢ wzgledem substratu mRNA (147). Oryginalny
tacznik, na ktdrego sekwencji bazowano (146), zawiera miejsce restrykcyjne EcoRl. Na potrzeby
niniejszych badan zmieniono ten fragment, aby pozby¢ sie ww. miejsca restrykcyjnego. Terminator T7
sktada sie z 48 nukleotydow. Oznacza to, ze po syntezie samego Rz lub Rz z 3’ tRNA przez polimeraze
T7 na jego koncu 3’ zostataby cata sekwencja terminatora, co mogtoby zaktécaé tworzenie kompleksu
Rz z substratem mRNA.». W celu unikniecia niechcianego ,,ogona” terminatora T7, dodano przed nim
inng rozszczepiajacy sie katalitycznie czesé. Tym dodatkowym narzedziem jest rybozym hammerhead
o aktywnosci in cis, ktéry wykazat najwyiszg efektywnos¢ ciecia na koncach 3’ sposréd
przetestowanych rybozymow (148). Czes¢ samorozszczepiajgca sie przeprowadza reakcje
transestryfikacji w miejscu ciecia GUC. Sekwencje cis rybozymu wstawiono na koncu 3’ rybozymu lub
tRNA. Po takim autocieciu na koncu 3’ pozostang tylko 3 dodatkowe nukleotydy zamiast 48
nukleotyddw terminatora T7. W przypadku braku obserwacji ciecia mRNA,¢p, W kasecie przygotowano
dodatkowg pozycje z miejscami restrykcyjnymi (EcoRl/Spel) w celu wklonowania genu biatka
czerwonej fluorescencji (RFP). W takiej sytuacji testowany Rz zostatby przeprojektowany na Rz
kontrolny, ktéry celowatby w mRNA;, zakodowane na DNA plazmidowym zamiast w DNA
genomowym. W zwigzku z tym, cel ciecia dla nowego Rz bytby zakodowany na tym samym plazmidzie
co mogtoby dac szybsze i tatwiejsze obserwacje ciecia mRNA wewnatrz komorki bakterii. Weryfikacja
oraz poziom ciecia mRNA bytby obserwowany za pomocg pomiaréw fluorescencji biatka RFP (124).
Zaprojektowane kasety majg wiecej miejsc restrykcyjnych, gdyby zaszta potrzeba zmian fragmentéw
DNA poprzez trawienie i ligacje enzymami restrykcyjnymi. Wszystkie sekwencje przygotowano tak, aby
byty fatwe do zmiany za pomoca reakcji faicuchowej polimerazy (PCR).
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rybozym samowycinajacy sie @ 3r
(cis rybozym hammerhead) — /

5’

miejsce na gen RFP

TRANSKRYPCIA
I CIECIE cis

Eraninciienr Y

terminator
REV

3’

zaprojektowany
rybozym (Rz)

zaprojektowany rybozym (Rz)
Rysunek 43. 1. Schemat kasety z rybozymem na przyktadzie Rzisti(tRNA) zakodowanym na plazmidzie
pUC57(Kan). Kolory fragmentow odpowiadajg kolorom sekwencji w Tabeli 7. Nie pokazano miejsc
enzymoéw restrykcyjnych. Zielona strzatka i czerwony krzyzyk wskazujag miejsce ciecia czesci
samowycinajacej sie. 2. Pozgdana struktura Rz w tRNA, po transkrypcji z plazmidu i autorozszczepieniu
dodatkowego cis rybozymu hammerhead, gotowa do celowania i ciecia substratu mRNA¢pp.

Tabela 7. Ogolny schemat i sekwencje kaset z rybozymami na plazmidzie pUC57(Kan). Terminator_rev*
oraz M13_rev* sg zakodowane na nici komplementarnej od korica 5’ do 3’. Nazwy bez tta odnoszg sie
do enzyméw restrykcyjnych. CCCCCCAAAAAA — dodatkowa sekwencja pomiedzy enzymami
restrykcyjnymi do ewentualnej zmiany na gen biatka RFP.

Ogolny schemat sekwencji kasety z rybozymem — ni¢ wiodgca 5’ — 3’

— Sphl — Terminator_ for — —-+Iinker—_—
— EcoRI — CCCCCCAAAAAA- Spel — terminator T7—

— Pcil
Terminator_for (ilvBN terminator naturalny)

Sekwencja kasety z Rzsport — ni€ wiodgca 5’ — 3’
TGCGCAIYYY I eoNelGCATGCAAGACCCCCGCACCGAAAGGTCCGGGGGTTTTTTTT I

CAGAGCCARAGETEEARAEGAATTCCCCCCCAAAAAAACTAGTCTAGCATAACCCCTTGGGGCCTCTAAACGG

GTCTTGAGGGGTTTTTTGCATANAAAAACCEEETTGCGCGGGETTTTTCACAACCGG T T I elcIaLce

GACATGT

Sekwencja kasety z Rzjong— ni€¢ wiodgca 5’ — 3’

TGCGCAGIYYY I TeoNelGCATGCAAGACCCCCGCACCGAAAGGTCCGGGGGTTTTTTTTI
CTACGANAGTAGAGETGATCAGAGEEANAGETCEARNABGAATTCCCCCCCAAAAAAACTAGTCTAGCATAACC
CCTTGGGGCCTCTAAACGGGTCTTGAGGGGTTTTTTGEATAAAAAAACECGETTGCECEGGETTTTTCACAACC

CQIGTCATAGCTGTTTCCTGIA®ANIET)
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Sekwencja kasety z Rzsnort(tRNA) — ni¢ wiodaca 5 — 3’
HCOoNG TAAAACGACGGCCAG GCATGCAAGACCCCCGCACCGAAAGGTCCGGGGGTWT_
CCACCAACGAGTCC
AATACGGCCGCGGGTCCAGGGTTCAAGTCCCTGTTCGGGCGC
GAATTCCCCCCCAAAAAAACTAGTCTAGC

ATAACCCCTTGGGGCCTCTAAACGGGTCTTGAGGGGTTTTTTG
ACCGG ACATGT

Sekwencja kasety z Rzshort(tRNA) — ni¢ wiodaca 5’ — 3’

LCOTIG TAAAACGACGGCCAG GCATGCAAGACCCCCGCACCGAAAGGTCCGGGGGTTTT'I;I_

CCACCAACGAGTCC

AATACGGCCGCGGGTCCAGGGTT

CAAGTCCCTGTTCGGGCGCC GAATTCCCCC

CCAAAAAAACTAGTCTAGCATAACCCCTTGGGGCCTCTAAACGGGTCTTGAGGGGTTTTTTG
ACCGG ACATGT

4.3.6  Aktywnosc¢ rybozymu w pozywce LB w szklanych probdéwkach

Po potwierdzeniu ciecia in vitro fragmentu substratu mRNA.,r przez zaprojektowany Rz,
przetestowano potencjat ciecia jego obydwu wersji w komérce bakterii. Po transformacji plazmidow
zawierajgcych Rz do komérek E. coli BL21(DE3) przeprowadzono eksperymenty majgce na celu
zaobserwowanie ciecia mRNA,p. Prowadzono cztery hodowle bakterii zawierajgce plazmid kodujacy
jeden z rybozymow: Rziwsti, Rzawg, Rzkrsti(tRNA), Rzgngi(tRNA) i dwie hodowle kontrolne: jedna
zawierajgcy bakterie z plazmidem bez Rz (Kontrola Plazmidu - KP) i drugg zawierajaca bakterie bez
plazmidu (Kontrola Wzrostu - KW). W pierwszych eksperymentach sprawdzono réwniez dziatanie
antybiotyku na hodowli bakterii bez plazmidu (Kontrola Antybiotyku - KA). Kazda z wymienionych
hodowli byta prowadzona w dwdch ,,egzemplarzach” w ramach jednego eksperymentu. Do jednej
grupy dodano IPTG, za$ drugg inkubowano bez jego dodatku. Oczekiwano zblizonego wzrostu bakterii
we wszystkich hodowlach bez dodatku induktora IPTG (poza KA). Obecno$¢ IPTG powinna
spowodowaé ekspresje genu w komédrkach bakterii, a w konsekwencji synteze Rz przez polimeraze T7
RNA. W grupie hodowli z IPTG podobny wzrost powinny osigga¢ bakterie kontrolne: KP oraz KW. W
przypadku aktywnosci Rz w grupie z dodatkiem IPTG spodziewano sie zahamowania lub stabszego
wzrostu bakterii zawierajacych jeden z czterech Rz w poréwnaniu do KW i KP. Pozgdanym wynikiem
jest powtarzalnosé gestosci optycznej wzrostu bakterii bez Rz, szczegdlnie hodowli KW miedzy grupami
zIPTG i bez IPTG. Datoby to dowdd, ze oczekiwane hamowanie wzrostu hodowli z Rz jest wynikiem ich
aktywosci, a nie obcigzenia bakterii induktorem lub plazmidem.

Aktywnosc¢ rybozymu w pozywce LB z IPTG dodanym na poczatku hodowli

Eksperyment w pozywce LB (Rysunek 44) nie wykazat réznic we wzroscie bakterii w hodowlach
prowadzonych bez dodatku IPTG. W przypadku dodania IPTG do pozywki na poczgtku hodowli réwniez
nie zaobserwowano oczekiwanego efektu od Rz. Pordwnujgc wzrost bakterii pomiedzy hodowlami z i
bez IPTG prowadzonymi w tym samym czasie, wida¢, ze w ostatnim punkcie czasowym zmierzona
gestos¢ optyczna bakterii w grupie z dodatkiem IPTG jest srednio o 0,1 nizsza niz w grupie bez IPTG.
Oznacza to, ze dodanie IPTG na poczatku hodowli obcigza komdrki bakterii ostabiajgc ich wzrost o
$rednio 11%. We wszystkich przypadkach KA wyszta zgodnie z oczekiwaniami hamujgc wzrost bakterii.
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Rysunek 44. Aktywnosc rybozyméw in vivo celujgcych w mRNA,-p. Bakterie hodowano w pozywce LB.
IPTG dodano na poczatku hodowli. Eksperyment przeprowadzono w szklanych probéwkach, n = 1.

Aktywnos¢ rybozymu w pozywce LB z IPTG dodanym w trakcie hodowli

Powtdrzono eksperyment w pozywce LB z dodaniem IPTG w trakcie hodowli, aby bakterie
miaty szanse osiggng¢ faze wzrostu bez obcigzenia i ten sposdb stosowano w kolejnych
eksperymentach w szklanych probéwkach (Rysunek 45). Rowniez tym razem nie zaobserwowano
réznic we wzrosScie bakterii zawierajgcych Rz. Podobnie jak w przypadku dodania IPTG na poczatku
hodowli, zmierzona gestos¢ optyczna bakterii w ostatnim punkcie czasowym jest mniejsza o $rednio
10,5% w stosunku do grupy bez IPTG.
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Rysunek 45. Aktywnos¢ rybozymodw in vivo celujgcych w mRNA,¢». Bakterie hodowano w pozywce LB.
IPTG dodano po 3 godzinach hodowli. Eksperyment przeprowadzono w szklanych probéwkach, n = 1.

Wyniki sugerujg, ze pozywka LB jest zbyt bogatg pozywka dla bakterii, co skutecznie uniemozliwia
obserwacje potencjalnej aktywnosci Rz lub Rz nie wykazuje oczekiwanej aktywnosci in vivo.
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4.3.7 Aktywnos¢ rybozymu w pozywce MHB w szklanych probdwkach

Aktywnosc¢ rybozymu z i bez dodatku kanamycyny

W celu utrzymania populacji bakterii zawierajgcych plazmid kodujgcy opornosé na antybiotyk,
do pozywki dodaje sie ten sam antybiotyk. Pozywka MHB jest specjalnym podtozem do badan
wrazliwosci bakterii na zwigzki przeciwdrobnoustrojowe (49). Jednak w celu otrzymania bardziej
wiarygodnych wynikéw dziatania potencjalnego srodka przeciwbakteryjnego, lepiej by byto wykonac
eksperyment w pozywce bez antybiotyku, aby unikngc jakiegokolwiek jego wptywu na reakcje
katalizowang przez Rz. Dowiedziono, ze antybiotyki aminoglikozydowe, w tym uzywana w badaniach
kanamycyna (Kan), moga wigza¢ Rz, blokujgc przeprowadzanie przez niego reakcji transestryfikacji
(149,150). W zwigzku z tym, przeprowadzono dwa rodzaje eksperymentéw w pozywce MHB, z
dodatkiem Kan i bez Kan. Sprawdzono, czy istniejg rdéznice we wzroscie bakterii w podtozu z lub bez
Kan, aby oceni¢, czy konieczne jest dodawanie antybiotyku do pozywki (Rysunek 46, 47). Wyniki nie
wykazaty duzych odstepstw wartosci gestosci optycznej pomiedzy grupami bez IPTG z i bez Kan oraz
grupami zawierajagcymi IPTG w obecnosci i przy braku Kan. Srednia réznica wyniosta 4% na korzys¢
hodowli z Kan. W zwigzku z tym zdecydowano sie na kontynuacje doswiadczern bez dodawania
antybiotyku do pozywki w badaniach in vivo. Pordwnujgc gestos¢ optyczng z ostatniego punktu
czasowego miedzy grupami z i bez IPTG mozna dostrzec wyrazne obcigzenie komdrek bakteryjnych
tym induktorem. Obcigzenie to obliczone na podstawie poréwnan KW oraz KP wynosi srednio 18%. W
przypadku zastosowania pozywki MHB widaé duzo nizszy wzrost bakterii zawierajgcych Rzgigi. Jest to
obserwowane w niezaleznie od dodatku IPTG. Niemniej jednak, w jego obecnosci bakterie rosng duzo
wolniej. Po 5,5 godzinach hodowli bez IPTG gestos¢ optyczna bakterii z Rzgwg jest prawie 4-krotnie
wieksza niz w hodowli z IPTG. Znaczne spowolnienie wzrostu bakterii zawierajgcych Rzgwg przez
pierwsze 3,5 godziny w pozywce bez dodatku IPTG, a wiec bez uruchomienia procesu syntezy
rybozymu z plazmidu, nie daje jednoznacznego potwierdzenia aktywnosci tego rybozymu. W zwigzku
z tym, nie ma pewnosci, ze nizsza gestos¢ optyczna po 5,5 godzinach hodowli z dodatkiem IPTG jest
spowodowana cieciem mRNA przez rybozym, a nie tylko wiekszym obcigzeniem spowodowanym przez
induktor. Mimo zastosowania dobrego systemu do kontroli ekspresji gendw i rybozymu, nalezy wzigé
pod uwage mozliwos¢ ewentualnego ,przeciekania” promotora polimerazy T7 RNA nawet bez
obecnosci IPTG.
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Rysunek 46. Aktywnosé rybozymow in vivo celujagcych w mRNA.». Bakterie hodowano w pozywce
MHB z dodatkiem lub bez Kan. IPTG dodano po 2,5 godzinach hodowli. Eksperyment przeprowadzono
w szklanych probdwkach, n = 1. Pokazano srednie wartosci (dla eksperymentéw bez Kan), n = 2, ze
stupkami btedéw obliczonymi jako SEM. W przypadku eksperymentéw z Kan, n = 1.
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Rysunek 47. Aktywnos¢ rybozymodw in vivo celujgcych w mRNA.». Bakterie hodowano w pozywce
MHB bez Kan bez i z IPTG. IPTG dodano po 2,5 godzinach hodowli. Eksperyment przeprowadzono w
szklanych probdwkach, n = 2, ze stupkami btedéw obliczonymi jako SEM. Rdznice gestosci optycznej
zmierzonej dla bakterii zawierajgcych rézne plazmidy w poréwnaniu z kontrolg wzrostu sg istotne
statystycznie (**** P < 00,0001, *** P < 0,001, ** P < 0,01, * P <0,05), inne rdznice nie sg znaczace.

Aktywnosc¢ rybozymu w réznych stezeniach jonéw magnezu

Badania in vitro potwierdzity, ze jony magnezu sg niezbedne do uzyskania aktywnej struktury
Rz do ciecia substratu RNA (77). Aktywnos¢ katalityczna Rz in vitro wzrasta wraz ze wzrostem stezenia
magnezu (78). W zwigzku z tym, sprawdzono wptyw stezenia jondw magnezu na wydajnos¢ ciecia
MRNA przez rybozymy in vivo. Przetestowano trzy stezenia magnezu (2,5, 5i 10 mM) jako dodatek do
pozywki MHB. Wyniki in vivo wykazaty, ze im wyisze stezenie magnezu w pozywce, tym nizszy efekt
hamowania wzrostu bakterii zawierajgcych Rzawg, nawet po dodaniu IPTG (Rysunek 48).
Zaobserwowano odwrotny wptyw nadmiaru jondw magnezu na skutecznosc¢ ciecia w poréwnaniu do
przytoczonych danych z ciecia RNA in vitro (77,78), o ile zahamowanie wzrostu pochodzi z aktywnosci

69



rybozymu. W tym przypadku réwniez wida¢ wolniejszy wzrost bakterii z Rzaig nawet przy braku IPTG
w pozywce. Jony magnezu znaczaco wptywaja na efektywnos¢ ciecia RNA in vitro, jednak w
eksperymentach in vivo zdecydowanie wspierajg wzrost bakterii, co jest spowodowane
wykorzystaniem magnezu jako kofaktora wielu reakcji metabolicznych. W zwigzku z tym,
zrezygnowano z dodawania magnezu do pozywki w dalszych eksperymentach.

MHB bez IPTG - 5 mM Mg?*

MHB bez IPTG - 2.5 mM Mg?* MHB bez IPTG - 10 mM Mg?*

E10 E10 E10
(=] (=] g
2,08 808 g08
g E z
NO06 N 0.6 N 0.6
2 2 z
204 204 S04
] b 9
So2 S 02 So2
[ 7] 0 = ~
gﬂ.ﬂ- - g 0.0 = Sl gn.e =
0 1 2 25 3 35 4 45 5 “ 0 1 2 25 3 35 4 45 5 55 0 1 2 25 3 35 4 45 5 55
Czas [godz.] Czas [godz.] Czas [godz.]
® Rz = RzZgiugi Rzkretki(tRNA) RZ g Kontrola Plazmidu  Kontrola Wzrostu
'E‘m MHB z IPTG - 2.5 mM Mg** '§1-° MHE z IPTG - 5§ mM Mg?* '§1-° MHB z IPTG - 10 mM Mg?*
8 o o
808 208 808
e e @ - o«
506 L §os e §os
g z © g
00.4 204 o o4
Q Q ~ B+
g 0 || N7 ]
So.2 202 202
& 2 &
- —a =
Opols——s 3 = = = = 900 — O ol e—afn " ‘ ‘
0 1 2 25 3 35 4 45 5 ) 0 1 2 25 3 35 4 45 5 55 T 0 1 225 3 35 4 45 5 55
Czas [godz.] Czas [godz.] Czas [godz.]

Rysunek 48. Aktywnos¢ rybozyméw in vivo celujgcych w mRNA,r. Bakterie hodowano w pozywce
MHB w trzech stezeniach jonéw magnezu (2,5, 5 i 10 mM). IPTG dodano po 2,5 godzinie hodowli.
Eksperyment przeprowadzono w szklanych probéwkach, n = 1.

4.3.8 Aktywnos¢ rybozymu w pozywce Davisa w szklanych probdéwkach

Eksperyment powtdrzono w pozywce Davisa. Jest to pozywka minimalna zawierajgca tylko
niezbedne sktadniki odzywcze do wzrostu szczepdw E. coli (140). Ze wzgledu na ubogi sktad pozywki
spodziewano sieg, ze bakterie beda rosty wolniej niz w pozywkach LB i MHB. Z tego powodu, bakterie
w niej hodowane moga by¢ bardziej wrazliwe na dziatanie rybozymu.

Zgodnie z oczekiwaniami wzrost bakterii byt opdZniony w stosunku do ich wzrostu w pozywkach
LB i MHB. Hodowla bakterii zawierajacych Rzgwg W pozywce bez induktora utrzymata zblizong krzywa
wzrostu wzgledem krzywych reszty bakterii zawierajgcych inne Rz (Rysunek 49, 50). Po dodaniu
induktora do drugiej grupy od razu zaobserwowano zahamowanie wzrostu bakterii z Rzgg, ktore
utrzymato sie do konca czasu pomiaru. Wynik ten wskazuje na aktywno$é¢ rybozymu S$cisle
kontrolowang indukcjg przez IPTG.
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Rysunek 49. Aktywnos$¢ rybozymoéw in vivo celujgcych w mRNAqr — kinetyka wzrostu. Bakterie
hodowano w pozywce Davisa bez Kan oraz bez i z IPTG. IPTG dodano po 4 godzinach hodowli.
Eksperyment przeprowadzono w szklanych probdwkach, n = 2, ze stupkami btedéw obliczonymi jako
SEM. Rdznice wartosci gestosci optycznej zmierzonej dla bakterii zawierajgcych rézne plazmidy w
porownaniu z kontrolg wzrostu sg istotne statystycznie (**** P < 0,0001, *** P < 0,001), inne réznice
nie sg znaczace.
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Rysunek 50. Aktywnos¢ rybozymow in vivo celujgcych w mRNAg,r — wykresy stupkowe. Bakterie
hodowano w pozywce Davisa bez Kan bez i z IPTG. IPTG dodano po 4 godzinach hodowli. Eksperyment
przeprowadzono w szklanych probdéwkach. Pokazano $rednie wartosci, n = 2, ze stupkami btedéw
obliczonymi jako SEM. Rdznice wartosci gestosci optycznej zmierzonej dla bakterii zawierajgcych rézne
plazmidy w poréwnaniu z kontrolg wzrostu sg istotne statystycznie (**** P < 0,0001, *** P < 0,001, **
P <0,01, * P <0,05), inne réznice nie sg znaczace.

4.3.9 Aktywnosc¢ rybozymu w pozywce MHB i Davis — ostatnie godziny

Poréwnanie gestosci optycznej z ostatnich godzin pomiaréw (5,5 godzin pozywce MHB oraz 7
godzin w pozywce Davisa) (Rysunek 51) pokazuje, ze bogatsza pozywka MHB wspomaga wzrost
bakterii, ale to w niej bakterie wydajg sie by¢ bardziej obcigzone dodatkiem induktora. Bez wzgledu na
dodatek IPTG w pozywce MHB obserwowany jest stabszy wzrost bakterii z Rzaig W przeciwienstwie do
wyraznej réznicy ich wzrostu w pozywce Davisa. Wtasnie ta rdznica pozwala stwierdzi¢ aktywnos¢
rybozymu wzgledem bakteryjnego mRNA. Mimo wysokiej istotnosci statystycznej rybozymoéw
wzgledem KW w pozywce Davisa bez IPTG wynik ten nie sugeruje dziatania rybozymdéw po poréwnaniu
odpowiadajgcych im gestosci optycznych w grupie w Davis z induktorem. Biorac pod uwage fakt, ze KP
w pozywce Davisa zaréwno z, jak i bez IPTG, réwniez jest wysoce istotna statystycznie, moze to
oznaczac obcigzenie bakterii samg obecnoscig plazmidu w komérkach. Obecnosé wysokokopijnego
plazmidu i hodowla w ubozszym srodowisku pozwala na zaobserwowanie wptywu plazmidu na wzrost
bakterii w przeciwienstwie do ich wzrostu pozywce MHB.
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Rysunek 51. Poréwnanie aktywnosci rybozymow in vivo celujgcych w mRNAgp. Pokazano wartosci
gestosci optycznych z ostatnich godzin hodowli w szklanych probéwkach: 5,5 godz. dla MHB (Rysunek
45, 46) i 7 godz. dla Davis (Rysunek 48, 49). Pokazane sg srednie wartosci, n = 2, ze stupkami btedéw
obliczonymi jako bfad standardowy $redniej. Roznice we wzroscie bakterii zawierajgcych plazmid w
odniesieniu do Kontroli Wzrostu s3: statystycznie istotne statystycznie (**** P <0,0001, *** P < 0,001,
** P<0,01, * P<0,05), reszta rdznic nie jest istotna.

4.3.10 Aktywnos$¢ rybozymu w pozywce MHB w mikroptytce — 10 godzin

Eksperymenty przeprowadzono rowniez w mikroptytkach w dtuzszym czasie — 10 (Rysunek 52) lub
24 godzin (Rysunek 54-56). Pierwsze doswiadczenie w pozywce MHB zostato przeprowadzone z 5 lub
10 mM magnezu oraz bez niego, z IPTG dodanym po 2 godzinach i 45 minutach hodowli (Rysunek 52).
Hodowle bakterii bez IPTG bez magnezu oraz w jego stezeniu 5 mM rosty bardzo poréwnywalnie.
Obecnos$¢ 10 mM jonéw magnezu w hodowlach bez IPTG spowodowata nizszy wzrostu kontroli
wzrostu w porownaniu do nizszych stezen magnezu, ale réwnoczesnie zauwazalnie lepszy wzrost
bakterii z Rzangi 0d 7 godziny. Jednak w czasie catej 10 godzinnej kinetyki, bez wzgledu na obecnos¢
IPTG, wzrost bakterii z Rzgwg byt stabszy wzgledem reszty hodowli we wszystkich przypadkach. Po
dodaniu IPTG nastgpito zatamanie sie krzywych wzrostu, a wartosci gestosci optycznych wykazaty
bardzo duze btedy. Ze wzgledu na to, zdecydowano, ze IPTG nie moze by¢ dodawane w trakcie trwania
pomiaru w mikroptytce.
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Rysunek 52. Aktywnos¢ rybozyméw in vivo celujgcych w mRNA,.r. Bakterie hodowano w pozywce
MHB bez Kan, bez lub z dodatkiem: IPTG i jondw magnezu. IPTG dodano po 2 godzinach i 45 minutach
hodowli. Eksperyment przeprowadzono 10 godzin w mikroptytce. Pokazano srednie wartosci, n = 2, ze
stupkami btedéw obliczonymi jako SEM. Istotnos$¢ statystyczng z ostatniej godziny hodowli
przedstawiono na Rysunku 53. Ze wzgledu na tak duze btedy po dodaniu IPTG zrezygnowano z liczenia
istotno$ci statystycznej dla tej grupy.

Poréwnujac ostatnig godzine hodowli bakterii bez IPTG widaé, ze mniejsze stezenie magnezu
powoduje wieksze réznice pomiedzy kontrolami wzrostu, a poszczegdlnymi bakteriami zawierajgcymi
plazmidy z Rz (Rysunek 53). Wyniki te wskazujg na wysokie wykorzystanie jondw magnezu przez
bakterie do poprawy ich wzrostu.
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Rysunek 53. Aktywnos¢ rybozymow in vivo celujgcych w mRNAcpe po 10 godzinach hodowli bakterii E.
coli BL21(DE3) w pozywce MHB bez Kan i IPTG z dodatkiem lub bez jonédw magnezu (5, 10 mM).
Pokazano $rednie wartosci, n = 2, ze stupkami btedéw obliczonymi jako SEM. Rdznice we wzroscie
bakterii zawierajgcych plazmid w poréwnaniu z Kontrolg Wzrostu sg: istotne statystycznie (**** P <
0,0001, *** P < 0,001, ** P < 0,01), ns - nie sg istotne statystycznie.
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4.3.11 Aktywnos¢ rybozymu w pozywce MHB w mikroptytce — 24 godziny

Przeprowadzono 24-godzinng kinetyke wzrostu bakterii w pozywce MHB, bez Kan i jonéw magnezu
(Rysunek 54). Tym razem induktor IPTG zostat dodany przed rozpoczeciem pomiaru. Najwyzszg gestosc
optyczng w ciggu catego czasu pomiaru zaobserwowano dla KW. Krzywe wzrostu wszystkich hodowli
miaty podobny przebieg w grupie bez IPTG. Po 24 godzinach wszystkie hodowle, poza Rzisti(tRNA)
wykazaty istotne statystycznie réznice wzgledem KW. Hodowla z Rz jest wyraznie wolniejsza tylko
do 4-tej godziny w stosunku do reszty. Jest to podobny wyniki w poréwnaniu z danymi otrzymanymi z
pomiaréw w szklanych probéwkach. W grupie z induktorem IPTG najwieksze réznice krzywej wzrostu
wystepujg w hodowlach bakterii z Rzaigi i Rzatgi(tRNA) miedzy 2, a 13 godzing inkubacji. Krzywe fazy
logarytmicznej Rzirsiki | Rzkrotki(tRNA) sg bardziej ptaskie niz w pozywce bez induktora. Zmierzona gestosc
optyczna KP jest wyisza od gestosci bakterii zawierajacych plazmid z dowolnym rybozymem.
Obserwacja ta, wskazuje, ze hamowanie wzrostu bakterii wynika z aktywnosci rybozymu. Krzywe
wzrostu, ze w komarkach bakterii najlepiej dziataja Rzagi i Rzagi(tRNA).
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Rysunek 54. Aktywnosé rybozymoéw in vivo celujagcych w mRNAgqr. Bakterie hodowano w pozywce
MHB pod kontrolg IPTG przez 24 godziny. IPTG dodano na poczgtku eksperymentéw. Pokazano $rednie
wartosci, n = 6-18, ze stupkami btedédw obliczonymi jako SEM. Rdznice we wzroscie bakterii
zawierajgcych plazmid w porédwnaniu z Kontrolg Wzrostu s3: istotne statystycznie (**** P < 0,0001,
*** p<0,001, ** P<0,01, * P<0,05), reszta nie jest istotna.

4.3.12 Aktywnos¢ rybozymu w pozywce Davisa w mikroptytce przez 24 godzin hodowli

W pozywce Davisa krzywe wzrostu bakterii w grupie bez IPTG sg do siebie bardziej zblizone niz w
przypadku wzrostu w pozywce MHB (Rysunek 55). W godzinach 9-13 obserwuje sie swyraznie mniejszy
wzrost bakterii z rybozymem Rziwsii, nawet w poréwnaniu do Rzgigi. Jednak z poréwnania wartosci z
ostatniego punktu czasowego wynika, ze hodowla z Rzawg Wykazuje najwiekszy spadek gestosci
optycznej w tym punkcie. W grupie z dodatkiem induktora IPTG krzywe w fazie wzrostu
logarytmicznego s3 bardziej pochyte niz bez niego. Obserwuje sie rowniez zahamowanie wzrostu dla
bakterii z Rzgg przez 13 godzin hodowli i wejscie w faze logarytmiczng po 16 godzinach hodowli.
Jednak w trakcie 24 godzin pomiaru nie mozna zaobserwowac wyptaszczenia charakterystycznego dla
fazy stacjonarnej. Znaczne utrudnienie wzrostu bakterii wida¢ od godziny 12 w hodowli z Rzggi(tRNA)
i wynosi ono okoto 50% w stosunku do gestosci optycznej KW. W tym przypadku, wyptaszczenie
pojawia sie, ale jej przejscie z fazy wzrostu logarytmicznego jest bardziej ptaskie niz w przypadku
krzywych wzrostu Rzt i Rzkrstki(tRNA). W hodowli z Rzkreti mozna zaobserwowacé podobny spadek
wzrostu, jak w grupie bez IPTG. Powyisze wyniki Swiadczg o aktywnosci Rzaig i Rzagi(tRNA) w
komarkach bakterii.
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Rysunek 55. Aktywnosé rybozymow in vivo celujagcych w mRNA,». Bakterie hodowano w pozywce
Davisa pod kontrolg IPTG przez 24 godziny. IPTG dodano na poczatku eksperymentéw. Pokazano
Srednie wartosci, n = 6-18, ze stupkami btedéw obliczonymi jako SEM. Rdznice we wzroscie bakterii
zawierajgcych plazmid w poréwnaniu z Kontrolg Wzrostu s3: istotne statystycznie (**** P < 0,0001,
*** P <0,001, * P<0,05), reszta roznic nie jest istotna.

4.3.13 Aktywnos$¢ rybozymu w pozywce MHB i Davisa — ostatnie godziny

Wyniki kinetyki pokazujg, ze zardwno Rzgtgi jak i Rzaigi(tRNA) majg wptyw na czasowe hamowanie
wzrostu bakterii w zaleznosci od zastosowanej pozywki.

Rdéznice wartosci gestosci optycznej po 24 godzinach hodowli przedstawiono na Rysunku 56 i w
Tabeli 8. Najnizszg gestos¢ optyczng bakterii posiadajgcych rybozymy zaobserwowano dla bakterii
zawierajacych Rzagigii Rzaigi(tRNA) w pozywce Davisa oraz hodowanych z induktorem IPTG.

W obydwu podtozach zaobserwowano réznice w gestosci optycznej dla Rzgug i Rzangi(tRNA) po
dodaniu IPTG, lecz jest ona wyisza w przypadku eksperymentéw przeprowadzonych w pozywce
Davisa. Jednak w ostatniej godzinie hodowli nie jest juz obserwowana w pozywce MHB. Nizsza wartos¢
gestosci optycznej dla KP i hodowli z Rz w stosunku do KW jest prawdopodobnie wynikiem obcigzenia
komoérek bakterii obecnoscig plazmidu. Najwyzszy wzrost KW w poréwnaniu do reszty hodowli oraz
tendencja ich wzrostu sg zgodne z oczekiwaniami.
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Rysunek 56. Poréwnanie ciecia in vivo mRNA,p W szczepie E. coli BL21(DE3) zawierajgcym plazmidy
kodujagce rézne rybozymy po 24 godzinach hodowli. Pokazano srednie wartosci, n = 6-18, ze stupkami
bteddéw obliczonymi jako SEM. Rdéznice w OD pomiedzy bakteriami zawierajgcymi plazmid i kontrolg
wzrostu s3: statystycznie istotne (**** P < 0,0001, *** P < 0,001, ** P < 0,01, * P < 0,05), pozostate
nieistotne.

Tabela 8. Procent wzrostu bakterii z réznymi rybozymami lub bez nich w poréwnaniu z kontrolg
wzrostu, po 24 godzinach hodowli. Jako 100% odniesienia przyjeto OD GC.

Warunki hodowli | MHB bez IPTG MHB z IPTG Davis bez IPTG | Davis z IPTG
Hodowla [%] [%] [%] [%]
Kontrola Wzrostu (KW) 100 100 100 100
Kontrola Plazmidu (KP) 79 87 96 90
Rzkrotki 83 76 92 90
Rzdtugi 76 72 83 25
Rzkrstki(tRNA) 90 77 92 85
Rzdtugi(tRNA) 81 69 94 64

Prowadzenie hodowli w szklanych probdéwkach, w krétszym czasie, pozwolito na tatwiejsze i
bardziej bezposrednie dostosowanie momentu dodania IPTG, a przez to dokfadniejsze obserwacje
zmian po jego pojawieniu sie w pozywce. Niemniej jednak, to 24-godzinna kinetyka pozwolita na
szersze zaobserwowanie podobienstw i réznic we wzroscie poszczegdlnych bakterii, a przede
wszystkim sprawdzenie efektywnosci rybozymoéw w cieciu mRNA.q,» po dobie hodowli.

4.3.14 Niekontrolowana ekspresja Rzgigi W pozywce MHB bez IPTG

Analiza wykreséw hodowli bakterii w trzech pozywkach bez dodatku IPTG wykazata, ze wytgcznie
pozywka MHB nie spetnia zatozenia braku obserwacji aktywnosci rybozymow w grupie bez induktora.
Co prawda, w pozywce LB rybozymy nie majg zadnej aktywnosci, nawet z dodatkiem induktora, jednak
z eksperymentéw w pozywce Davisa i MHB z IPTG wiemy, ze Rzggi i Rzangi(tRNA) wykazujg dziatanie
przeciwbakteryjnie przez pewien czas. Takie zachowanie rybozymu Rzgg W pozywce MHB bez dodatku
IPTG musi by¢ spowodowane wyciekiem promotora (ang. plasmid promoter leakage) i jego aktywacja,
a w konsekwencji niekontrolowang ekspresjg rybozymu. Sktad pozywki ma wptyw na ekspresje genéw
bedacych pod kontrolg promotora lac w szczepie E. coli BL21(DE3). Dowiedziono, ze ekstrakt
drozdzowy oraz sktadniki pochodzenia zwierzecego (m. in. pepton zelatynowy, pepton kazeinowy) nie
powodujg wycieku promotora, zas te pochodzenia roslinnego (pepton sojowy, ekstrakt stodowy) moga
powodowa¢ duze, niekontrolowane ekspresje genéw (151). Jest to spowodowane wysokim
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podobienstwem czgsteczek sacharydéw roslinnych do IPTG i allolaktozy, czgsteczek najczesciej
uzywanych do kontrolowanej ekspresji gendw zwigzanej z polimerazg T7 RNA. W sktad maczki sojowej
wchodozi kilka sacharydéw: glukoza, galaktoza, sacharoza, rafinoza i stachioza, ktére zostaty oddzielnie
sprawdzone pod katem indukcji operonu lac. W badaniach wykazano, ze galaktoza, rafinoza i stachioza
spowodowaty ekspresje gendw, czego nie zaobserwowano w przypadku glukozy i sacharozy. Sktadniki
pozywek wykorzystanych w badaniach kinetycznych rybozymodw przedstawiono w Tabeli 9 (151).

Tabela 9. Sktad pozywek uzytych w eksperymentach badania aktywnosci rybozymoéw in vivo.

Pozywka Sktadniki pozywki
LB trypton, ekstrakt drozdzowy, chlorek sodu (NaCl)
MHB ekstrakt wotowy, kwasny pepton kazeinowy, skrobia

Davis fosforan dipotasu (K;HPOQ,), fosforan monopotasu (KH,POQ.), siarczan
magnezu (MgSQ,), siarczan amonu ((NH4)2S04), cytrynian sodu, glukoza

Jedyng pozywka posiadajgcg w sktadzie sacharyd jest MHB. Skrobia w niej zawarta (1.5 mg/ml = 7.14%)
ma na celu wchtanianie toksyn uwalnianych przez bakterie, co uniemozliwia zaktdcanie dziatania
badanych substancji przeciwbakteryjnych przez te toksyny. Mimo, ze skrobia nie zostata bezpos$rednio
zbadana w przytoczonej publikacji, poréwnujac jej strukture do indukujgcych sacharydéw sojowych
mozna wywnioskowag, ze jest ona powodem niekontrolowanej ekspresji gendw w grupie hodowli bez
IPTG (151). Jej ilos¢ w pozywce MHB byta wystarczajgca, by zaobserwowac aktywnos$¢ Rzawg bez
dodatku IPTG (czas pomiedzy 2-5 godzin hodowli), ale zbyt niska, by utrudnienie wzrostu bakterii
utrzymato sie dtugotrwale (24 godzina). Z kolei obecnos¢ glukozy w pozywce Davisa nie spowodowata
ekspresji gendw, co zgadza sie z wynikami podanymi w publikacji (151).

4.3.15 Weryfikacja produktéw ciecia mRNAgep in vivo

Biorac pod uwage wyniki z kinetyki in vivo do weryfikacji ciecia mRNA uzyto hodowli z Rzgigi,
Rzagi(tRNA) oraz KW. Trzy zaprojektowane startery (Tabela 10) miaty umozliwi¢ sprawdzenie i
ewentualny poziom ciecia mRNAgr przez rybozymy (Rysunek 57). W przypadku ciecia substratu
oczekiwano obecnosci produktu pary B_FOR—C_REV (BC) oraz niskiego poziomu produktu pary A_FOR—
C_REV (AC) dla hodowli z Rzgtygi | Rzatugi(tRNA). W przypadku KW spodziewano sie produktéw od obydwu
par starteréw. Jako kontrole wykorzystano mRNA ihfB genu referencyjnego E. coli i przetestowane w
innych badaniach pary starterow (ihfB_FOR i ihfB_REV). W przypadku tego celu mRNA, produkt
powinien by¢ otrzymany ze wszystkich trzech hodowli. Jego poziom powinien byé poréwnywalny z
poziomem produktu otrzymanego z pary starteréw BC.

Tabela 10. Sekwencje starteréw wykorzystanych do eksperymentéw RT-gPCR.

Nazwa Gen Sekwencja startera Dtugosé Zrédto
startera |celowany startera | startera
[nt]
A _FOR acpP  |GCGAGTTTTGATAGGAAATTTAAGAGTA 28 Ten projekt
B_FOR acpP  [TGAGCACTATCGAAGAACG 19 Ten projekt
C_REV acpP  |GCTTCTTCGTCCGGAATCTC 20 Ten projekt
ihfB_FOR ihfB GCGGTTTCGGCAGTTTCT 18 (258)
ihfB_REV ihfB CGCAGTTCTTTACCAGGTTT 20 (258)
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miejsce ciecia

A_FOR ¥ B_FOR MRNA,,,

=

C_REV
ACTACGAAAACCATCGCGAAAGCGAGT TTTGATAGGAAATT TAAGAGT ATGAGCACTATCEAAGAABECGTTAAGAAAATTAT
CGGCGAACAGCTGGGCGTTAAGCAGGAAGAAGT TACCAACAATGCTTCTTTCGT TGAAGACCTGGGCGCGGATTCTCTTGACA
CCGTTGAGCTGGTAATGGCTCTGGAAGAAGAGT TTGATAC TN SIS T GAGAAAAT CACCACCGTTCAG
GCTGCCATTGATTACATCAACGGCCACCAGGCGTAA

Rysunek 57. Schemat i fragment gendw pokazujgce sekwencje, do ktérych zaprojektowano startery
do weryfikacji ciecia mMRNA,pp Na etapie amplifikacji PCR w RT-qPCR. Pierwszy starter forward - A_FOR
- obejmuje sekwencje ciecia, a drugi starter forward - B_FOR - zaczyna sie bezposrednio po miejscu
ciecia. Starter reverse - C_REV — jest komplementarny do sekwencji zlokalizowanej 159 nt od miejsca
ciecia.

Rysunek 58 przedstawia ostateczne wyniki RT-gPCR. Zgodnie z oczekiwaniami, produkty
referencyjnego genu ihfB (258) oraz acpP, otrzymanego z pary starterow BC, wykryto na tym samym
poziomie (Tabela 11). Produkty PCR z mRNA.,» hodowli KW wykryte przez obydwie pary starteréw (AC
i BC) byty na zblizonym poziomie. Wyniki ekspresji genow dla bakterii zawierajacych rybozym pokazuja
wyrazng roznice pomiedzy poziomem produktow par AC i BC. Poziom produktéw pary AC wynosit 52%
dla Rzgtugi i 57% dla Rzggi(tRNA) wzgledem poziomu produktéw BC i produktu kontrolnego ihfB. Wyniki
RT-qPCR potwierdzajg dziatanie rybozymow Rzgmgi i Rzawgi(tRNA) in vivo i ciecie mRNApp. Jest to proces
aktywny w czasie co oznacza, ze bakterie namnazajg sie i mMRNA.r jest stopniowo ciete przez
rybozymy. Nalezy wzig¢ pod uwage, ze RNA wyizolowano w momencie, gdy wzrost bakterii znaczaco
przewyzszyt dziatanie rybozymu. Wczesniejsza izolacja RNA bakteryjnego, np. z hodowli Rzgigi po 8 czy
10 godzinach mogtaby skutkowaé brakiem jakiegokolwiek produktu ze wzgledu na zahamowany
wzrostu bakterii w tym czasie. Tymczasem, zaobserwowano oczekiwany efekt dziatania
zaprojektowanego rybozymu hammerhead w wersjach Rzgugi i RZangi(tRNA) na mRNAgc,» W komédrkach
bakterii.
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Rysunek 58. Wzgledna zmiana ekspresji genu acpP po cieciu mMRNAgp in Vivo przez Rzgig i Rzangi(tRNA)
w porédwnaniu z genem referencyjnym ihfB. Pokazane sg srednie wartosci, n = 2-8, ze stupkami btedéw
obliczonymi jako btad standardowy Sredniej. Rdznice ekspresji produktow acpP AC w poréwnaniu z
produktami ihfB w hodowlach Rz i Rzangi(tRNA) s3 wysoce istotne statystycznie (**** P < 0,0001).
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Tabela 11. Procent wzglednej zmiany ekspresji genu acpP po cieciu MRNAgepr in vivo w poréwnaniu z
KW i genem referencyjnym ihfB.

E. coli BL21(DE3) |Docelowa para Procentowos¢ [%]
starteréow mRNA po RT-gPCR
Kontrola Wzrostu ihfB 100
bez Rz (KW) acpP AC 94
acpP BC 100
Rzdtugi ihfB 100
acpP AC 52
acpP BC 100
Rzdtugi(tRNA) ihfB 100
acpP AC 57
acpP BC 100

4.3.16 Pordéwnanie sekwencji substratu szczepu E. coli BL21(DE3) i szczepdw patogennych E.
coli

Dopasowano sekwencje DNA otaczajacg kodon START genu acpP w obrebie gatunku E. coli.
Poréwnano sekwencje DNA wokét kodonu start acpP dwunastu szczepdw patogennych o réznych
patotypach wzgledsem sekwencji odniesienia z testowanego niepatogennego szczepu E. coli
BL21(DE3). Dopasowanie sekwencji wykazato, ze kodon START i jego otoczenie sg identyczne w kazdym
szczepie. (Tabela 12). Swiadczy to o mozliwosci wykorzystania badanej sekwencji mRNAgpe W
przysztosci, rowniez w szczepach chorobotwdérczych.

Tabela 12. Poréwnanie sekwencji DNA substratu wokdt kodonu start miejsca ciecia acpP ATG w
wybranych szczepach patogennych E. coli w poréwnaniu z referencyjnym szczepem niepatogennym E.
coli BL21(DE3).

Grupa patotypu Szczep Escherichia ID sekwencji : zakres Procent dopasowania DNA
coli
niepatogenny BL21(DE3) (137) NC_012971.2:1154164- GATAGGAAATTTAAGAGTATGAGCACTATCGAAG
1154197

EAEC 044:H18 042 NZ_CP042934.2:1178363- 100%
(152) 1178396

EHEC 0157:H7 EDL933 | NZ_CP008957.1:1598427- 100%
(153) 1598460

EHEC 0157:H7 Sakai | NC_002695.2:1510833- 100%
(154) 1510866

EHEC 0145:H28 NZ_CP006027.1:1377026- 100%
RM13514 (155) 1377059

EPEC 0127:H6 NC_011601.1:1235926- 100%
E2348/69 (156) 1235959

EPEC 055:H7 RM12579 | NC_017656.1:1402712- 100%
(157) 1402745

ETEC 0139:H28 NC_009801.1:1229028- 100%
E24377A (158) 1229061

ETEC 078:H11:K80 NC_017633.1:1257657- 100%
H10407 (159) 1257690

ETEC UMNK88 (160) NC_017641.1:1332353- 100%

1332386

UPEC 06:K2:H1 CFT073 | NZ_CP051263.1:1303345- 100%
(161) 1303378

UPEC 018:K1:H7 UTI89 | NZ_CP064825.1:1196561- 100%
(162) 1196594

UPEC-ESBL 025b:K100:H4- NZ_HG941718.1:1211962- 100%
ST131 EC958 (163) | 1211995
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4.3.17 Aktywnosc¢ rybozymdéw w obecnosci tetracykliny

W celu sprawdzenia czy dziatanie Rz moze wspomdc dziatanie antybiotyku, przeprowadzono
eksperyment kinetyki z dodatkiem tetracykliny. Jej minimalne stezenie hamujgce (MIC) wzrost E. coli
BL21(DE3) jest dos¢ wysokie i wynosi 16 uM (86). Doswiadczenie przeprowadzono w pozywce MHB,
poniewaz jest to podtoze referencyjne do badania wrazliwosci na $rodki przeciwdrobnoustrojowe.
Bakterie z czterema wariantami Rz, KP oraz KW inkubowano przez 20 godzin w réznych stezeniach
tetracykliny. Gestosci optyczne po 20 godzinach hodowli wykazaty, ze obecnos¢ rybozymu przyczynia
sie do obnizenia wartosci MIC tetracykliny. Zamiast 16 uM wynosi on 8 UM dla Rzkrstki, Rzkrstki(tRNA) i
Rzdiugi(tRNA) oraz 4 pM dla Rzawg (Rysunek 59). To doswiadczenie pokazato, ze wszystkie bakterie
zawierajgce Rz byty bardziej wrazliwe na tetracykline.

E. coliBL21(DE3) + tetracyklina x rybozym
B Rzsi M Rzieni(tRNA)YE Kontrola Plazmidu - bez Rz

0.8
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Rysunek 59. Gestos¢ optyczna mierzona dla bakterii z lub bez wariantéw Rz (kodowanych na
plazmidach) hodowanych w MHB i inkubowanych z tetracykling. Pokazane sg $rednie wartosci, n = 2-
5, ze stupkami btedéw obliczonymi jako SEM. Réznice w gestosci optycznej w odniesieniu do kontroli
wzrostu (KW) sg istotne statystycznie (**** P < 0,0001).

Kinetyke kazdej hodowli bakteryjnej inkubowanej z tetracykling pokazano na rysunku 60.
Najwieksze podobierstwo do krzywej wzrostu KW E. coli BL21(DE3) wykazujg krzywe KP oraz
Rzksti(tRNA). Najmniejsze podobienstwo widaé w przypadku bakterii z Rzangi(tRNA). Najdtuzsze
opd6znienia wzrostu bakterii, do godziny 4,5 dla KW i do godziny 9,5 przy 2 uM tetracykliny obserwuje
sie w dla hodowli z Rzawg. W poréwnaniu do 24-godzinnych eksperymentéw kinetycznych bez
tetracykliny (Rysunek 54), powtarzalng obserwacjg jest sptaszczenie krzywej wzrostu bakterii
zawierajgcych Rzawgi(tRNA) w poréwnaniu z innymi hodowlami. Spfaszczenie logarytmicznej fazy
wzrostu obserwowane od samego poczatku hodowli zwiekszajgce sie wraz ze wzrostem stezenia
tetracykliny wskazuje, ze Rzag(tRNA) znacznie utrudnia wzrost bakterii w poréwnaniu do bakterii
zawierajgcych inne rybozymy. Ukrycie Rzaug W strukturze tRNA nie powoduje znacznego opdznienia w
rozwoju bakterii, jak w przypadku Rzag bez tRNA, jednak wptywa na ich stabszy wzrost w poréwnaniu
do reszty hodowli.
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Rysunek 60. Kinetyka ciecia mRNA.r W bakteriach hodowanych w MHB inkubowanych z tetracykling
pod kontrolg IPTG przez 20 godzin. IPTG dodano na poczatku eksperymentéw. Pokazane sg srednie
wartosci, n = 2-5, ze stupkami btedéw obliczonymi jako SEM. Rdznice w OD pomiedzy bakteriami
zawierajgcymi plazmid i kontrolg wzrostu s3: istotne statystycznie (**** P < 0,0001, *** P < 0,001, **
P <0,01, * P <0,05), pozostate rdznice nie sg istotne.

4.4 Dyskusja

W pracy zaproponowano mRNA trzech kluczowych gendw jako substratéw do ciecia in vitro przez
zaprojektowany rybozym hammerhead. Rdzen katalityczny rybozymu jest taki sam we wszystkich
wersjach, jednak jego aktywnosc¢ rdzni sie w zaleznosci od substratu i dtugosci ramion rybozymu, ktére
tworzg kompleks z substratem. Otrzymane wyniki wskazujg, ze w celu uzyskania efektywnego ciecia
wazna jest nie tylko sekwencja rdzenia katalitycznego (87,88) oraz obecnos¢ dopuszczalnej troéjki
nukleotydéw w miejscu ciecia (117,118), ale réwniez ich wzajemne dopasowanie oraz dtugosc¢
powstatego kompleksu. W niniejszej rozprawie wykazano wysoka efektywnosc¢ ciecia trojki GUA w
substracie mMRNAcpr przez rybozym z krétkimi ramionami. Wyrazne produkty ciecia GUA dostrzezono
takze w substracie mRNAg, rdwniez przez rybozym rybozym z krétkimi ramionami, jednak po znacznie
dtuzszym czasie i bez wiekszych zmian intensywnosci substratu. Co prawda, po blisko dobie inkubacji
fragmentu mRNA.-a posiadajgcym tréjke AUA z rybozymem krotkim zauwazalne sg prazki sugerujgce
otrzymanie produktéw ciecia, jednak nie mozna tu moéwic o jakiejkolwiek efektywnosci katalitycznej.

Carbonell i wsp. (164) pokazat, ze przy stezeniu 1-4 mM Mg?* rybozym hammerhead utajonego
wiroida bakfazana wykazat nieznacznie wiekszg aktywnos¢ w cieciu mutanta z tréjkg GUA niz w cieciu
oryginalnej tréjki AUA. Obydwie tréjki byty efektywniej ciete niz mutanty GUC i AUC. W przypadku
reakcji prowadzonej w nizszym stezeniu Mg#, tj. 10 i 50 uM, rybozymy skierowane przeciwko GUA i
AUA miaty nizszg aktywnosc katalityczng. W obu stezeniach trojka GUA okazata sie lepszym celem niz
AUA (164). W innej pracy modulowano ekspresje genu apoB, ktérego nadprodukcja apolipoproteiny B
jest zwigzana z przedwczesng chorobg wiericowg. Celowano w tréjki: AUA oraz GUA oddalone od siebie
0 14 nukleotyddw. Testy in vitro wykazaty, ze sekwencja AUA byta efektywniej cieta po 1i 2 godzinach
inkubacji, odpowiednio 0 17 i 11%. Dodatkowo, wprowadzono jedng mutacje w rdzeniu katalitycznym,
ktora spowodowata catkowity brak ciecia substratu. Z kolei ekspresja rybozymow anty-AUA i anty-GUA
w ludzkich liniach komérkowych byta znacznie efektywniejsza w drugim przypadku i spowodowata
spadek poziomu MmRNAgs 0 okoto 80% (165). W innych badaniach podjeto préoby zwiekszenia
efektywnosci ciecia tréjki AUA poprzez losowe wprowdzanie mutacji w rdzeniu katalitycznym
rybozymu. Sposrdod 15 utworzonych mutantow tylko dwa z nich poprawity aktywnos¢ rybozymu o
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kilkanascie procent (166). Otrzymane wyniki wraz z danymi literaturowymi pokazujg, ze rybozym o tym
samym rdzeniu katalitycznym moze wykazywac zrdznicowang aktywnosé. Wptywa na nig nie tylko
tréjka nukleotydéw poprzedzajgca miejsce ciecia, ale z pewnoscig réwniez sekwencja jg okalajgca
tworzagca kompleks z rybozymem. Poprzez wprowadzenie mutacji w odpowiednich miejscach
rybozymu, w niektérych przypadkach takze w rdzeniu katalitycznym, moze dojs¢ do zwiekszenia
efektywnosci ciecia. Co wiecej, rybozym aktywniejszy w eksperymentach in vitro, nie musi dziata¢
efektywniej w warunkach in vivo.

Zbadane w projekcie doktorskim efekty ciecia fragmentu substratu mRNAgr in vitro wykazaty
duzo lepsza aktywnos$¢ w przypadku Rzgewi. Niemniej jednak, to wifasnie ekspresja Rzag W
eksperymentach in vivo spowodowata najwieksze zahamowanie wzrostu bakterii w pozywce Davisa
(Rysunek 55). Mozna to przypisac¢ szybszej degradacji Rzxsti przez rybonukleazy, uniemozliwiajgc mu
dotarcie do substratu w catosci. Innym mozliwym wyjasnieniem moze byé niewystarczajgco silne
wigzanie docelowego mRNA przez Rz wewnatrz komorki. Ukrycie rybozymu w strukturze tRNA nie
poprawia wydajnosci ciecia, ale nadal pozwala na zauwazalne zahamowanie wzrostu bakterii w
przypadku Rzggi(tRNA). Prawdopodobnie rybozymowi trudniej jest dotrze¢ do celu, gdy jest osadzony
w strukturze tRNA. Z drugiej strony, struktura tRNA moze chroni¢ rybozym przed degradacjg. Nie
oceniano jednak stabilnosci rybozymoéw w komdrkach bakteryjnych. Nalezy wzigé pod uwage, ze
zaobserwowane hamowanie wzrostu bakterii mozna potencjalnie przypisa¢ kilku czynnikom: a)
przecieciu mRNA przez rybozym (co zostato potwierdzone w eksperymentach RT-qPCR); b)
sterycznemu blokowaniu substratu mRNA przez rybozym, ktére nawet bez ciecia moze uniemozliwi¢
translacje; c) rozszczepieniu dupleksu mRNA z rybozymem przez RNaze H (74), ktéra dziata katalityczne
zamiast rybozymu oraz d) stabszy wzrost bakterii ze wzgledu na obcigzenie komdrek obecnoscig
wysokokopijnego plazmidu, co moze prowadzi¢ do zahamowania wzrostu niezaleznie od zaktécenia
biosyntezy biatka ACP. Te cztery efekty mogg réwniez wspotistnied, a kazdy z nich przyczynia sie do
obserwowanego hamowania wzrostu bakterii. Istotny jest rowniez odpowiedni dobdr stezenia
induktora IPTG. Nie jest on metabolizowany przez bakterie, wiec jego stezenie w komdrce pozostaje
state (167). Jednak zbyt duze stezenie tego induktora i idgca za tym wieksza ekspresja pozgdanych
gendéw z plazmidu moze stanowi¢ dodatkowe obcigzenie metaboliczne dla komodrki bakterii
(138,168,169).

Opisane w literaturze substraty stanowity cze$¢ bakteryjnego mRNA lub byty wytwarzane in vivo z
plazmidu wraz z dedykowanym im rybozymem. Substraty obejmowaty mRNA gendw niezbednych
bakteriom do zycia (122), gendw niekoniecznych bakteriom do przetrwania (120,121) oraz onkogendw
(123). W zacytowanych publikacjach ciecie mRNA zostato przeprowadzone przede wszystkim za
pomocg rybozyméw, w szczegdlnosci przy uzyciu rybozymu hammerhead . Niemniej jednak, godne
uwagi wyniki otrzymano dla ciecia mRNA protoonkogenu przez rybozym RNaze P (123), jak réowniez
MRNA kluczowego genu bakterii przez enzym DNA (122). W cytowanych publikacjach wykazano
katalityczng aktywnos¢ enzymoéw zaréwno in vitro, jak i in vivo. Ekspresja rybozymoéw moze byc
zapoczgtkowana przez dodanie IPTG (121,123) lub tetracykliny (122). Ciekawg obserwacjg jest
trzykrotnie szybsza, w obecnosci spiramycyny, redukcja mRNA protoonkogenu zakodowanego na
plazmidzie z ekspresja rybozyméw indukowang przez IPTG w komérkach E. coli (123). Przeciecie mRNA
genu lexA zwigzanego z funkcjg naprawy bakteryjnego DNA spowodowato zwiekszong wrazliwosc
bakterii na $wiatto UV (41). W teScie B-galaktozydazy aktywny rybozym zmniejszyt ekspresje genu lacZ'
o ponad 90%. Efekt ten zaobserwowano w fenotypie kolonii bakteryjnych. W obecnosci IPTG i X-gal w
pozywce zmienity one barwe z niebieskiej na bezbarwng (zbadano 3 losowe kolonie z ptytki) w
poréwnaniu z hodowlg zawierajgcg nieaktywny rybozym (121). W przypadku substratu mRNA genu
ftsZ, odpowiedzialnego za podziat komadrek i zywotnosé bakterii, enzym DNA nie tylko efektywnie
zatrzymat jego ekspresje, ale takze skutecznie zahamowat proliferacje komarek bakteryjnych w ciggu
3 godzin od rozpoczecia ekspresji rybozymu (122).

Obecnos¢ rybozymdéw w komarkach bakterii zwieksza ich wrazliwos$¢ na tetracykling, co wskazuje
na efekt addytywny lub nawet synergistyczny enzymu RNA i antybiotyku. Badania nad synergig
zwigzkow przeciwbakteryjnych rozpoczeto juz na poczatku lat piecdziesigtych XX wieku (170). Badano
potaczenia tradycyjnych antybiotykdw m.in. z innymi konwencjonalnymi antybiotykami (170-172),
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peptydowymi kwasami nukleinowymi (PNA) (141,173)mi nukleinowymi (PNA) (141,173) i peptydami
(174,175). Niektdre z synergii zostaty dopuszczone do uzytku klinicznego, ale wiele antybiotykéw
stosuje sie w terapiach skojarzonych bez zatwierd(1). Mimo dwczesnego braku wiedzonych danych
klinicznych (172). Co ciekawe, synergia niektérych terapeutykéw przeciwbakteryjnych spowodowata
zalezne od stezenia hamowanie powstawania oraz rozrywanie struktur biofilméw tworzonych przez
klinicznie izolowane szczepy bakterii (171). PNA blokujgcy sekwencje acpP wykazat synergie z
polimyksyng B i trimetoprimem w szczepach E. coli zmniejszajgc ich minimalne stezenia hamujace
wzrost bakterii: 4-8 razy w przypadku PNA i 4-13 razy w przypadku antybiotykéw (141). Inne badanie
wykazato wysoka synergie PNAanty-thya (gen thyA koduje enzym bioracy udziat w metabolizmie kwasu
foliowego) z trimetoprimem u E. coli przy 4-krotnie nizszym stezeniu hamujgcym dla PNA i 16-krotnie
nizszym dla antybiotyku (173). Z kolei synergistyczny efekt bakteriobdjczy z peptydami
zaobserwowano u E. coli przy obnizonych stezeniach: 2-8 razy w przypadku antybiotyku i 4-32 razy w
przypadku peptydu przeciwbakteryjnego (174,175). Oprdcz efektu synergistycznego wykazano takze
addytywne dziatanie przeciwbakteryjne réznych zwigzkdw. Wyniki te $wiadczg o duzej wartosci i sensie
poszukiwania nowych kombinacji réznorodnych $rodkdw przeciw drobnoustrojom, cho¢ nadal nie ma
wsrdd nich rybozymow. Tym bardziej interesujgca jest obserwacja, ze ekspresja i aktywnos¢ Rz czynig
bakterie bardziej podatnymi na tetracykline.

W pracy doktorskiej przetestowano rézne podtoza do hodowli bakterii pod katem aktywnosci
rybozymu. Nalezy zauwazy¢, ze w tlenowych warunkach laboratoryjnych, w podfozach bogatych w
sktadniki odzywcze, komoérka E. coli dzieli sie mniej wiecej co 20 minut (176), podczas gdy w
beztlenowym s$rodowisku jelit cztowieka czas podwojenia wydtuza sie do okoto 40 godzin (177). W
zwigzku z tym, nawet zastosowanie pozywek minimalnych w hodowli w dalszym ciggu bardziej sprzyja
rozwojowi bakterii w poréwnaniu z warunkami panujgcymi w organizmie cztowieka.

W oparciu o przeprowadzone badania i przytoczong literature mozna stwierdzi¢, ze hamowanie
wzrostu bakterii poprzez ciecie mRNA gendw kluczowych za pomoca rybozyméw jest wykonalne, lecz
wymaga dalszej pracy. Wiodgcymi kwestiami w przysztych testach jest wybdér odpowiedniego
substratu i miejsca ciecia oraz rybozymu zdolnego nie tylko do skutecznego przeciecia mRNA, ale
rowniez do uniemozliwienia regeneracji bakterii. Kolejne badania powinny skupia¢ sie réwniez na
znalezieniu takiego sposobu dostarczania rybozyméw do komadrek, aby nie polega¢ wytgcznie na
plazmidach i specjalnych szczepach bakteryjnych dostarczajacych polimeraze T7 RNA. Mimo ze
plazmidy sg bardzo przydatne w badaniach wstepnych i wzglednie proste do wprowadzenia do
bakterii, to samo zaprojektowanie i przygotowanie kaset z sekwencjg rybozymu, a nastepnie jego
ekspresja i osiggniecie efektywnej aktywnosci in vivo jest skomplikowane, a czasem nawet niemozliwe.
Ogranicza to praktyczne zastosowanie enzymoéw katalitycznych w komdrkach. Ponadto, w przypadku
rybozymoéw duze znaczenie ma znalezienie metod ich ochrony przed degradacja nukleazami
wewnatrzkomérkowymi. Niemniej jednak, rybozymy majg potencjat, aby wspomoc istniejace terapie
poprzez zmniejszenie stezen stosowanych antybiotykdw i w konsekwencji ich niekorzystnych skutkdéw
ubocznych.

4.5 Podsumowanie

Zaprojektowano réine wersje rybozymu hammerhead skierowane przeciwko fragmentom
MRNAGepr, MRNAmura, i MRNAg,. Przy uzyciu ITC potwierdzono tworzenie sie in vitro silnych kompleksow
substrat:rybozym. Za pomocg elektroforezy zelowej sprawdzono mozliwos¢ rozszczepienia substratéw
in vitro, a najefektywniejsze ciecie otrzymano dla fragmentu mRNAgp. Przygotowano rézne warianty
rybozymu anty-acpP witgczajac ich sekwencje do plazmidéw, ktére wtransformowano do komaorek E.
coli BL21(DE3). Skorzystanie z kontrolowane] ekspresji rybozyméw pozwolito zaobserwowad ciecie
MRNAqr, Czego skutecznos¢ potwierdzono metodg RT-gPCR. Zaobserwowano, ze bakterie
posiadajgce rybozym byty bardziej wrazliwe na tetracykline. Wykazano, ze rybozymy mogg efektywnie
hamowa¢ wzrost bakterii nie tylko jako pojedyncze zwigzki, ale réwniez w potaczeniu z
konwencjonalnymi antybiotykami.
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5 Przeciwbakteryjne dziatanie peptydow i peptydomimetykow
5.1 Wstep

5.1.1 Budowa sciany komadrkowej bakterii

Srodowisko wewnetrzne bakterii otoczone jest wielowarstwowa $ciang komédrkowa. Jej
budowa jest rézna dla bakterii Gram-ujemnych i Gram-dodatnich (Rysunek 61). W obydwu
przypadkach dostep do cytoplazmy jest zamkniety przez wewnetrzng btone cytoplazmatyczng, CM
(ang. Cytoplasmic Membrane). Sktada sie ona z alifatycznej dwuwartwy lipidowej (fosfolipidéw):
hydrofilowej czedci fosforanowej i hydrofobowych tancuchow kwaséw ttuszczowych, ktére mogg sie
od siebie rézni¢ w zaleznosci od szczepu bakterii. W CM znajdujg sie liczne biatka powierzchniowe
(peryferyjne) oraz transbtonowe (integralne). Nastepng warstwe u bakterii Gram-ujemnych stanowi
przestrzen peryplazmatyczna z pojedynczg lub kilkoma cienkimi warstwami peptydoglikanu (mureiny)
(2-10 nm), nadajacymi ksztatt komadrce i zapewniajagcymi ochrone mechaniczng przed szkodliwymi
czynnikami zewnetrznymi oraz turgorem wewnatrzkomérkowym. Sktad mureiny réwniez moze sie
rézni¢ w zaleznosci od szczepu bakterii. Przestrzen peryplazmatyczna rowniez zawiera biatka, m. in.
transportujgce, ochronne oraz enzymy. Nastepnie, w $cianie komdrkowej bakterii wystepuje btona
zewnetrzna, OM (ang. Outer Membrane), w ktérej rowniez znajduje sie wiele biatek petnigcych réine
funkcje. W przeciwienstwie do CM na jej powierzchni znajdujg sie endotoksyny, czyli lipopolisacharydy
(LPS), ktdre nadajg bakterii m. in. wtasciwosci chorobotwdrcze oraz chronig przed dziataniem
antybiotykéw, szczegélnie hydrofobowych. LPS sg zwigzkami amfipatycznymi, ktdérych fancuchy
polisacharydowe (antygeny O) stanowig najbardziej wysunieta, zewnetrzng czes¢ taczacy sie poprzez
rdzen z lipidem A zakotwiczonym w btfonie. taricuchy wielocukrowe i rdzen LPS, mogg mie¢ odmienng
budowe w zaleznosci od szczepu. Bakterie Gram-dodatnie nie posiadajg przestrzeni
peryplazmatycznej. Majg za to wiele usieciowanych warstw peptydoglikanu (30-100 nm) z
przytaczonymi do niego silnie polarnymi, anionowymi kwasami tejchojowymi, TA (ang. Teichoic Acids)
o duzej hydrofilowosci oraz zakotwiczonymi w glikolipidach btony amfipatycznymi kwasami
lipotejchojowymi, LTA (ang. Lipoteichoic Acids). Obydwa rodzaje kwaséw mogg sie rézni¢ zaleznie od
gatunku bakterii. Mimo braku btony zewnetrznej, szczepy Gram-dodatnie zawierajg biatka
zewnatrzkomérkowe posiadajgce dodatkowe elementy umozliwiajace ich zakotwiczenie i utrzymanie
sie na zewnetrznej czesci peptydoglikanu lub kwaséw tejchojowych (178-180).

Budowa btony bakteryjnej chroni bakterie przed szkodliwym dziataniem niektérych zwigzkéw
przeciwdrobnoustrojowych. Z drugiej strony, moze takze wspomagaé inne czasteczki w ich interakcjach
z btong komdrkowa, co w konsekwencji wykazuje szkodliwe dziatanie przeciw mikroorganizmom.
Przyktadem moze by¢ apolipoforyna Ill, biatko wigzace lipidy pochodzgce z owada nocnego Galleria
mellonella (181). Poza wigzaniem lipidéw ma rowniez wtasciwosci wigzania weglowodoroéw, co utatwia
temu biatku interakcje z bakteryjnym LPS i kwasem lipotejchojowym wykazujac dziatanie
przeciwbakteryjne. Pokazuje to, jak wazne jest poznanie i dostosowanie wtasciwosci projektowanych
zwigzkow przeciwbakteryjnych, w kwestii ich oddziatywania z btonami komdérkowymi bakterii, w celu
otrzymania skutecznych, aktywnych btonowo czgsteczek przeciwdrobnoustrojowym.

84



Kwasy
lipotejchojowe

\ Lipopolisacharyd
34 :

Kwasy tejchojowe

.
Blona i ‘ | h} ! "
3 zewnetrzna L(B li( Qj%‘ Tl‘:}i{
Peryplazmatyczna r Lipoproteina

P iikan przestrzen Peptydoglikan

AR ' 'b "Ff'ﬂ’,\ | “lqr Blona i ﬁm%m’b%m mﬁ\# %EA
e RN | o | VBMESE ChRE
blonowe ~ T OO . I . ’ {

Gram - dodatnie Gram - ujemne

Rysunek 61. Poréwnanie budowy scian komdrkowych bakterii Gram-ujemnych i Gram-dodatnich.
Zrédto: https://naukawciemno.pl

5.1.2 Peptydy przeciwdrobnoustrojowe i penetrujgce komorke

Peptydy sg krétkimi tanicuchami sktadajgcymi sie z od 2 do 50 aminokwaséw potgczonych ze
sobg wigzaniami peptydowymi (182). Peptydy przeciwdrobnoustrojowe, AMP (ang. AntiMicrobial
Peptides) stanowig jeden z mechanizmdw obrony zwierzat i roslin przed patogenami, i sg produkowane
m. in. przez ssaki, rosliny, mikroorganizmy, insekty. Mogg przyjmowac rdzne struktury drugorzedowe,
np. a-helisy czy B-kartki. Czes¢ AMP wykazuje aktywnosc¢ juz na poziomie btony komérkowej. Innymi
peptydami dziatajgcymi na btony sg peptydy penetrujgce komodrke, CPP (ang. Cell-Penetrating
Peptides). Co prawda mogg wykazywac toksycznos$¢ w kontakcie z btong, jednak ich gtéwng funkcja
jest transport innych zwigzkéw przez btone do wnetrza komérki bakterii. Obydwa omdéwione wyzej
typy peptyddw mogg stanowi¢ alternatywe dla antybiotykdw, zwtaszcza w przypadku patogendéw
lekoopornych (183). Ich przedstawicielami s3: anoplina i W-MreB1.s (AMP) oraz (KFF)sK (CPP) (184)
(Rysunek 62).

Anoplina (ang. anoplin) to peptyd, ktéry zostat wyizolowany z jadu osy Anoplius samariensis.
To najmniejszy naturalny liniowy AMP o strukturze a-helisy. Jest to peptyd amfipatyczny i sktada sie z
10 aminokwaséw (GLLKRIKTLL). Wykazuje aktywnos¢ przeciw bakteriom Gram-ujemnym i Gram-
dodatnim. Ponadto, nie jest silnie hemolityczny (185-187).

W-MreBi.s jest 10-aminokwasowym (WMLKKFRGMF) helikalnym fragmentem biatka MreB
wigzgcym btone i odpowiadajgcym za utrzymanie ksztattu komérki m.in. u szczepdw Escherichia coli i
Bacillus subtilis. Modyfikacja wnoszgca dodatkowy aminokwas (tryptofan) na N-koncu peptydu
znacznie zwiekszyta jego aktywnos¢ zaréwno przeciw bakteriom Gram-ujemnym, jak i Gram-dodatnim.
Ten AMP destabilizuje btone bakteryjng powodujac jej przepuszczalnos$¢ (188—190).

(KFF)3K to syntetyczny, liniowy, sktadajgcy sie z 10 aminokwasow (KFFKFFKFFK) peptyd
penetrujgcy komorke (191). Jego gtdwnym zadaniem jest transport zwigzkdw do wnetrza komaorki.
Chociaz dziata destabilizujgco na btone, nie wykazuje bezposredniej aktywnosci przeciwbakteryjne;j.
Okazat sie jednak bardzo skuteczny w synergii z antybiotykami (124,141,142,192).
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Rysunek 62. Reprezentacja a-helis peptydéw w konfiguracji kotowej oraz ich wzory szkieletowe.
Konfiguracje kotowe zwizualizowano przy uzyciu kalkulatora HeliQuest. Niebieskie koto — aminokwas
hydrofilowy, zétte koto - aminokwas hydrofobowy, fioletowe/szare koto — aminokwas neutralny,
czerwone litery N i C — Nioniec 0raz Cyoniec peptydu. Wzory szkieletowe otrzymano za pomocga programu
PepDraw.

5.1.3 Zalety i wady peptyddw w kontekscie ich potencjalnego uzycia w terapiach
przeciwbakteryjnych

Peptydy to krotkie sekwencje aminokwasowe, dzieki czemu sg tatwe w syntezie. Cze$¢ z nich
posiada witasciwosci amfipatyczne, co jest korzystne przy projektowaniu peptydow AMP. Moga
wykazywac dziatanie bakteriobdjcze nawet bez wchodzenia do komérki oraz transportowaé inne
zwigzki do jej wnetrza. Sg w stanie samoorganizowac sie w rézne struktury, ktére mogg wspomagac
ich dziatanie. Wykazujg zdolnos¢ transportu przez btone czasteczek, ktére same nie mogg przedostac
sie do wnetrza bakterii. Z drugiej strony, peptydy sg niestabilne, gdyz degradujg je enzymy
proteolityczne i tylko w okreslonej konformacji moga wykazywac aktywnosc przeciwbakteryjng. Majg
krétki okres poéftrwania i ulegajg szybkiej degradacji w komdrce. Mogg byé odczytywane przez
organizm pacjenta jako nieznana, a wiec toksyczna czasteczka i stymulowa¢ uktad odpornosciowy do
jej zniszczenia zanim spetni swojg funkcje. Niektére peptydy wykazujg toksycznosé réwniez wzgledem
komoérek eukariotycznych juz na poziomie badan in vitro. Wyksztatcenie przez bakterie opornosci na
dany peptyd moze uniemozliwi¢ jego dalsze stosowanie. Ponadto, istnieje ograniczona ilos¢ AMP
mozliwa do izolacji ze zrédet naturalnych, a synteza na wiekszg skale moze by¢ kosztowna (193,194).
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5.1.4 ,,Zszywanie” peptydow

Peptydy czesto osiggajg aktywnosc przeciwbakteryjng po uzyskaniu odpowiedniej struktury,
ktorg przyjmujg dopiero w kontakcie z btong. Prowadzone s3 liczne badania zaleznosci struktura-
aktywnosé peptydéw w celu znalezienia wtasciwosci strukturalnych odpowiadajgcych za ich efektywne
dziatanie biologiczne. Przyktadem moze by¢ pochodna protegryny-1, kationowego, amfipatycznego
AMP o strukturze B-kartki (195). Jej skrécony analog réwniez wykazywat dziatanie przeciwbakteryjne
wobec szczepdw Gram-ujemnych i Gram-dodatnich oraz niskg aktywnos¢ hemolityczng.

W niniejszej rozprawie, przedstawiono kolejny sposdéb poprawy aktywnosci peptydow
polegajgcy na zastosowaniu tzw. ,,zszywek”’, olefinowych tarncuchéw weglowodorowych, ktdre po
kowalencyjnym zwigzaniu ze sobg w reakcji metatezy (196) stabilizujg i utrzymujg peptyd w jego
aktywnej formie (197) (Rysunek 63). ,,Zszywki’”’ mozna wprowadzaé¢ w réznych lokalizacjach peptydu
otrzymujac jego analogi o odmiennej amfipatycznosciitadunku. Efekty ,,zszywania” skutkujg zmianami
wtasciwosci  biologicznych i biofizycznych peptydu. Wptywajg na aktywnos$é hemolityczng,
przeciwbakteryjng, jak réwniez podatnos$¢ na degradacje proteolityczng (198-201). W mysim modelu
zapalenia otrzewnej i posocznicy wykazano, ze ,,zszyty’”’ peptyd moze zabija¢ wielolekooporne bakterie
Gram-ujemne bez zaobserwowania hemolizy i uszkodzenia nerek gospodarza (202).

Zszywki’”

,,Zszycie”

peptyd

nieustrukturyzowany nzszyty” peptyd

Rysunek 63. Schemat stabilizacji a-helikalnego peptydu za pomoca ,,zszywek”.

5.2 Materiaty i metody

5.2.1 Peptydy przeciwbakteryjne: anoplina, W-MreBi.9 i peptyd penetrujgcy komorke
(KFF)3K

Peptydy zostaty zsyntezowane manualnie i dostarczone przez dr Monike Wojciechowsky z
Laboratorium Maszyn Biomolekularnych, Centrum Nowych Technologii UW. Wiasciwosci
fizykochemiczne testowanych peptyddéw zestawiono w Tabeli 13.

Tabela 13. Sekwencja jednoliterowa peptyddw i ich wtasciwosci fizykochemiczne wyznaczone za
pomocg kalkulatora HeliQuest.

Peptyd Sekwencja tadunek |Hydrofobowos$¢ |Masa czgsteczowa
Nkoniec = Ckoniec  |W pH 7.4 [e] [g/mOI]
anoplina GLLKRIKTLL +4 0,587 1153,5
W-MreBig | WMLKKFRGMF +4 0,700 1342,7
(KFF)sK KFFKFFKFFK +5 0,678 1525,1
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5.2.2 ,,Zszyte” pochodne anopliny

Peptydy zostaty zsyntezowane manualnie i dostarczone przez mgr Julie Macyszyn z Laboratorium
Maszyn Biomolekularnych, Centrum Nowych Technologii UW. Strukture oryginalnej anopliny
przedstawia Rysunek 64, a wtasciwosci fizykochemiczne peptydu i jego ,,zszytych” pochodnych
zestawiono w Tabeli 14.

ARG

Rysunek 64. Model struktury anopliny — widok frontalny (po lewej) i boczny (po prawej) — pochodzi ze
struktury PDB 2MJQ z RCSB Protein Data Bank. Jasnoniebieski — anoplina w reprezentacji a-helisy,
ciemnoniebieski — aminokwasy polarne, dodatnio natadowane, hydrofilowe; fioletowy — aminokwas
polarny o fadunku obojetnym, hydrofilowy; szary - aminokwas niepolarny o fadunku obojetnym, zétty
— aminokwasy niepolarne o tadunku obojetnym, hydrofobowe. Cyframi zaznaczono aminokwasy
podmienione w syntezie zmodyfikowang alaning uzytg do wprowadzenia ,,zszywek”’.

Tabela 14. Wtasciwosci fizyczno-chemiczne anopliny i jej modyfikowanych pochodnych. tadunek w pH
7,4 oraz procent helikalnosci zostaty obliczone na podstawie widm dichroizmu kotowego peptydéw w
buforze fosforanowym (203) przy uzyciu oprogramowania DichroWeb (204). Ss — zmodyfikowana
alanina z olefinowymi taricuchami bocznymi.

Peptyd lub Sekwencja Forma tadunek |Helikalnos¢
analog Nkoniec — Ckoniec w pH 7.4 [%]
[e]
anoplina Gly-Leu-Leu-Lys-Arg-lle-Lys-Thr-Leu-Leu-NH, liniowa +4 14
anoplina[2-6] ,,2szyta” +4 59

Gly-S5-Leu-Lys-Arg-Ss-Lys-Thr-Leu-Leu-NH,

anoplina[5-9] ,,2szyta” +3 64
Gly-Leu-Leu-Lys-Sc-1le-Lys-Thr-Sc-Leu-NH,

| I
anoplinaSs(5,9)* liniowa +3 62

Gly-Leu-Leu-Lys-S-1le-Lys-Thr-Se-Leu-NH,

* peptyd ze zmodyfikowanymi aminokwasami ale nie potgczonymi kowalencyjnie (niezszytymi)
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5.2.3 Szczepy bakterii
Szczepy bakterii wykorzystane do badan anopliny, W-MreB.s i (KFF)3K

Wptyw peptyddw na wzrost bakterii zbadano na szczepie laboratoryjnym typu dzikiego E. coli K-12
(125) oraz szczepie z deficytem proteazy OmpT btony zewne(137). Enzym ten chroni komarki bakterii
Gram-ujemnych przed szkodliwym dziataniem kationowych peptyddw przeciwdrobnoustrojowych,
gdyz je degraduja (205).

Szczepy bakterii wykorzystane do badan anopliny i jej ,,zszytych” pochodnych

Whptyw stabilizacji struktury anopliny poprzez dodanie ,,zszywek” w wybranych pozycjach
peptydu na aktywnosc¢ przeciwbakteryjng jego pochodnych sprawdzono na szczepach bakterii Gram-
ujemnych i Gram-dodatnich (Tabela 15). Ws$rdéd wykorzystanych bakterii znalazty sie szczepy
pierwszego i drugiego poziomu bezpieczenstwa biologicznego, BSL (ang. BioSafety Level). Grupe
pierwsza (BSL 1) stanowig mikroorganizmy, ktére nie wywotujg choréb u ludzi z prawidtowo
funkcjonujgcym uktadem odpornosciowym, a wiec o minimalnym zagrozeniu dla zdrowia. Natomiast
grupa druga (BSL 2) obejmuje patogeny o umiarkowanym zagrozeniu chorobotwdrczym, jednak
zwigzane z zakazeniami wystepujgcymi u ludzi (206).

Tabela 15. Szczepy bakterii wykorzystane do badan anopliny i jej ,,zszytych” pochodnych.

Gatunek ‘ Szczep ‘ Opis \ BSL
Gram-ujemne
K-12 MG1655 szczep dziki, najpopularniejszy szczep 1
Escherichia coli  |(125) laboratoryjny E. coli
0157:H7 ST2- |produkuje toksyny Shiga, testowany szczep 2
8624 (207) jest pozbawiony cech zjadliwosci
1841/06 (208) szczep szpitalny ESBL+*
WR3551/98 (209) szczep szpitalny ESBL+*
Pseudomonas PAO1 (210) najpopularniejszy szczep laboratoryjny
aeruginosa P. aeruginosa
ATCC 27853 (211) szczep szpitalny, szczep modelowy
Salmonella enterica |LT2 (212) mysi model ludzkiego duru brzusznego
Typhimurium
Gram-dodatnie
Staphylococcus ATCC 29213 (213) najpopularniejszy szczep laboratoryjny 2
aureus S. aureus
ATCC BAA1720 szczep szpitalny MRSA** 2
(214)
Bacillus subtilis 168 (215) szczep modelowy 1

*ESBL+ — B-laktamazy o rozszerzonym spektrum dziatania (ang. Extended-Spectrum Beta-Lactamases)
**MRSA — oporne na metycyline szczepy gronkowca (ang. Methicyllin-Resistant Staphylococcus Aureus)

5.2.4 Hodowla bakterii

Szczepy bakterii wysiano na szalki LB z agarem (LA) i inkubowano przez noc w 37°C. Nastepnie,
zaszczepiono po jednej kolonii z kazdego szczepu, do ptynnej pozywki LB i wytrzgsano przy 600 rpm w
37°C (Thermomixer comfort, Eppendorf) przez kolejng noc. Nastepnego dnia rozcienczono hodowle
nocng 100-krotnie w pozywce MHB (Difco) i hodowano w temperaturze 37°C z wytrzgsaniem 600 rpm
do osiggniecia przez bakterie fazy wyktadniczej o gestosci optycznej 0,2-0,3.
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5.2.5 Woyznaczanie minimalnego stezenia hamujgcego wzrost bakterii

Przygotowano 96-dotkowg, transparentng ptytke (Nunc) z pozywka MHB. Studzienki zawierajgce
po 100 ul czystej pozywki reprezentowaty kontrole sterylnosci. Do reszty studzienek dodano pozywke
z odpowiednimi stezeniami badanych zwigzkéw do koricowe] objetosci po 50 ul. Ostateczne stezenia
badanych zwigzkéw osiggnieto metodg seryjnych rozciefczen zgodnie ze standardami CLSI wedtug
metody M07-A10 (49). Dla peptydow (anoplina, W-MreBi-g, (KFF)3K) oraz kontrolnych antybiotykéw
(ampicylina i tetracyklina, Sigma Aldrich) zakres stezen wynosit 0.5-256 uM, zas do badan zszytych
pochodnych anopliny i antybiotykéw kontrolnych (ampicylina, kanamycyna i polimyksyna B, Sigma
Aldrich) wynosit 0.125-64 pM. Bakterie z fazy wyktadniczej rozciericzono 100-krotnie, do ~5 x 10°
CFU/ml w pozywce MHB i dopetniono nimi studzienki do koricowej objetosci po 100 pl. Kontrola
wzrostu zawierata rozciericzone bakterie oraz pozywke w stosunku 1:1.

5.2.6  Monitorowanie minimalnego stezenia hamujgcego wzrost bakterii przez anopline, W-
MreBi-g i (KFF)3K

Ptytki zawierajgce anopline, W-MreBi—g i (KFF)sK byty inkubowane w 37°C w czytniku mikroptytek
Sunshine Tecan przez 20 godzin. Gestos¢ optyczna rozcienczen byta mierzona co 10 minut przy dtugosci
fali 600 nm w programie Magellan 6. Kazdy pomiar byt poprzedzany 10-sekundowym wytrzgsaniem
ptytki w celu réwnomiernego rozprowadzenia bakterii w catym podtozu studzienki. Pojedynczy
eksperyment zostat przeprowadzony w co najmniej 4 niezaleznych powtérzeniach biologicznych i 2
technicznych.

5.2.7 Monitorowanie minimalnego stezenia hamujgcego wzrost bakterii przez anoplin i jego
,,2szyte”’ pochodne

Ptytki zawierajace anopline i jej ,,zszyte” pochodne (anoplina[2-6], anoplina[5-9], anoplinaSs(5,9))
wytrzgsano przy 165 rpm (Incubator Shaker Series, Innova 44) w 37°C przez 19 godzin. Po tym czasie,
do kazdej studzienki dodano resazurin (0.2 mg/ml, 20 ul, Sigma-Aldrich) i wytrzasano przez kolejng
godzine. Wartosci MIC zweryfikowano na dwa sposoby — wzrokowo ze wsparciem standardowych
pomiaréw gestosci optycznej przy 600 nm oraz przez obserwacje zmiany koloru pozywki po dodaniu
resazurinu (fioletowy — bakterie martwe, rézowy — bakterie zywe). Kazdy eksperyment zostat
przeprowadzony w przynajmniej trzech powtdrzeniach biologicznych dla peptydéw i jednym dla
antybiotykéw kontrolnych.

5.2.8 Analiza statystyczna

Analize wartosci absorbancji przeprowadzono w programie Microsoft Excel. Analize statystyczng
przeprowadzong za pomocg dwuczynnikowego testu ANOVA oraz wykresy wykonano w GraphPad 7
Prism.
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5.3  Wyniki

5.3.1 Hamowanie wzrostu szczepdw E. coli przez peptydy i antybiotyki kontrolne

Sprawdzono wrazliwos$¢ szczepdw E. coli K-12 MG1655 i BL21(DE3) na trzy peptydy: (KFF)sK,
anopline i W-MreBi1.s (Rysunek 65), a nastepnie poréwnano do dziatania tradycyjnych antybiotykéw
kontrolnych: ampicyliny i tetracykliny (Rysunek 66). Wykresy kinetyczne obrazujg wptyw réznych
stezen badanego zwigzku na zmiany we wzroscie bakterii lub jego zahamowanie w ciggu 20 godzin
hodowli.
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Rysunek 65. Hamowanie wzrostu szczepdw E. coli pod wptywem peptyddw: (KFF)sK, anopliny i W-
MreBi1.s w ciggu 20 godzin inkubacji. Pokazano srednie wartosci (n = 4) ze stupkami btedéw obliczonymi
jako SEM.
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Rysunek 66. Hamowanie wzrostu szczepow E. coli pod wptywem antybiotykéw kontrolnch: ampicyliny
i tetracykliny w ciggu 20 godzin inkubacji. Pokazano srednie wartosci (n = 4) ze stupkami btedéw
obliczonymi jako SEM.
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5.3.2 Minimalne stezenie hamujgce peptyddéw: (KFF)3K, anopliny, W-MreB1.g oraz
antybiotykdw kontrolnych na szczepach E. coli K-12 i BL21(DE3)

Wyznaczenie wartosci MIC odbyto sie poprzez ocene metnosci hodowli bakterii. Warto$¢ MIC byta
pierwszym stezeniem zwigzku, przy ktérym zaobserwowano wyraznie transparentng, klarowna
pozywke bez jakiejkolwiek metnosci, ktdra swiadczytaby o dalszym wzroscie komdrek bakteryjnych.
Wartosci liczbowe zestawiono w Tabeli 16, a wykresy stupkowe na Rysunkach 67 i 68. MIC peptydow
(KFF)3K i anopliny wynidst 32 uM i byt taki sam dla obydwu szczepdw E. coli. Peptyd W-MreBi1.o wykazat
wysokie wartosci MIC — 128 uM dla E. coli K-12 MG1655 i 256 uM dla E. coli BL21(DE3). Obydwa
antybiotyki kontrolne miaty nizszy MIC niz ktérykolwiek ze zbadanych peptydéw. Wynosi on po 8 uM
w szczepie dzikim oraz 4 uM i 16 uM, odpowiednio dla ampicyliny i tetracykliny w szczepie E. coli
BL21(DE3).

Tabela 16. Wyniki MIC badanych zwigzkéw na wybranych szczepach E. coli.

MIC [uM]

Szczep bakterii Peptyd Antybiotyk
(KFF)sK Anoplina W-MreBi1s | Ampicylina |Tetracyklina
E. coli K-12 MG1655 32 32 128 8 8

E. coli BL21(DE3) 32 32 256 4 16
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Rysunek 67. Wptyw peptydéw: (KFF)sK, anoplina, W-MreBis na wzrost szczepdw E. coli po 20
godzinach inkubacji. Kontrola sterylnosci pozywki (nie pokazano) byta przejrzysta, jak w przypadku
inkubacji w 256 pM peptydu. Pokazano $rednie wartosci (n = 4) ze stupkami btedéw obliczonymi jako
SEM. Rdznice gestosci optycznej pomiedzy bakteriami zawierajgcymi peptyd i kontrolg wzrostu (KW)
sg istotne statystycznie (**** P < 0,0001, *** P < 0,001, * P < 0,05), pozostate nie s3 istotne
statystycznie.
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Rysunek 68. Wptyw antybiotykéw kontrolnych na wzrost szczepéw E. coli po 20 godzinach inkubacji.
Kontrola sterylnosci pozywki (nie pokazano) byta przejrzysta, jak w przypadku inkubacji w 256 pM
antybiotyku. Pokazano $rednie wartosci (n = 4) ze stupkami btedéw obliczonymi jako SEM. Rdznice
gestosci optycznej pomiedzy bakteriami zawierajgcymi antybiotyk i kontrolg wzrostu (KW) s3 istotne
statystycznie (**** P < 00,0001, *** P < 0,001, * P < 0,05), pozostate nie sg istotne statystycznie.

Biorac pod uwage wysokie wartosci MIC dla W-MreB1.9 zrezygnowano z dalszych badan nad tym
peptydem. Peptydy (KFF)sK i anopliny wybrano do dalszych badan zwigzanych z ich modyfikowaniem
za pomocy techniki ,zszywania”. Aktywnos¢ przeciwbakteryjna tych peptydéw tez jest dosyé staba
(MIC =32 uM), ale wiasnie stabilizacja ich struktury drugorzedowej powinna jg poprawi¢. W niniejszej
pracy omowiono eksperymenty wytgcznie na ,,zszytych” pochodnych anopliny.

5.3.3 Minimalne stezenie hamujgce peptydu anopliny, jego ,zszytych” pochodnych oraz
antybiotykdéw kontrolnych na szczepach bakterii Gram-ujemnych i Gram-dodatnich.

Zaprojektowano i zsyntezowano pochodne anopliny z modyfikacjami wprowadzonymi w réznych
miejscach jej sekwencji (203). Otrzymano dwie pochodne z zamknietym pierscieniem stabilizujgcym
strukture helikalng peptydu: anoplina[2-6] i anoplina[5-9] oraz jedna , niezszyty”, liniowg czasteczke
posiadajgcg dwa nienaturalne aminokwasy zawierajgce olefinowe fancuchy boczne — anoplinaSs(5,9)
(Tabela 14).

Do sprawdzenia aktywnosci zsyntezowanych analogéw anoplinu wykorzystano szczepy Gram-
ujemne i Gram-dodatnie bakterii patogennych BSL 2 oraz niepatogennych BSL 1. Uzyto trzech
antybiotykéw kontrolnych: ampicyliny, kanamycyny oraz polimyksyny B. Wartosci MIC zebrano w
Tabeli 17 i pogrubiono te, ktére byty nizsze od MIC niezmodyfikowanej anopliny. Wyniki z ostatniej
godziny pomiaru przedstawiono oddzielnie dla kazdego szczepu na rysunkach 69-78. W opisach
skupiono sie na modyfikowanych anoplinach, ktére wykazaty wiekszg aktywnos¢ sprzeciwbakteryjng
w stosunku, zaréwno do oryginalnego peptydu, jak réwniez do antybiotykédw konwencjonalnych, ktére
dziataty stabiej od niego. Ze wzgledu na zmiane sposobu inkubacji mikroptytek udato sie otrzymac
wiarygodne wartosci kontroli sterylnosci i umiesci¢ na wykresach stupkowych (Rysunek 69-78). Wyniki
zostaty znormalizowane do kontroli wzrostu.
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Tabela 17. Wyniki MIC badanych zwigzkéw na wybranych szczepach bakterii Gram-ujemnych i Gram -
dodatnich.

MIC [uM]
Szczep Peptyd Antybiotyk
bakterii Anoplina |Anoplina [Anoplina [Anoplina | Ampicylina | Kanamycyna | Polimyksyna B
[2-6] [5-9] Ss(5,9)

Gram-ujemne

E. coli K-12 32 4 16 64 8 8 0,25
MG1655
E. coli 0157:H7 64 4 8 32 8 2 0,5
ST2-8624
E. coli 64 4 8 32 >64 >64 0,25
1841/06
E. coli 64 4 16 64 >64 >64 0,5
WR3551/98
P. aeruginosa 16 8 16 64 >64 >64 0,5
PAO1
P. aeruginosa 32 16 32 >64 >64 >64 0,25
ATCC 27853
S. Typhimurium 64 8 32 >64 >64 >64 0,5
LT2

Gram-dodatnie
S. aureus ATCC >64 64 4 8 8 4 >64
29213
S. aureus ATCC >64 >64 4 8 >64 >64 >64
BAA1720 MRSA
B. subtilis 16 2 4 8 0.125 0.25 2
168

Szczep dziki wykazat wiekszg wrazliwos$é na ,,zszyte” analogi [2-6] i [5-9] w stosunku do
oryginalnego peptydu (32 uM) zmniejszajac wartos¢ MIC, kolejno 8- i 2-krotnie (Rysunek 69).
Anoplina[2-6] zadziatata 2-krotnie efektywniej niz ampicylina i kanamycyna.

E. coli K-12 MG1655
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Rysunek 69. Wptyw peptyddw i antybiotykdw kontrolnych na wzrost E. coli K-12 MG1655. Pokazano
Srednie wartosci (n = 3) ze stupkami btedéw obliczonymi jako SEM. Rdznice gestosci optycznej
pomiedzy bakteriami zawierajgcymi dany zwigzek i kontrolg wzrostu (KW) sg istotne statystycznie
(**** P<0,0001, * P <0,05), pozostate nie sg istotne statystycznie. KS — kontrola sterylnosci.
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Wszystkie zmodyfikowane pochodne anopliny spowodowaty zmniejszenie wartosci MIC u E.
coli 0157:H7 ST2-8624 (Rysunek 70) z wartosci 64 uM. Zmiany byty 16-, 4- i 2-krotne odpowiednio dla

anoplinu [2-6], [5-9] oraz Ss(5,9).
E. coli 0157:H7 ST2-8624
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Rysunek 70. Wptyw peptyddw i antybiotykéw kontrolnych na wzrost E. coli 0157:H7 ST2-8624.
Pokazano srednie wartosci (n = 3) ze stupkami btedéw obliczonymi jako SEM. Rdznice gestosci
optycznej pomiedzy bakteriami zawierajacymi dany zwigzek i kontrolg wzrostu (KW) sg istotne
statystycznie (**** P < 0,0001, *** P < 0,001, * P < 0,05), pozostate nie sg istotne statystycznie. KS —
kontrola sterylnosci.

Szczep E. coli 1841/06 wykazat identyczny stopien wrazliwosci na ,,zszyte” anopliny, jak szczep
E. coli 0157:H7 ST2-8624 (Rysunek 71). Wartosci MIC zmniejszyty sie z 64 uM, 16-, 4- i 2-krotnie dla
anoplinu [2-6], [5-9] oraz Ss(5,9). Dla tego szczepu ampicylina i kanamycyna nie wykazaty zadnej

aktywnosci przeciwbakteryjnej.
E. coli1841/06
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Rysunek 71. Wptyw peptyddw i antybiotykdéw kontrolnych na wzrost E. coli 1841/06. Pokazano $rednie
wartosci (n = 3) ze stupkami btedéw obliczonymi jako SEM. Rdznice gestosci optycznej pomiedzy
bakteriami zawierajgcymi dany zwigzek i kontrolg wzrostu (KW) sg istotne statystycznie (**** P <
0,0001, *** P < 0,001, ** P < 0,01, * P < 0,05), pozostate nie sg istotne statystycznie. KS — kontrola
sterylnosci.
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Anoplina[2-6] spowodowata 16-krotne zmniejszenie wartosci MIC w szczepie E. coli
WR3551/98 (Rysunek 72), a anoplina ,zszyta” w pozycji [5-9] 4-krotne w stosunku do
niemodyfikowanej anopliny (64 pM). Ampicylina i kanamycyna nie wykazaty aktywnosci
przeciwbakteryjnej dla tego szczepu.

E. coliWR3551/98
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Rysunek 72. Wptyw peptydow i antybiotykéw kontrolnych na wzrost E. coli WR3551/98. Pokazano
Srednie wartosci (n = 3) ze stupkami btedéw obliczonymi jako SEM. Rdzinice gestosci optycznej
pomiedzy bakteriami zawierajgcymi dany zwigzek i kontrolg wzrostu (KW) sg istotne statystycznie
(**** P < 0,0001, *** P < 0,001, ** P < 0,01, * P < 0,05), pozostate nie s3 istotne statystycznie. KS —
kontrola sterylnosci.

Szczep P. aeruginosa PAO1 (Rysunek 73) okazat sie najbardziej wrazliwy na niemodyfikowang
anopline, ktérej MIC wynidst 16 uM. Te samg warto$¢ wykazata anoplina[5-9], a 2-krotnie mniejszg
anoplina[2-6]. W tym przypadku modyfikacje anopliny nie spowodowaty poprawy aktywnosci
przeciwbakteryjnej. Ampicylina i kanamycyny rowniez nie wykazaty aktywnosci przeciwbakteryjnej w
tym szczepie.

P. aeruginosa PAO1
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Rysunek 73. Wptyw peptydéw i antybiotykdw kontrolnych na wzrost P. aeruginosa PAO1. Pokazano
Srednie wartosci (n = 3) ze stupkami btedéw obliczonymi jako SEM. Rdéznice gestosci optycznej
pomiedzy bakteriami zawierajgcymi dany zwigzek i kontrolg wzrostu (KW) s3 istotne statystycznie
(**** P <0,0001), pozostate nie sg istotne statystycznie. KS — kontrola sterylnosci.
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Szczep P. aeruginosa ATCC 27853 (Rysunek 74) wykazat te sama wrazliwos¢ dla
niezmodyfikowanej anopliny MIC (32 uM) oraz zmodyfikowanej anopliny w pozycji [5-9], a jedynie 2-
krotnie wiekszg wrazliwos¢ dla anopliny[2-6]. Ampicylina nie wykazata aktywnosci przeciwbakteryjne;j,
natomiast kanamycyna data MIC 2-krotnie wyzszy niz anoplina.

P. aeruginosa ATCC 27853

Anoplina Anoplina[2-6] Anoplina[5-9] Anoplinass(5-9)
T T - T i) T
3 EEEE < = c bl
=3 1.2 §. 1.2 S 1.2 o 1.2
210 s 1.0 E—m o 1.0
5 08 5 os 5 08 5 o8
g 0.6 g 0.6 g 0.6 g, 0.6
9 04 WG © 04 —— © 04 Wic, ° 04
2 g e g g
3 0.2 © 0.2 % 0.2 2 0.2
o g,@-..;t\b% ""'\6?’5'}:::&"3 o ,1530"5""\“'2' hm\eg;nﬁl\,‘f)@g\ Q *Eaﬁb.."\.\&% b'\.\“{ag,ggﬁéx o é,;.,'\'\b% """‘“'.’Q-}:,;#*;t‘
Stezenie [uM] Stezenie [uM] Stezenie [uM] Stezenie [pM]
T Ampicylina T Kanamycyna T Polimyksyna B
£ 15 £ 15 g 15
o o Lill) o R
2 2 2
210 [ g g 1.0
1
a & E‘
o 0.5 =] o 0.5
o o o
g 2 3
5* 00 % . & oo
R S s A< L Ry
Stezenie [uM] Stezenie [pM] Stezenie [pM]

Rysunek 74. Wptyw peptydow i antybiotykéw kontrolnych na wzrost P. aeruginosa ATCC 27853.
Pokazano s$rednie wartosci (n = 3) ze stupkami btedéw obliczconymi jako SEM. Rdznice gestosci
optycznej pomiedzy bakteriami zawierajgcymi dany zwigzek i kontrolg wzrostu (KW) sg istotne
statystycznie (**** P < 0,0001), pozostate nie sg istotne statystycznie. KS — kontrola sterylnosci.

,Zszycie” anopliny w pozycjach 2 i 6 oraz 5 i 9 obnizylo MIC anopliny dla szczepu S.
Typhimurium LT2 (Rysunek 75) , odpowiednio, 8-krotnie i 2-krotnie z poczatkowej wartosci 64 uM
anopliny niezmodyfikowanej. Ampicylina i kanamycyna nie wykazaty aktywnosci przeciwbakteryjnej w

tym szczepie.
S. Typhimurium LT2
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Rysunek 75. Wptyw peptyddw i antybiotykéw kontrolnych na wzrost S. Typhimurium LT2. Pokazano
Srednie wartosci (n = 3) ze stupkami btedéw obliczonymi jako SEM. Rdéznice gestosci optycznej
pomiedzy bakteriami zawierajagcymi dany zwigzek i kontrolg wzrostu (KW) sg istotne statystycznie
(**** P<0,0001, ** P <0,01), pozostate nie s3 istotne statystycznie. KS — kontrola sterylnosci.
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Nie zaobserwowano aktywnosci przeciwbakteryjne anopliny dla szczepu S. aureus ATCC 29213
(Rysunek 76) do stezenia 64 UM wtgcznie. Natomiast jej modyfikacje pozwolity zaobserwowaé wartosci
MIC: 64 uM, 8 uM i 4 uM, odpowiednio dla modyfikowanych peptydéw w pozycjach: [2-6], Ss(5,9) i [5-
9]. Aktywnos$¢ przeciwbakteryjna anoplinuSs(5,9) okazata sie réwna aktywnosci ampicyliny, a
aktywnos¢ anoplinu[2-6] réwna aktywnosci kanamycyny. Polimyksyna B nie wykazata aktywnosci
przeciwbakteryjnej.
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Rysunek 76. Wptyw peptyddw i antybiotykdw kontrolnych na wzrost S. aureus ATCC 29213. Pokazano
Srednie wartosci (n = 3) ze stupkami btedéw obliczonymi jako SEM. Rdzinice gestosci optycznej
pomiedzy bakteriami zawierajgcymi dany zwigzek i kontrolg wzrostu (KW) sg istotne statystycznie
(**** P < 0,0001, *** P < 0,001, ** P < 0,01), pozostate nie sg istotne statystycznie. KS — kontrola
sterylnosci.

Tak jak w przypadku szczepu S. aureus ATCC 29213 nie znaleziono wartosci MIC anopliny dla
opornego szczepu S. aureus ATCC BAA1720 MRSA (Rysunek 77) do stezenia 64 pM wiacznie.
Wyznaczono jednak warto$¢ MIC réwng 4 uM dla anopliny[5-9] i 8 uM dla anoplinySs(5,9). Zaden z
tradycyjnych antybiotykdw nie wykazat aktywnosci przeciwbakteryjnej na tym szczepie.

S. aureus ATCC BAA1720
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Rysunek 77. Wptyw peptyddw i antybiotykdw kontrolnych na wzrost S. aureus ATCC BAA1720 MRSA.
Pokazano $rednie wartosci (n = 3) ze stupkami btedéw obliczonymi jako SEM. Réznice gestosci
optycznej pomiedzy bakteriami zawierajgcymi dany zwigzek i kontrolg wzrostu (KW) sg istotne
statystycznie (**** P < 0,0001, *** P < 0,001, * P < 0,05), pozostate nie sg istotne statystycznie. KS —
kontrola sterylnosci.
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Tak jak w szczepie P. aeruginosa PAO1 (Rysunek 78), niemodyfikowana anoplina wykazata MIC
16 uM réwniez dla szczepu B. subtilis 168. Jednak w tym przypadku modyfikowane pochodne uzyskaty
najnizsze wartosci MIC ze wszystkich szczepéw. Wyniosty one 2 uM, 4 uM i 8 uM kolejno dla
modyfikacji w pozycjach [2-6], [5-9] i Ss(5,9). Wszystkie antybiotyki kontrolne osiggnety wyzsza
aktywnosé przeciwbakteryjng. Niemniej jednak, polimyksyna B wykazata identyczny MIC, co
anoplina[2-6].
B. subtilis 168
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Rysunek 78. Wptyw peptyddw i antybiotykdéw kontrolnych na wzrost B. subtilis 168. Pokazano Srednie
wartosci (n = 3) ze stupkami btedéw obliczonymi jako SEM. Rdznice gestosci optycznej pomiedzy
bakteriami zawierajgcymi dany zwigzek i kontrolg wzrostu (KW) s3 istotne statystycznie (**** P <
0,0001, ** P < 0,01), pozostate nie s3 istotne statystycznie. KS — kontrola sterylnosci.

Po wyznaczeniu wartosci MIC bakterie inkubowano z resazurinem, by potwierdzi¢ otrzymane
wyniki. Na rysunkach 79-81 pokazano reprezentatywne mikroptytki dla kazdego szczepu
inkubowanego z anopling i jego trzema pochodnymi. W kazdym przypadku wartos¢ MIC wyznaczona z
absrobancji zostata potwierdzona odpowiednig barwg resazurinu.
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Rysunek 79. Reprezentatywne mikroptytki z hodowlami bakterii Gram-ujemnych szczepéw E. coli
inkubowanymi z anopling i jej ,,zszytymi” pochodnymi, wybarwionymi resazurinem przez 1 godzine.
KW — kontrola wzrostu, KS — kontrola sterylnosci pozywki. Barwa fioletowa — niezywe bakterie lub
czysta pozywka, barwa rézowa — zywe bakterie.
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Rysunek 80. Reprezentatywne mikroptytki z hodowlami bakterii Gram-ujemnych szczepéw P.
aeruginosa i Salmonella inkubowanymi z anopling i jej ,zszytymi” pochodnymi, wybarwionymi
resazurinem przez 1 godzine. KW — kontrola wzrostu, KS — kontrola sterylnosci pozywki. Barwa
fioletowa — niezywe bakterie lub czysta pozywka, barwa rézowa — zywe bakterie.
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S. aureus ATCC 29213 S. aureus ATCC BAA1720
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B. subtilis 168
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Rysunek 81. Reprezentatywne mikroptytki z hodowlami bakterii Gram-dodatnich szczepdéw S. aureus i
B. subtilis inkubowanymi z anopling i jej ,,zszytymi” pochodnymi, wybarwionymi resazurinem przez 1
godzine. KW —kontrola wzrostu, KS — kontrola sterylnosci pozywki. Barwa fioletowa — niezywe bakterie
lub czysta pozywka, barwa rézowa — zywe bakterie.

Oryginalny naturalny peptyd anoplina wykazat niskg aktywnos¢ przeciwbakteryjng (MIC miedzy 16,
a 64 uM) wobec wszystkich przebadanych szczepow. W analogu [2-6] podmieniono dwa hydrofobowe
aminokwasy, leucyne oraz izoleucyne, zmodyfikowanymi alaninami zawierajgcymi taricuchy olefinowe.
Analogi z podstawnikami w miejscach 5 i 9 utracity hydrofobowg leucyne i hydrofilowg arginine.
Poréwnujgc finalne sekwencje zmodyfikowanych pochodnych widaé, Zze rdinig sie one
hydrofilowoscig. W peptydzie anoplina[2-6] wystepuje arginina nadajgca temu peptydowi bardziej
hydrofilowy charakter niz w drugim analogu, w ktédrym obecno$¢ izoleucyny nadaje charakter bardziej
hydrofobowy. Wprowadzenie zszywek w pozycjach 2-6 oraz 5-9 znaczgco poprawito dziatanie anopliny
przeciw bakteriom Gram-ujemnym zmniejszajac warto$¢ MIC od 4 do 16 razy, przy czym anoplina[2-6]
okazat sie dwukrotnie lub czterokrotnie skuteczniejszy niz anoplina[5-9]. ,,Zszyte”” pochodne wykazaty
sie wyzszg (w wiekszosci przypadkéw) lub réowng aktywnoscig przeciwbakteryjng wobec szczepow
Gram-ujemnych w poréwnaniu do ampicyliny i kanamycyny. AnoplinaSs(5,9) wykazata nizszg
aktywnos¢ niz niemodyfikowana anoplina w stosunku do wiekszosci szczepéw Gram-ujemnych i od 2
do ponad 8 razy lepszg wobec szczepow Gram-dodatnich. Anoplina[5-9] réwniez poprawit wartosé¢ MIC
u szczepdw Gram-dodatnich od 4 do ponad 16 razy. W przypadku anopliny[2-6] nie zaobserwowano
skutecznej aktywnosci przeciwbakteryjnej wobec szczepdw S. aureus. Jedynym szczepem Gram-
dodatnim, w ktérym zaobserwowano niski MIC dla wszystkich pochodnych anopliny byt B. substilis 168,
ale byt on bardziej wrazliwy réwniez na tradycyjne antybiotyki.

Uzyskane wyniki pokazujg, ze tego typu modyfikacje wprowadzane do peptyddéw poprawiajg ich
dziatanie przeciwbakteryjne. Wprowadzanie ,zszywek” w réznych pozycjach anopliny pozwolito
stworzy¢ jej pochodne skuteczne w hamowaniu wzrostu nawet lekoopornych szczepdw bakterii, takich
jak szczepy wytwarzajace B-laktamazy (E. coli 1841/06 ESBL+, E. coli WR3551/98 ESBL+) czy tez szczepy
gronkowca oporne na metycyline (S. aureus ATCC BAA1720 MRSA).
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5.4  Dyskusja

Badane peptydy zbudowane z aminokwasow hydrofilowych i hydrofobowych: anoplina, W-MreB;.
9 oraz (KFF)3K sg dodatnio natadowane i majg zblizong hydrofobowos¢ (Tabela 13). Peptydy wykazaty
stabg aktywnosc¢ przeciwbakteryjng (Tabela 16), zwtaszcza W-MreBi.s, ktérego MIC wynidst 128 uM w
szczepie dzikim oraz 256 pM na szczepie bez proteazy OmpT. Sg to znacznie wieksze wartosci niz
dostepne w literaturze stezenie dla E. coli rbwne 5 pM. Jednak eksperyment ten nie byt prowadzony
w podtozu do hodowli bakterii, a w buforze fosforanowym (189), wiec nie moze mie¢ przetozenia na
wyniki otrzymane w niniejszej rozprawie. W kazdym testowanym szczepie MIC anopliny i (KFF)sK
wyniost po 32 uM. W przypadku (KFF)sK odtworzono wczesniej otrzymane wartosci dla szczepu K-12
(124,141,142,192). W literaturze wyznaczono wartosci MIC anopliny na réznych szczepach E. coli: 16
UM (216), 23 uM (217), 32 uM (216,218), 36 uM (219), 43 uM (185), 64 uM (216,220) i 246 UM (221).
Ze wzgledu na dosy¢ stabg aktywnos¢ przeciwbakteryjng obydwu omawianych peptydéw oraz
przynaleznos¢ anopliny do AMP wybrano j3 do stabilizacji taricuchami olefinowymi i badan aktywnosci
przeciwbakteryjnej. Wéwczas, badania zahamowania wzrostu przeprowadzono réwniez na innych
bakteriach (Tabela 17), a nastepnie, znaleziono w literaturze wyniki otrzymane dla tych samych
gatunkéw bakerii. Wsrdd szczepdéw Gram-ujemnych wyznaczono MIC: 4i 8 uM (216), 17 uM (185), 32
UM (220) oraz 171 uM (221) dla P. aeruginosa, a wéréd Gram-dodatnich 4 i 43 uM (185), 11 uM (217),
18 uM (219), 64 uM (216,220) oraz 512 uM (221) dla S. aureus oraz 8 uM (216), 16 uM (218), 17 uM i
32 uM (220) dla B. subtilis (185). Duze réznice miedzy wartosciami MIC mogg by¢ spowodowane
hodowlg bakterii w rdznigcych sie podtozach i wykorzystaniem innych szczepéw w obrebie tego
samego gatunku niz w niniejszej pracy. W przypadkach, gdzie w danych literaturowych wartosci MIC
byty podane w pg/ml (185,219) przeliczono je korzystajgc z masy anopliny 1153,5 g/mol (Tabela 13).

Zaréwno ,,zszycie' anopliny, jak juz samo wprowadzenie wolnych taricuchow weglowodorowych
podniosto jej helikalnos¢ o okoto 50% w stosunku do liniowego peptydu wyjsciowego (Tabela 14).
Tendencja ta jest zgodna z danymi literaturowymi dla ,,zszywanego’” peptydu (198). W przeciwienstwie
do peptydow niemodyfikowanych (anoplina, W-MreBi1.o i (KFF)3K) wykazano zalezno$¢ miedzy
strukturg drugorzedowa anopliny i jej ,,zszytych” pochodnych, a jej stabilnoscig. Wieksza zawartos¢
helisy skutkowata lepsza odpornoscia na trawienie enzymami proteolitycznymi (203).

Dodatni fadunek peptyddéw jest konieczny, aby mogty zblizy¢ sie one do Scian komérek bakterii
zawierajgcych na swojej powierzchni natadowane ujemnie fancuchy LPS, kwaséw tejchojowych (TA) i
lipotejchojowych (LTA). Wszystkie ,,zszyte” peptydy testowane w pracy majg charakter kationowy
(Tabela 14), wiec majg mozliwos$¢ ,,dotarcia’” do obydwu typow oston bakteryjnych i oddziatywan
elektrostatycznych z ich anionowymi elementami. LPS wystepujacy w szczepach Gram-ujemnych
chroni komoérke przed szkodliwym dziataniem peptydéw hydrofobowych (179). Wyjasnia to gorsze
dziatanie bardziej hydrofobowych analogédw zmodyfikowanych w miejscach 5 i 9 w porédwnaniu z
aktywnoscig pochodnej [2-6]. W badaniach in vitro wykazano, ze w Srodowisku LPS to wtasnie analog
[2-6] przyjmuje najbardziej helikalng strukture sposréd wszystkich pochodnych (203). Z kolei silnie
hydrofilowe kwasy tejchojowe w szczepach Gram-dodatnich mogg sprzyja¢ wigzaniu i zatrzymywaniu
bardziej hydrofilowej anopliny[2-6] w swojej strukturze i nie dopusci¢ do przedostania sie peptydu do
czesci cytoplazmatycznej. Dopiero duze stezenie tego analogu nagromadzone w warstwie
fosfolipidowej moze prowadzi¢ do zaktécenia struktury btony. W przypadku anopliny[5-9] oraz Ss(5,9)
kwasy tejchojowe mogg posredniczy¢ w przedostawaniu sie peptydéw w kierunku btony
cytoplazmatycznej, a kwasy lipotejchojowe pomdc peptydom przenikngé w gtgb komadrki. Ponadto,
sam peptydoglikan moze utatwiac transport AMP do cytoplazmy (222).

W obrebie tego samego typu scian komérkowych bakterii mozna zauwazy¢ réznice w dziataniu
pochodnych anopliny. Jest to szczegdlnie widoczne w przypadku analogu[2-6] w szczepach Gram-
dodatnich. Anoplina[2-6] wykazuje co najmniej 32-razy wiekszy MIC (264 uM) dla S. aureus niz w
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przypadku B. subtilis, ktérego wzrost jest hamowany juz w stezeniu 2 uM. Taki kontrast we wrazliwosci
na anopline[2-6] jest spowodowany rdéznicami w architekturze peptydoglikanu (stopien
uporzadkowania, gestosc usieciowania, sposdb syntezy) miedzy tymi szczepami (223). W sktad mureiny
wchodzg liniowe fancuchy disacharydowe (glikanowe) usieciowane peptydowymi taricuchami
bocznymi (224). S. aureus posiada krétkie faiicuchy glikanu, Srednio 6—18 jednostek disacharydowych
(225,226), zas B. subtilis dtuzsze, od 50 do nawet 5000 jednostek disacharydowych (226,227). Rdznice
te wynikajg prawdopowdobnie z cylindrycznego ksztattu B. subtilis i idgcych za tym wiekszych naprezen
na Sciany komorki (223,226,227). Krétkie tancuchy disacharydowe S. aureus charakteryzujg sie
wysokim stopniem usieciowania, gdzie potgczenia multimeryczne zawierajg do 20 peptyddéw, podczas
gdy B. subtilis posiada dimeryczne wigzania miedzy peptydami (228). Ponadto, S. aureus produkuje
duze ilosci lizylo-fosfatydyloglicerolu. Ten zmodyfikowany dodatnio natadowang lizyng fosfolipid
zmniejsza wrazliwos¢ bakterii na kationowe peptydy i antybiotyki (229-231).

W literaturze przedstawiono inne pochodzgce ze zrédet naturalnych a-helikalne AMP. Sg one
peptydami kationowymi o charakterze amfipatycznym. Z sukcesem poprawiono ich witasciwosci
przeciwbakteryjne poprzez wprowadzanie weglowodorowych ,,zszywek’”. Dowiedziono, ze
wyizolowana z zaby koreanskiej eskulentyna-2EM o dtugosci 37 aminokwaséw moze dziatac
efektywnie przy skrdoceniu do 15 aminokwaséw. Wprowadzenie ,,zszywek' do skréconego peptydu
oraz zmiany w jego sekwencji wykazaty wyzszg zawarto$s¢ helisy i silniejszg aktywnos¢
przeciwbakteryjng, jak réwniez lepszg opornosc¢ proteolityczng. Zaobserwowano nawet 64-krotne
zmniejszenie wartosci MIC (232). Analogi peptydu polybia-MP1 o dtugosci 14 aminokwaséw
wyizolowanego z osy Polybia paulista wykazaty ponad 3-krotnie wiekszg zawartos¢ helisy po
wprowadzeniu ,,zszywek”. Przetozyto sie to na okoto 70 razy lepszg stabilnos¢ proteolityczng, do 23-
razy wiekszg aktywnos¢ przeciwbakteryjng, ale réwniez wiekszg hemolize zalezng od stezenia peptydu
(200). Z kolei wyizolowana ze skoéry afrykanskiej zaby szponiastej magainina 2 o oryginalnej dtugosci 23
aminokwasow wykazuje dziatanie przeciwbakteryjne przy skroceniu do 17 reszt. Pochodne skréconej
magaininy 2 z wprowadzonymi ,,zszywkami”’ skutkowaty wiekszg stabilnoscig oraz do 32-razy nizszg
wartoscig MIC. Jednak w wiekszosci przypadkéow wykazaty wyzsze wtasciwosci hemolityczne (233).
Podobnie jak w analogach anopliny (anoplina[5-9]), w powyzszych pracach zaobserwowano, ze wzrost
hydrofobowosci peptydu wptywa nie tylko na oczekiwane zwiekszenie jego aktywnosci, gtownie
przeciw szczepom Gram-dodatnim, ale réwniez na niepozgdang wyzsza aktywnosé¢ hemolityczng.
Nalezy jednak zauwazy¢, ze zbadany w niniejszej pracy ,,zszyty”” analog, anoplina[2-6], nie byt ani
cytotoksyczny, ani hemolityczny (203). Réwnoczesnie, wykazat niskg wartos¢ MIC dla wiekszosci
szczepdw Gram-ujemnych. Badania pochodnych peptydu (KFF)sK ,,zszytych" w pozycjach [2—6] i [5-9]
(Rysunek 82) przeprowadzone na szczepach E. coli i S. aureus w Laboratorium Maszyn
Biomolekularnych wykazaty 2-krotne, a nawet 16-krotne zmniejszenie wartosci MIC peptydu (191).
Analog (KFF)sK[2—6] przejawit wiekszg aktywnos¢ wobec patogennych szczepdow zardéwno bakterii
Gram-ujemnych, jak i Gram-dodatnich. ,,Zszycie" (KFF)s;K, ktéry oryginalnie jest peptydem CPP, inicjuje
jego dziatanie przeciwbakteryjne destabilizujgc btone bakteryjng, zgodnie z mechanizmem dziatania
typowego AMP. Wartosci MIC obydwu ,,zszytych'" analogéw byty poréwnywalne w obrebie danego
szczepu. Oznacza to, ze decydujgce znaczenie miata stabilizacja struktury helikalnej, a nie pozycja
,,2szywki". Ponadto, wprowadzenie ,,zszywek' zwiekszyto stabilno$¢ peptydu na degradacje
enzymatyczng, a analogi w stezeniach MIC wykazaty niskg aktywnos$¢ hemolityczng. W obydwu
przypadkach analog ,,zszyty” w pozycji [5-9] okazat wiekszg stabilno$¢ oraz mniejszy stopierr hemolizy
niz analog [2-6]. Metoda ,zszywania” peptydow umozliwia inicjacje  wilasciwosci
przeciwdrobnoustrojowych peptydéw CPP, ktére mogg wykazywaé aktywnos¢ antybakteryjng
porownywalng do analogéw peptydéow AMP. W konsekwencji, technika ta znacznie poszerza
mozliwosci projektowania i otrzymywania nowych peptydomimetykdéw przeciw drobnoustrojom.
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N,
1 koniec 1N koniec

Rysunek 82. Reprezentacja a-helis w konfiguracji kotowej i sekwencje zszytych peptydéw (KFF)s;K[2—6]
i (KFF)3K[5=9]). Zaznaczono pozycje wprowadzonych ,,zszywek" (S5). Zrédto: (191)

5.5 Podsumowanie czesci ll

W pracy wykazano, ze wprowadzanie weglowodorowych ,,zszywek’ wymusza strukture helikalng
anopliny juz w roztworze i poprawia stabilnosc¢ tej struktury helikalnej w obecnosci bton biologicznych.
Jej zmodyfikowane analogi wykazaty dziatanie zaréwno przeciwko szczepom Gram-ujemnym
(anoplina[2-6]), jak i szczepom Gram-dodatnim (anoplina[5-9]). tadunek peptydu oraz charakter
podstawionych aminokwaséow w zmodyfikowanych pochodnych wptywa na ich aktywnosc
przeciwbakteryjng. Moze tez wptywac na ich toksycznos¢ wzgledem komadrek eukariotycznych, jednak
w przypadku anopliny[2-6] takiej cytotoksycznosci nie zaobserwowano. Tak wiec, sama w sobie
stabilizacja struktury helikalnej nie musi zwieksza¢ toksycznosci peptydéw. W zaleznosci od szczepu,
niektore z analogéw anopliny dziataty lepiej niz antybiotyki tradycyjne. Biorgc pod uwage fakt, ze
ampicylina i kanamycyna nie poradzity sobie ze szczepami ESBL+, a polimyksyna B okazata sie
nieskuteczna wobec szczepu MRSA, modyfikacja struktury peptydéw w postaci weglowodorowych
zszyweks moze stanowié¢ interesujgcy kierunek badan w poszukiwaniu nowych terapii
przeciwbakteryjnych.
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6 Transport koniugatow peptydowych kwasow nukleinowych z
witaming By lub peptydem (KFF)sK do komorek Escherichia coli

6.1 Wstep

6.1.1 Peptydowy kwas nukleinowy

Peptydowy kwas nukleinowy, PNA (ang. Peptide Nucleic Acid) (Rysunek 83A) jest syntetycznym
oligonukleotydem zaprojektowanym jako analog DNA i zsyntezowanym po raz pierwszy w 1991 roku
przez P. E. Nielsena (234). W przeciwienstwie do naturalnych kwaséw nukleinowych jest czgsteczka
elektrycznie obojetng. Ujemnie natadowany cukrowo-fosforanowy szkielet naturalnych kwasdéw
nukleinowych zostat zastgpiony tafcuchem poliamidowym zbudowanym z powtarzajgcych sie
jednostek N-(2-aminoetylo)glicyny potgczonych ze sobg wigzaniem amidowym, a z zasadami przez
wigzania karbonylowe metylenu (235). Brak tadunku wptywa na silniejsze wigzanie z DNA lub RNA,
ktore jest mozliwe ze wzgledu na posiadanie przez PNA tych samych zasad azotowych (adenina,
guanina, tymina, cytozyna). PNA taczy sie z komplementarnymi zasadami naturalnych kwaséw
nukleinowych gtéwnie przez oddziatywania wodorowe Watsona-Cricka w dupleksy oraz trypleksy, w
ktorych PNA mogg hybrydyzowac¢ za pomocg wigzan wodorowych typu Hoogsteena (Rysunek 83B)
(236). Dzieki parowaniu zasad oraz neutralnemu fadunkowi taricucha, PNA wykazuje wysokie
powinowactwo i specyficznos¢ do sekwencji docelowej (237). Ponadto, nie wystepuje odpychanie
elektrostatyczne miedzy tancuchami PNA i taricuchami naturalnych kwaséw nukleinowych. Odpowiada
to za wysoka stabilnos¢ powstatych komplekséw. PNA moze tworzy¢ kompleksy rowniez z innymi
czasteczkami PNA. Takie hybrydy sg stabilniejsze niz kompleksy z DNA czy RNA (238). Zmiany struktury
wptynety takze na odpornosé na dziatanie proteaz (239) i nukleaz (240). Dzieki temu, wzrosto
zainteresowanie PNA w terapiach antysensownych (237).
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Rysunek 83. A. Porédwnanie struktur PNA i RNA. Zrédto: (238) B. Schematy komplekséw PNA z
dwuniciowym DNA: a) trypleks z petlg, b) trypleks, c) klamra, d) dupleks z petlg, e) podwadjny dupleks.
Czerwone linie — PNA, czarne linie — DNA, niebieskie linie - wigzania wodorowe typu Watsona — Cricka,
zielone linie - wigzania wodorowe typu Hoogsteena, * — zmodyfikowane zasady nukleotydowe. Zrédto:
(236)
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Z drugiej strony, struktura PNA zmniejsza jego rozpuszczalnos¢ w wodzie i zwieksza charakter
lipofilny powodujac agregacje czasteczek w roztworach wodnych (239). Z tego powodu, PNA nie jest
w stanie samo efektywnie przedosta¢ sie do komdrek bakteryjnych (236) i eukariotycznych (241).
Oznacza to konieczno$¢ zastosowania odpowiednich transporteréw (Rysunek 84A). Czgsteczkami
wprowadzajgcymi PNA do wnetrza komérki mogg by¢ np. peptyd (KFF)sK (141,237,242) wymagajacy
do tego receptora SomA w btonie wewnetrznej (243) lub witamina B1, (124,142) (Rysunek 84B).

A. PNA tacznik transporter
H,NOC

B. witaminaB, CONH,

HoNOC™ ""\_~CONH,

Rysunek 84. A. Schemat PNA zwigzanego z transporterem poprzez tgcznik. B. Struktura witaminy Bi,.
Zrédto: (124).

6.1.2 Sciezka transportu witaminy Bi2 w Escherichia coli

Witamina B, (kobalamina) jest koenzymem petnigcym wazng role w organizmach zywych
(244). Bierze udziat m. in. w reakcjach zwigzanych z przemianami weglowodandw, syntezg kwaséw
nukleinowych i neuroprzekaznikow, tworzeniem czerwonych ciatek krwi oraz funkcjami
odpornosciowymi (68). Kobalamina jest wykorzystywana przez wiekszo$¢ bakterii, ale tylko czes$¢ z nich
ma zdolnos¢ jej syntezy. Reszta, w tym Enterobacteriaceae, Bacillus subtilis oraz Streptococci z grupy
A, musi pobiera¢ witamine Bi, z zewnatrz (245).

Szlak wychwytu kobalaminy u E. coli zachodzi w dwdch etapach (szybka faza poczatkowa,
niewymagajgca wktadu energetycznego, oraz nastepujaca po niej faza wolna, zalezna od energii
pochodzacej z hydrolizy ATP) (246) i jest determinowany przez system transporteréw zaleznych od
biatka btony wewnetrznej TonB (247) (Rysunek 85). W pierwszym etapie biatko btony zewnetrznej BtuB
wigze witamine Bi; od strony zewngtrzkomdrkowej. W celu jej wprowadzenia do przestrzeni
peryplazmatycznej, niezbedne jest rozwiniecie domeny luminalnej BtuB w wyniku interakcji z TonB
(245,248). Nastepnie, kobalamina wigze sie z wysokim powinowactwem do biatka peryplazmatycznego
BtuF pomiedzy jego dwiema domenami (249). Na utozenie biatka BtuF optymalne do wigzania i
uwalniania witaminy B, rdwniez wptywa biatko TonB (250). Kobalamina zwigzana z BtuF zostaje dalej
przytagczona do komplesu BtuCD umieszczonego w btonie wewnetrznej komérki. Kompleks ten jest
tetramerem BtuC2D2 nalezgcym do rodziny transporterdw ABC, ktére wykorzystujg energie z hydrolizy
ATP do przenoszenia rdznych substratéw przez btony komérkowe. Tetramer zbudowany jest z dwdch
domen transbtonowych BtuC oraz dwdch domen BtuD, ktére kierujg transportem substratu poprzez
wigzanie i hydrolize ATP (251,252). Uwaza sie, ze BtuF wigzacy witamine Bi jest potgczony z
tetramerem przez caty proces jej transportu. Jesli BtuF zawiera substrat, BtuCD utrzymuje otwartg i
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stabilng konformacje (253). Po odtgczeniu BtuF lub witaminy B, transporter zamyka sie. Wigzanie i
hydroliza ATP determinuja zmiany konformacyjne na BtuD oraz otwieranie i zamykanie bram
peryplazmatycznych i cytoplazmatycznych, co w konsekwencji powoduje przesuwanie kobalaminy do
wnetrza komarki (254).

BT RRT £ T KA N
VA AN TS (144
IR

peryplazma

oo
b
2oyl

Rysunek 85. Sciezka transportu witaminy Bi, przez zewnetrzng (OM) i wewnetrzng (IM) btone
komdrkowsa E. coli. Zrédto: (255)

6.1.3 Biatko czerwonej fluorescencji

Biatko czerwonej fluorescencji, RFP (ang. Red Fluorescent Protein) jest pochodng oryginalnego
biatka DsRed (Rysunek 86A). W przeciwienstwie do tetrameru matczynego, RFP jest monomerem i
dojrzewa szybciej wykazujac przy tym podobng jasnos¢ w zywych komadrkach. Dzieki temu, jest szeroko
stosowany w badaniach biologicznych, m.in. do monitorowania procesow fizjologicznych. Odbywa sie
to poprzez pomiar intensywnosci Swiatta emitowanego na drodze fluorescencji. Biatko RFP kodowane
jest przez gen reporterowy mrfpl (ang. monomeric red fluorescent protein) (256). Na Rysunku 86B
przedstawiono petny zakres widma wzbudzenia i widma emisji RFP.

A. DsRed DsRed-Express dimerl mRFP1

o—o o @

B.
widmo ‘
wzbudzenia widmo
emisji
486 550 600 650 700 750

dtugosé fali [nm]

Rysunek 86. A. Ewolucja monomeru mRFP1 z tetrameru matczynego DsRed. B. Widma wzbudzenia i
emisji biatka czerwonej fluorescencji (RFP). Zrédto: www.fpbase.org/protein/mrfp
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6.2 Materiaty i metody

6.2.1 Konstrukcja plazmidu z genem mrfp1 i opornoscig na gentamycyne

Wybodr fragmentéw DNA do konstrukcji plazmidu

Wykorzystane w badaniach mutanty E. coli posiadajg w swoim genomie gen opornosci na
kanamycyne, dlatego nie mozna byto uzyé plazmidu pBBR1IMCS-2 z genem biatka czerwonej
fluorescencji mrfpl przygotowanego wczesniej w Laboratorium Maszyn Biomolekularnych (124). Do
konstrukcji nowego plazmidu jako plazmid bazowy, wybrano pBBR1MCS-5 z tym samym miejscem
inicjacji replikacji - ori pBBR1 - lecz z genem opornosci na gentamycyne. Plazmid pBBR1MCS-2(rfp)
postuzyt jako zrédto genu mrfpl. Sekwencje i mozliwos$¢ ligacji obydwu fragmentéw plazmidowego
DNA sprawdzono w programie SnapGene Viewer. Na Rysunku 87 przedstawiono mapy plazmidéw
pBBR1MCS-5 oraz pBBR1MCS-2(rfp) z oznaczonymi fragmentami do konstrukcji plazmidu koricowego.

Rysunek 87. Schematy plazmidéw pBBR1IMCS-2(rfp) i pBBR1IMCS-5. Niebieskie okregi pomiedzy
miejscami restrykcyjnymi Spel i EcoRl i oznaczong dtugoscig par zasad (pz) obejmujg fragmenty do
skonstruowania pBBR1MCS-5(rfp). KanR — gen opornosci na kanamycyne, GmR — gen opornosci na
gentamycyne, mRFP1 — gen biatka czerwonej fluorescencji (RFP), pBBR1 oriV — poczatek replikacji
plazmidu pBBR1 o szerokim zakresie gospodarza, pBBR1 Rep — biatko wymagane do replikacji plazmidu,
Placl — promotor operonu laktozy, MCS — miejsce wielokrotnego klonowania, w ktére mozna
wprowadzi¢ inny gen (np. mrfpl), lacZa — gen enzymu [-galaktozydazy. Mapy plazmidéw
wizualizowano w przegladarce SnapGene Viewer.

Izolacja i trawienie plazmidow

Za pomoca zestawu GeneElute Plasmid Miniprep Kit (Sigma-Aldrich) wyizolowano plazmid
pBBRIMCS-5 z E. coli S17 oraz pBBR1IMCS-2(rfp) z E. coli K-12 MG1655(rfp) dostepnych w banku
bakterii Laboratorium Maszyn Biomolekularnych. Plazmidy zostaty strawione enzymami
restrykcyjnymi Fast Digest: EcoRl, Spel (ThermoFisher Scientific) wedtug protokotéw dotgczonych do
zestawow.

Elektroforeza pozioma do rozdziatu czgsteczek DNA
Przygotowano wyjsciowy bufor 10xTAE (x40 mM Tris (Tris(hydroksymetylo)aminometan,
Merck), x20 mM kwas octowy, x1 mM EDTA; pH 8). Bufor rozcieniczono do 1xTAE i uzyto do

wykonywania zeli agarozowych (Agaroza, Sigma-Aldrich). DNA plazmidowe strawione enzymami
restrykcyjnymi zostato obcigzone dedykowanym buforem Fast Digest Green (ThermoFisher Scientific).
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Do sprawdzenia wielkosci strawionych fragmentéw DNA wykorzystano marker DNA 1 kb Plus DNA
(New England BiolLabs) oraz marker DNA 1 kb GeneRuler (ThermoFisher Scientific). Elektroforeze
prowadzono przez 30-40 minut w buforze 1xTAE przy 85 V.

Izolacja DNA z zelu agarozowego

W celu sprawdzenia i archiwizacji wyniku trawienia enzymatycznego plazmidowego DNA
wykonano zdjecie zelu pod swiattem UV systemem do wizualizacji, dokumentacji i analizy kwaséw
nukleinowych Molecular Imager Gel Doc XR+ (Bio-Rad) przy uzyciu oprogramowania Image Lab (Bio-
Rad). Nastepnie, podswietlono zel na transiluminatorze UV (CSLUVTSDUO312, Cleaver Scitific Ltd.) przy
dtugosci fali 312 nm i wycieto odpowiednie fragmenty DNA plazmidowego. Za pomocg zestawu do
oczyszczania DNA z agarozy — GeneMATRIX Agarose Out DNA Purification Kit (EURx) wyizolowano DNA
z zelu.

Plazmid koncowy

Oczyszczone fragmenty DNA plazmidowego, tj. bazy plazmidu pBBR1MCS-5 z opornoscig na
gentamycyne oraz genu biatka czerwonej fluorescencji mrfpl zligowano za pomoca ligazy T4 DNA
(ThermoFisher Scientific) wedtug dedykowanego protokotu.

6.2.2 Transformacja plazmidu do bakterii pomocniczych

Poczatkowo, szczep dziki E. coli K-12 MG1655 (125) zostat wykorzystany jako bakterie pomocnicze
pierwszego biorcy skonstruowanego plazmidu. Szczep ten byt dostepny w banku bakterii Laboratorium
Maszyn Biomolekularnych. Przygotowanie komoérek kompetentnych szczepu dzikiego oraz ich
transformacje plazmidem pBBR1MCS-5(rfp) przeprowadzono przy uzyciu zestawu do
przygotowywania i transformacji komdérek kompetentnych Escherichia coli - E. coli Transformer Kit
(A&A Biotechnology).

6.2.3 Weryfikacja skonstruowanego plazmidu

Jedng z kolonii bakterii wyrostych na szalkach LA (LB agar, Biocorp) z 20 ug/ml gentamycyna
(Sigma-Aldrich) zaszczepiono do hodowli nocnej LB (Biocorp) z gentamycyng, a nastepnie wyizolowano
plazmid wedtug protokotu GeneElute Plasmid Miniprep Kit (Sigma-Aldrich). Wyizolowany plazmid
zostat ponownie strawiony enzymami restrykcyjnymi. Wykonano trawienie podwdjne, enzymami
EcoRl i Spel, oraz pojedyncze, tylko enzymem EcoRI. Trawienie jednym enzymem przeprowadzono w
celu potwierdzenia wielkosci plazmidu, a trawienie dwoma, aby potwierdzi¢ obecnosé¢ wstawki z
genem mrfpl. Wyniki trawienia sprawdzono na 1% zelu agarozowym.

6.2.4 Koniugaty PNAz witaming B12 lub peptydem (KFF)3K

Koniugaty PNA z witaming Bi; lub z peptydem (KFF)sK (Tabela 18) zostaty zsyntezowane manualnie
i dostarczone przez dra Tomasza Pientko z Laboratorium Maszyn Biomolekularnych, Centrum Nowych
Technologii UW. PNAanty-rfo, jak i PNAscrambled c€lUjg W ten sam fragment mRNA genu mrfpl. Sekwencja
PNAscrambled ZOStata zmieniona w stosunku do sekwencji wyjsciowej PNAany-r» (Tabela 18), by jako
kontrola stabiej oddziatywac z miejscem docelowym, a wiec stabiej wyciszac fluorescencje biatka RFP.
PNAscrambles tWorzy 50% wigzan typu Watsona-Cricka z fragmentem docelowym w poréwnaniu z
PNAGnty-o (Rysunek 88).
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sekwencja Shine-Dalgarno kodon START MRNA,,

...GAGAAAGAGGAIGIAIAlAIUACUAGI/TLIl(liGCUUCCUCCGA...

¢o [TCTTTATGATCTAQ - tacznik- N

anty-rfp

sekwencja Shine-Dalgarno kodon START mRNA,

...GAGAAAGAGGAGAA/SI\UACUAGAUGGCUUCCUCCGA...

Rysunek 88. A. Miejsce

[HEREE PNA
Cromec- ATACTCT GATCTTTI- tacznik - Ny - Mismatched

docelowe na sekwencji mRNA, przytaczenia zaprojektowanych PNA. B.

Koniugaty PNA potgczone z: witaming B> za pomocg taricucha weglowodorowego (CH,)12; peptydem
(KFF)3K za pomoca glikolu polietylenowego, egl (ang. Ethylene Glycol).

Tabela 18. Sekwencja RNA docelowego oraz uzytych PNA z koniugatami z witaming B, i peptydem
(KFF)sK. (CH2)12 — tacznik PNA z witaming Bi1,, egl —tacznik PNA z peptydem (KFF)sK.

Nazwa ‘ Sekwencja
PNA
PNAanty-rfp Nkoniec CATCTAGTATTTCT-Cioniec
PNAmismatched Nkoniec-TTTCTAGTCTCATA-Croniec
Peptyd
(KFF)sK Nioniec-KFFKFFKFFK-Cioniec

Koniugaty PNA z (KFF)sK

(KFF)3K'PNAanty-rfp Nkomec'KFFKFFKFFK'eg1'CATCTAGTA-I_I—TCT_C|(OHI€C

(KFF)3K'PNAmismatched Nkoniec'KFFKFFKFFK'eg1‘-'_I—TCTAGTCTCATA‘Ckoniec

Koniugaty PNA z witaming B,

B1>-PNA; nty-rfp B12-(CH2)12-CATCTAGTATTTCT-Ckoniec

B12-PNAnismatched B1-(CH2) 12- TTTCTAGTCTCATA-Coniec

6.2.5 Szczepy bakterii

Szczepem kontrolnym przeprowadzonych badan jest szczep dziki E. coli K-12 MG1655. Badane
mutanty E. coli pochodzg z kolekcji Keio, CGSC (ang. Coli Genetic Stock Center) z banku bakterii
dostepnych na Uniwersytecie Yale w USA. Szczepy posiadajgce mutacje gendw kodujgcych biatka
transportowe (Rysunek 85) przedstawiono w Tabeli 19.

Tabela 19. Szczepy Escherichia coli badane w transporcie koniugatow PNA.

Szczep E. coli (gen delecji) Charakterystyka

K-12 MG1655 (125)

Szczep laboratoryjny Escherichia coli typu dzikiego.

JW1701-1 (AbtuC) (251) Brak BtuC — biatko permeazy ukfadu transportu witaminy Bi,.

Transmembranowa sktadowa kompleksu BtuC2D2,
odpowiedzialna za przenoszenie substratu przez btone
wewnetrzng

JW1699-1 (AbtuD) (251) Brak BtuD — biatko wigzgce ATP, system transportu witaminy Bi,.

Odpowiedzialne za sprzezenie energii ATP z systemem
transportowym.

JWO0154-1 (AbtuF) (249) Brak BtuF — biatko wigzace witamine B1,. Dostarcza witamine Bi,

na peryplazmatyczng powierzchnie BtuC.

JW0368-1 (AsbmA) (257) Brak SbmA - biatko transportujgce w bionie wewnetrzne;j.

Odpowiada za wchtanianie peptyddéw
przeciwdrobnoustrojowych.
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6.2.6 Przygotowywanie i transformacja komdérek kompetentnych

Proces otrzymania komorek kompetentnych badanych szczepdw oraz ich transformacja
plazmidem pBBR1MCS-5(rfp) zostaty przeprowadzone przy uzyciu zestawu do przygotowywania i
transformacji komérek kompetentnych Escherichia coli - E. coli Transformer Kit (A&A Biotechnology).

6.2.7 Przygotowanie komorek do banku bakterii

Z kazdej szalki z wyrostymi transformantami pieciu szczepéw E. coli wybrano po jednej kolonii i
zaszczepiono do oddzielnych hodowli w pozywce LB (Biocorp) z gentamycyng (Sigma Aldrich). Nocng
hodowle prowadzono w termomikserze w 37°C z wytrzgsaniem 600 rpm (Thermomixer comfort,
Eppendorf). Nastepnego dnia kazdg hodowle bakterii rozcienczono z 50% glicerolem (POCH) w
stosunku objetosciowym 1:1 i doktadnie wymieszano przez worteksowanie. Tak przygotowane
transformanty zamrozono w temperaturze -80°C w banku bakterii Laboratorium Maszyn
Biomolekularnych.

6.2.8 Hodowla bakterii

E. coli K-12 MG1655 oraz cztery mutanty zawierajgce plazmid pBBR1MCS-5(rfp) zostaty wysianie z
banku bakterii na szalki z pozywka minimalng Davisa (sole Davisa (Sigma Aldrich), 0.4% D-(+)-glukoza
(Sigma Aldrich), 20 pg/ul gentamycyna, 1.5% (w/v) agarem (Sigma Aldrich) - podano stezenia
koncowe). Szalki inkubowano przez noc w cieplarce w 37°C. Nastepnego dnia, zaszczepiono po jednej
kolonii bakterii do 2 mL ptynnej pozywki Davisa. Inkubacje prowadzono w termomikserze
(Thermomixer comfort, Eppendorf) przez noc w 37°C z wytrzgsaniem 600 rpm. Kolejnego dnia
odswiezono hodowle bakterii w 100-krotnym rozcienczeniu w pozywce Davisa z 0.4% glukozg i
wytrzasano przy 600 rpm w 37°C z do osiggniecia wzrostu logarytmicznego ODego: 0.2-0.3.

6.2.9 Przygotowanie rozcienczen na mikroptytce

Rozciericzenia PNA i jego koniugatéw wykonano w 96-dotkowych czarnych mikroptytkach z ptaskim
dnem optycznym typu F (PureGrand BRAND) w pozywce Davisa metodg rozcieniczen seryjnych ze
standardami CLSI wedtug metody MO07-A10 (49). Wartosci stezen wszystkich badanych w pracy
zwigzkéw podano w uMol (uM).

Bakterie z od$wiezonej hodowli rozcieficzono do ~5 x 10° CFU/ml. Ze wzgledu na bardzo wolny
wzrost mutanta AbtuD w pordwnianiu do reszty dodano 10x objetosciowo wiecej bakterii do
rozcienczen przygotowanych do natozenia na mikroptytke, by zaobserwowac jakikolwiek efekt od
badanych zwigzkéw. Kornicowa objetos¢ badanych zwigzkdow i wszystkich szczepow bakterii w kazdym
dotku wynosita 100 pl. Stezenia badanych zwigzkéw wynosity 0.5, 1, 2, 4, 8 i 16 uM. Zmierzono réwniez
wzrost bakterii bez dodatku zwigzku jako kontrole wzrostu oraz sprawdzono samg pozywke pod
wzgledem czystosci. Stanowita ona kontrole sterylnosci i tto odejmowane od hodowli bakterii przy
pozniejszej analizie wynikow. Ptytke zaklejono od gory sterylng folig aluminiowsg, zas od dotu czarng
uszczelniajgcg naklejkg umozliwiajgcg pomiar fluorescencji. Przeprowadzono co najmniej dwa
powtdrzenia biologiczne, dla kazdego zwigzku i szczepu, zawierajgce po trzy powtdrzenia techniczne.
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6.2.10 Monitorowanie transportu PNA komodrek bakteryjnych oraz poziomu intensywnosci
biatka czerwonej fluorescencji (RFP)

Mikroptytki wytrzgsano przy 165 rpm przez 20 h w duzym inkubatorze (Incubator Shaker Series,
Innova 44) w 37°C. Po tym czasie zmierzono fluorescencje emitowang przez biatko RFP przy diugosci
fali wzbudzenia A = 584 nm i fali emisji A = 610 nm oraz absorbancje hodowli przy dtugosci fali A = 600
nm uzywajgc czytnika mikroptytek Microplate Biotek Synergy H1 i oprogramowania Gen5 (BioTek).

6.2.11 Badanie temperatur topnienia koniugatow PNA z witaming B12 i peptydem (KFF)sK

Oligonukleotyd RNA;s 5' — AGAAAUACUAGAUG - 3' o sekwencji docelowej i 100%
komplementarnej dla PNAant-;, zamowiono w firmie Future Synthesis (Polska, Poznani). RNA
rozcienczono w wodzie MQ zgodnie z zaleceniami producenta. Mierzone stezenia RNA i PNA w
ekseprymencie temperatur topnienia badanych komplekséw wynosity 2 uM. Oligonukleotydy
zmieszano w 10 mM buforze fosforanowym (firma), pH 7.0, 20 mM NaCl (Sigma Aldrich) w kuwetach
kwarcowych. Obok kuwety z badanym kompleksem znajdowata sie kuweta referencyjna zawierajgca
czysty bufor. Probki podgrzewano z predkoscig 1°C/min w zakresie od 10°C do 90°C. W ramach
pomiaru jednego kompleksu przeprowadzono po 10 powtdrzen podgrzewania i oziebiania prébek.
Pomiary prowadzono przy dtugosci fali 260 nm za pomoca spektrofotometru UV-VIS Evolution 300
(Thermo Scientific) i termostatu Peltiera (Model 1 Cell Peltier/ Smart Peltier Thermostatted Single Cell
Holder, Thermo Scientific) w programie VISIONpro (Thermo Scientific).

6.2.12 Analiza statystyczna

Analize wynikéw otrzymanych intensywnosci fluorescencji i absorbancji oraz temperatur topnienia
przeprowadzono w programie Microsoft Excel. Znormalizowano kontrole wzrostu fluorescenciji.
Analize statystyczng przeprowadzong za pomocg dwuczynnikowego testu ANOVA oraz wykresy
wykonano w programie GraphPad 6 Prism. Obliczenia temperatur topnienia zostaty przeprowadzone
metoda regresji liniowej w programie VISIONpro. Temperatury normalizowano wzgledem absorbancji
w temperaturze 90°C. Reprezentatywne krzywe temperatur topnienia dla kazdego kompleksu
wygtadzono metodg Savitsky'ego-Golaya (wygtadzanie drugiego rzedu, 30 sgsiadéw) i zwizualizowano
w programie GraphPad 7 Prism.

6.3 Wyniki

6.3.1 Plazmid z genem biatka czerwonej fluorescencji mrfp1

Po trawieniu plazmidu pBBR1MCS-5 jednym enzymem restrykcyjnym oczekiwano fragmentu o
dtugosci 4768 par zasad (pz), a dwoma enzymami fragmentow o dtugosciach 4744 i 24 pz. Natomiast
po trawieniu plazmidu pBBR1IMCS-2(rfp) jednym enzymem fragmentu o dtugosci 6212 pz, zas dwoma
- 5120 i 1092 pz. Plazmid pBBR1MCS-5 trawiony jednym enzymem (EcoRI) powinien da¢ tylko jeden
prazek (4768 pz), natomiast dwoma (EcoRlI i Spel), dwa prazki: pozadany o dtugosci 4744 pz i drugi,
niewidoczny na zelu ze wzgledu na swojg niskg mase, o dtugosci 24 pz. Na Rysunku 89 przedstawiono
fragmenty plazmidéw po trawieniach enzymami restrykcyjnymi. Trzy dodatkowe prazki o dtugosci
okoto 350, 500 i 850 pz po podwdjnym trawieniu plazmidu pBBR1IMCS-5 s3 nieoczekiwane, ale nie
uniemozliwiajg izolacji odpowiedniego prazka (4744 pz) i przeprowadzenia dalszych eksperymentow.
Po trawieniu jednym enzymem rdowniez pojawiajg sie dodatkowe, nieoczekiwane, mniej widoczne
prazki, ktére réwniez nie zaktécaja realizacji zaplanowanych badan.
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pBBR1MCS-5(Gm)

BBR1MCS-2
P (rfP) M  EcoRl/Spel EcoRI

EcoRI EcoRl/Spel M

M

M

Rysunek 89. Weryfikacja pozgdanych fragmentéw DNA do skonstruowania plazmidu pBBR1MCS-5(rfp)
poprzez analize trawienia restrykcyjnego. M — marker 1kb Plus DNA Quick Load Ladder (New England
Biolabs).

Odpowiednie fragmenty DNA wyizolowano z zelu i zligowano. Po przeprowadzeniu
transformacji do bakterii pomocniczych, a nastepnie izolacji wtransformowanego plazmidu, ponownie
strawiono go enzymami restrykcyjnymi. Wizualizacja strawionego DNA na zelu (Rysunek 90) wykazata,
ze z powodzeniem otrzymano plazmid pBBR1IMCS-5(rfp).

EcoRI
EcoRl  + Spel

500 R % 500

250/ *

Rysunek 90. Rozdziat elektroforetyczny fragmentéw DNA plazmidu pBBR1MCS-5(rfp) po trawieniu
jednym (EcoRI) oraz dwoma (EcoRlI, Spel) enzymami restrykcyjnymi. M; — marker DNA 1 kb GeneRuler
(ThermoFisher Scientific), M2 — marker DNA 1kb Plus Quick Load (New England BiolLabs).
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6.3.2 Temperatury topnienia PNA i ich koniugatdw z witaming B12 i peptydem (KFF)sK

Sekwencja PNAanty-p pOwinna utworzy¢ 14 sasiadujgcych ze sobg wigzan typu Watsona-Cricka z
docelowym fragmentem mRNAz,. Z kolei PNAscrambled, 7 Wigzan, z ktérych 6 wystepuje bezposrednio po
sobie. Na Rysunku 91 przedstawiono krzywe reprezentatywne stabilnosci termicznej komplekséw in
vitro. Krzywe posiadajg sigmoidalny ksztatt, co wskazuje na powstawanie i topnienie duplekséw.
Wyniki pomiaréw temperatur topnienia (Tabela 20, Rysunek 91) wykazaty wiekszg wartos¢ dla
komplekséw RNA zawierajacych PNAanty-o W porownaniu do komplekséw z PNAgcrambled. TeNndencja
dotyczy komplekséw z wolnymi PNA, jak réwniez z ich koniugatami. Temperatury topnienia dla PNA
wystepujacych samodzielnie oraz ich koniugatéw z witaming Bi; sg poréwnywalne. Wynoszg okoto
60°C dla dupleksdw z PNAgnty-rf, 0raz okoto 40°C dla dupleksOw z PNAscrambied. Przytgczenie z peptydu
(KFF)sK do PNA wyraznie zwiekszyto stabilnos¢ duplekséw. Wartosci temperatur topnienia koniugatow
PNA z (KFF)sK sg wyzsze od odpowiadajgcych wartosci koniugatéw PNA z witaming B, o okoto 7°C dla
PNAanty-rfp | 17°C dla PNAscrambled. TeEMperatury topnienia duplekséw potwierdzity, ze po wprowadzeniu
do komérki PNAant-rfo powinno skutecznie blokowac komplementarne mRNA i wycisza¢ fluorescencje.
Nosnik peptydowy dodatkowo zwiekszat temperatury topnienia PNA w koniugacie w poréwnaniu z
wolnym PNA.

Tabela 20. Temperatury topnienia PNA i ich koniugatow z witaming Bi, lub peptydem (KFF)sK.

Kompleks RNA z:

Srednia * odchylenie standardowe

PN Aa nty-rfp

61,5°C+1,2°C

PNAscrambIed

39,9°C+1,1°C

BlZ'P NAa nty-rfp

62,1°C+0,5°C

BlZ' PNAscrambIed

39,1°C+1,1°C

(KFF)3K'PNAanty-rfp

68,7°C+1,4°C

(KFF)3K'PNAscrambled

55,7°C+3,8°C

100

. . £ .
E RNA,; : PNA sty e E RNA, : By2-PNAty o E RNA p, : (KFF);K-PNA; ey rip
[+] [+]
&1 . 811 &1
3 z z
o [:]
1.0 : E 1.0 § 1.0
615£1.2°C | H | g ;
0.9 ) No.g 621+05C B9 1
5 ! s 68.7 £1.4°C }
E E | £
G 0.8 50.8 208
N N N
3 = >
a7 g0.7 Sp7
o o
= £
1 = = »
0.6 0.6 20,
0 20 40 80 80 100 & o 20 20 60 g w0 £ 20 10 50 80
< <

Temperatura [°C]

RNApfp : PNAscrambled

139.9+1.1°C

o o
o w

(=] o = -
-] w (=] =

o
~4
o
~

g
n

Temperatura [°C]

RNA 7, : B12-PNAgcrampled

| 38.1+1.1°C

-
=Y

-
o

4
%)

e
X

o
o

Temperatura [°C]

RNA 4, : (KFF)3K-PNAgcrambled

{ 567 x3.0C

o
o

0 20 40 60 80

=
=]
-]

Absorbancja znormalizowana w 260 nm

Temperatura [°C]

Absorbancja znormalizowana w 260 nm

o

40 [:1+]
Temperatura [°C]

20 80

=)
=1

=4
g

Absorbancja znormalizowana w 260 nm

o

40 60
Temperatura [°C]

20 80 100

Rysunek 91. Krzywe reprezentatywne dla kompleksow RNA,z z PNA i ich koniugatami. Linia
przerywana wskazuje srednig temperature topnienia dupleksu.
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6.3.3  Wozrost mutantéw i fluorescencja RFP

Przed zbadaniem wptywu koniugatéw PNA z transporterami na wygaszanie RFP sprawdzono
wzrost mutantow w pozywce minimalnej Davisa (140), w ktérej bakterie chetnie pobierajg witamine
Bi2 oraz intensywnosé emitowanej przez nich fluorescencji RFP w czasie 19 godzin (Rysunek 92).
Mutanty AsbmA, AbtuC i AbtuF wykazaty nie tylko dobry wzrost w tym srodowisku, ale réwniez
wystarczajgco mierzalny poziom fluorescencji. W przypadku mutanta AbtuD nie zaobserwowano
wzrostu w zastosowanych warunkach.

Gestos¢ optyczna [600 nm] — mutanty rozcienczenie 1:100 KS Fluorescencja [WZF] — mutanty rozcienczenie 1:100 KS
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Rysunek 92. Gestos¢ optyczna i fluorescencja RFP w czasie 19 godzin hodowli mutantéw E. coli w
minimalnym podtozu Davisa. KS — kontrola sterylnosci, WZF — wzgledne jednostki fluorescenciji.
Pokazano 16 niezaleznych powtérzen kazdego mutanta (dane surowe).

W zwigzku z tym, sprawdzono trzy inne rozcieficzenia mutanta AbtuD (Rysunek 93). Poszukiwano
takiego rozcienczenia, ktére bytoby jak najblizsze rozciericzeniu pierwotnemu (1:100), ale
rownoczesnie takiego, aby zaobserwowac wzrost bakterii i poziom fluorescencji RFP zblizony do reszty
mutantow. Z otrzymanych wynikdow wybrano rozciericzenie 1:10 i wykorzystano je do dalszych badan.
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Rysunek 93. Gestos¢ optyczna i fluorescencja RFP w czasie 19 godzin hodowli mutanta AbtuD w
minimalnym podtozu Davisa. KS — kontrola sterylnosci, WZF — wzgledne jednostki fluorescenciji.
Pokazano 16 niezaleznych powtdrzen z kazdego rozcienczenia (dane surowe).
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6.3.4 Wzrost bakterii w srodowisku PNA i jego koniugatow nosnikami

Po potwierdzeniu tworzenia sie duplekséw PNA z RNA in vitro i braku negatywnego wptywu
nosnikéw na ich tworzenie, sprawdzono czy wzrost bakterii nie jest hamowany przez wybrane zwigzki
(Tabela 18). Dokonano pomiardéw gestosci optycznej wszystkich szczepdéw w szesciu stezeniach (0,5, 1,
2,4, 8i 16 uM) kazdego PNA i koniugatu. Mutanty AbtuC, AbtuD oraz AbtuF wykazujg wzrost na
poziomie 0.10-0.15 gestosci optycznej, natomiast mutant AsbmA i szczep dziki K-12 MG1655 miedzy
0.1, a 0.2. Koniugaty PNA z witaming B> nie hamowaty wzrostu bakterii w zadnym ze stezen. Mutanty
AbtuC i AbtuF wykazaty zahamowanie wzrostu przy stezeniu 16 uM peptydu (KFF)sK oraz koniugatu
(KFF)3K-PNAscrambled. Mutant AsbmA przestat rosngé przy stezeniu 16 uM (KFF)sK. Z tego powodu,
pomiary fluorescencji dla tych szczepédw uwzgledniono odpowiednio do 8 uM peptydu (KFF)sK i 8 uM
koniugatu (KFF)3K-PNAcrambled- W przypadku szczepu dzikiego oraz mutanta AbtuD nie zaobserwowano
zahamowania wzrostu w zadnym ze stezen badanego zwigzku. Wzrost bakterii z kontrolnymi PNA i
koniugatami PNA z witaming B> pokazano na Rysunku 94, a z peptydem kontrolnym (KFF)sK i jego
koniugatami na Rysunku 95.
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Rysunek 94. Gestos¢ optyczna bakterii w zaleznosci od stezenia PNA i ich koniugatéw z witaming Bi;
dla szczepu dzikiego E. coli K-12 MG1655 i jego czterech mutantéw (AsbmA, AbtuC, AbtuD i AbtuF).
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Rysunek 95. Gestos¢ optyczna bakterii w zaleznosci od stezenia peptydu (KFF)sK i jego koniugatéw z
PNA dla szczepu dzikiego E. coli K-12 MG1655 i jego czterech mutantéw (AsbmA, AbtuC, AbtuD i AbtuF).
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6.3.5 Poziom fluorescencji biatka RFP uzyskanych transformantow w srodowisku PNA i jego
koniugatow z peptydem (KFF)3K i witaming B12

Zwiagzki kontrolne, tj. PNAanty-rfo, PNAscrambles Oraz (KFF)sK, nie spowodowaty wyciszenia poziomu
fluorescencji RFP w zadnym ze szczepéw (Rysunek 96). Catkowity brak fluorescencji w obecnosci
(KFF)sK w stezeniu 16 puM wystepuje wytacznie w przypadku zupetnego zahamowania wzrostu
mutantdw: AsbmA, AbtuF i AbtuC (Rysunek 95).
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Rysunek 96. Poréwnanie wptywu kontrolnych PNA i peptydu (KFF)sK na wygaszanie fluorescencji RFP
szczepu dzikiego E. coli K-12 MG1655 i jego czterech mutantow (AsbmA, AbtuF, AbtuD i AbtuC). Stupki
btedéw przedstawiajg SEM z co najmniej dwdch biologicznie niezaleznych eksperymentéw. Nie ma
znaczacych réznic we fluorescencji pomiedzy komérkami E. coli traktowanymi kontrolnym PNA lub
peptydem kontrolnym (KFF)sK, a kontrolg wzrostu (KW).

Podobnie do zwigzkéw kontrolnych, sama witamina Bi> rowniez nie hamuje wzrostu bakterii,
ani nie powoduje spadku fluorescencji RFP. Dotyczy to takze stabo rosngcego mutanta AbtuD (Rysunek
97).
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Rysunek 97. Wzrost mutanta AbtuD inkubowanego lub nie z witaming Bi> przez 19 godzin w
minimalnej pozywce Davisa. Wyniki wzrostu bakterii i poziomu fluorescencji pochodzg z ostatniej
godziny inkubacji. Stupki btedéw przedstawiajg SEM, n = 19-22. Wyniki hodowli w obecnosci lub braku
witaminy Bi; nie sg wzgledem siebie istotne statystycznie.
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Koniugaty PNA z peptydem (KFF)sK zmniejszajg fluorescencje RFP wraz ze wzrastajgcym
stezeniem we wszystkich szczepach oprécz mutanta AsbmA (Rysunek 98). Zwigzanie RNA;, z
koniugatem (KFF)sK-PNAsambied pOWOduje stabsze wyciszenie fluorescencji niz w przypadku koniugatu
(KFF)3K-PNAanty-rfo. Koniugaty PNA z witaming B1, nie wykazujg zmniejszenia fluorescencji RFP dla
mutantéw AbtuC, AbtuD i AbtuF. W przypadku szczepu dzikiego oraz mutanta AsbmA zaobserwowano
czesSciowe wyciszanie fluorescencji RFP podczas inkubacji bakterii z koniugatem Bi2-PNAanty-rfpo.
Najwieksze wygaszenie fluorescencji wystepuje po inkubacji z koniugatem w stezeniu 16 uM i jest
silniejsze dla szczepu K-12 niz dla mutanta AsbmA. Koniugat Bi-PNAscrambled Ni€ wykazuje spadku
fluorescencji RFP w zadnym ze szczepow.
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Rysunek 98. Porownanie wptywu koniugatéw PNA z witaming B, i peptydem (KFF)sK na wygaszanie
fluorescencji RFP szczepu dzikiego E. coli K-12 MG1655 i jego czterech mutantéw (AsbmA, AbtuF,
AbtuD i AbtuC). Stupki btedéw przedstawiajg SEM) z co najmniej dwdch biologicznie niezaleznych
eksperymentdow oraz 3-8 technicznych. Réznice w gestosci optycznej pomiedzy kontrolg wzrostu (KW),
a resztg hodowli s3: istotne statystycznie (**** P < 0,0001, *** P < 0,001), (** P < 0,01, * P < 0,05),
pozostate sg nieistotne statystycznie.
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6.4 Dyskusja

Wiadomo, ze z powodu tworzenia agregatéw w roztworach wodnych, czagsteczki PNA nie sg w
stanie same dotrze¢ do wnetrza komérki bakterii (237,242). Wykazano to w wielu innych badaniach,
takze tych przeprowadzonych w Laboratorium Maszyn Biomolekularnych (141,173). W zwigzku z tym,
inkubacja z wolnymi PNA nie powinna wykazywac zadnego wyciszania poziomu fluorescencji RFP w
jakimkolwiek stezeniu. Efekt ten zaobserwowano w kazdym szczepie (Rysunek 96). Podobnie sam
peptyd (KFF)sK w badanym zakresie stezen nie powinien mie¢ wplywu na zmiany fluorescencji
(141,173). Wynik ten zostat potwierdzony w niniejszej pracy, o ile bakterie urosty podczas inkubacji z
peptydem w zastosowanym stezeniu. W przeciwnym razie, brak fluorescencji jest skutkiem
catkowitego zahamowanie wzrostu bakterii (Rysunek 95). Sama witamina Bi, réwniez nie powinna
hamowa¢ wzrostu bakterii, ani zmniejszaé fluorescencji RFP (245), co takze zaobserwowano nawet na
najstabiej rosngcym mutancie AbtuD (Rysunek 97).

Wieksze wygaszanie fluorescencji RFP przez koniugaty z PNAanty-rip W poréwnaniu do koniugatéw z
PNA:crambled jESt Zg0dNne z oczekiwaniami ze wzgledu na liczbe komplementarnych wigzan wodorowych
w utworzonych kompleksach z fragmentem RNA,, (Rysunek 88). Jest ona dwukrotnie wieksza w
kompleksach z PNAanty-rio NiZ 2 PNAscrambled. Z tego powodu wyciszanie fluorescencji przez koniugat
(KFF)3K-PNAscrambled jest okoto 50% stabsze niz w przypadku koniugatu (KFF)3K-PNAanty-rfo. Wczesniejsze
badania nad koniugatami PNA z peptydem (KFF)sK wykazaty taki sam wynik na szczepie dzikim E. coli
K-12 MG1655 oraz mutancie AbtuB (255). W tej pracy omawiany efekt wyciszania fluorescencji RFP
zaobserwowano u wszystkich testowanych szczepow z wyjatkiem mutanta AsbmA, ktéry z powodu
mutacji nie jest zdolny do transportu peptydow (243). Jest to zgodne z oczekiwaniami, gdyz szczep dziki
i mutanty (AbtuC, AbtuD i AbtuF) posiadajg nienaruszone biatko SbmaA.

Koniugaty PNA z witaming B1; nie wyciszaja RFP w mutantach AbtuC, AbtuD i AbtuF, a we
wczesniejszych badaniach réwniez AbtuB (255). Spodziewano sie braku wyciszania fluorescencji, jesli
biatka BtuC, BtuD i BtuF biorg udziat w dostarczaniu witaminy Bi; do komorki, tak jak jest to w
przypadku biatka BtuB (255). Brak wygaszania fluorescencji RFP w mutantach AbtuC, AbtuD i AbtuF
Swiadczy, ze kazde z wymienionych biatek (BtuC, BtuD i BtuF) jest niezbedne do transportu koniugatu
PNA z witaming B> (Rysunek 98). W przypadku szczepu dzikiego oraz mutanta AsbmA, ktére maja
petny, nienaruszony kompleks BtuCDF, zaobserwowano czesciowe wyciszanie fluorescencji RFP, ale
wytacznie podczas inkubacji bakterii z koniugatem Bi12-PNAanty-rfp. Biatko SbmA nie jest zaangazowane
w transport witaminy Bi,, wiec spodziewano sie takiego efektu. Najsilniejsze wygaszenie fluorescencji
wystepuje po inkubacji w stezeniu 16 uM koniugatu i jest silniejsze dla E. coli K-12 MG1655 niz dla
mutanta AsbmA. Efekt ten jest naturalng konsekwencjg ostabienia szczepu AsbmA na skutek
wprowadzenia mutacji. W przypadku koniugatu B12-PNAcrambies Wygaszanie fluorescencji RFP w ogéle
nie jest obserwowane.

Rdznice miedzy wygaszaniem fluorescencji przez koniugaty z (KFF)sK i koniugaty z witaming B1
odpowiadajg otrzymanym in vitro stabilnoSciom poszczegdlnych duplekséw, ktére sg okreslone
temperaturami topnienia, wiekszymi dla koniugatow z (KFF)sK (Tabela 20). Dodatni fadunek peptydu
odpowiada za silniejsze oddziatywania elektrostatyczne z ujemnie natadowang czgsteczkg RNA,
podczas gdy witamina Bi, jest czgsteczkg neutralng. Zblizone wartosci temperatur topnienia dla
dupleksdw PNA:RNA oraz Bi,-PNA:RNA wskazujg, ze witamina Bi; nie przeszkadza w tworzeniu
kompleksu z RNA,z, mimo, ze posiada dtuzszy tacznik -(CH2)12-, niz tacznik -egl- obecny w koniugatach
z (KFF)sK.
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6.5 Podsumowanie czesci lll

Przeprowadzone badania udowodnity, ze biatka BtuC, BtuD i BtuF s3 tak jak biatko BtuB (255)
niezbedne do transportu koniugatéw Bi1,-PNA do wnetrza komodrek. Oznacza to, ze dostarczanie
zardwno samej witaminy Bi, jak i jej koniugatdw z PNA, zachodzi przez ten sam szlak i wymaga
wszystkich kolejnych receptoréow btony zewnetrznej, peryplazmy i bfony wewnetrznej. Jednak nie sg
one konieczne do wychwytu koniugatow PNA z (KFF)sK. Wykazano réwniez, ze biatko transportujace
SbmA nie bierze udziatu w przenoszeniu koniugatéw PNA z witaming B1; do komérek E. coli.
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7 Podsumowanie pracy

W niniejszej rozprawie doktorskiej skupiono sie na poszukiwaniu nowych, potencjalnych
strategii przeciwbakteryjnych opartych na kwasach nukleinowych i peptydomimetykach.
Zaproponowano i zbadano trzy podejscia, ktére przyczynity sie do bezposredniego zahamowania
wzrostu bakterii lub umozliwity transport czasteczek do wnetrza ich komoérek.

W strategii pierwszej, dotyczacej przeciwbakteryjnej aktywnosci rybozymu hammerhead,
wyselekcjonowano trzy geny kluczowe kodujgce biatka niezbedne bakteriom do zycia: acpP, frri murA.
Kazde z biatek zapisanych w powyzszych genach odpowiada za inng, wazng funkcje w bakteriach E. coli.
Nastepnie, zaprojektowano rybozym hammerhead skierowany przeciwko mRNA wybranych gendéw
jako substratowi reakgcji ciecia. Do zablokowania i hydrolizy kazdej z sekwencji mRNA przygotowano po
dwie wersje rybozymdw o krotkich lub dtugich komplementarnych do mRNA ramionach otrzymujac
szes¢ komplekséw substrat:rybozym. Za pomocng narzedzi obliczeniowych wykazano tworzenie sie
wszystkich komplekséw in silico. Przy pomocy metody ITC zweryfikowano powstawanie stabilnych
komplekséw in vitro, przy czym silniejsza hybrydyzacja miata miejsce podczas wigzania fragmentéw
MRNA (substratéow) z rybozymami o dtugich ramionach. Przeprowadzono in vitro reakcje ciecia
substratéw przez rybozymy. Wykazano najwyzszg efektywnos¢ ciecia fragmentu mRNA o sekwencji
odpowiadajgcej fragmentowi transkryptu acpP, w szczegdlnosci przez rybozym z krétkimi ramionami.
W zwigzku z tym, do badan mikrobiologicznych wybrano rybozym (o obydwu dtugosciach ramion)
skierowany przeciwko mRNA genu acpP. W celu ochrony rybozymu przed degradacjg w komoérce
bakterii ,,schowano” go w strukturze tRNA otrzymujgc cztery wersje rybozymoéw (krotkie lub dtugie
ramiona, samodzielny lub w strukturze tRNA) do badan in vivo. Sekwencje rybozymoéw zostaty
zakodowane w szczegdtowo zaprojektowanych kasetach plazmidowych. Prowadzono hodowle bakterii
z indukowang produkcjg w trzech pozywkach i najlepsze warunki do obserwacji ciecia mRNA
bakteryjnego okreslono dla pozywki Davisa. Udowodniono dziatanie przeciwbakteryjne dwdéch wersji
rybozymow o dtugich ramionach, przy czym rybozym wystepujgcy samodzielnie okazat sie bardziej
skuteczny niz ukryty w strukturze tRNA. Ponadto, wykazano synergie wszystkich wersji rybozymu z
tetracykling. Udowodniono, ze rybozym hammerhead efektywnie tnie mRNA bakteryjne. W przysztych
badaniach nalezy skupi¢ sie na innym, efektywnym sposobie dostarczania rybozymoéw do komorki
bakterii oraz wyborze mRNA odpowiednich gendw kluczowych dla bakterii, jak réwniez
przetestowaniem innego miejsca ciecia w mRNA.

W strategii drugiej na temat przeciwbakteryjnego dziatania peptydéw i peptydomimetykow,
z trzech niezmodyfikowanych peptydéw (W-MreBi.g, anoplina i (KFF)s;K) wytoniono anopline jako
czasteczke z najwiekszym potencjatem do dalszych badafn nad zwiekszeniem aktywnosci
przeciwbakteryjnej. Przetestowano jej trzy analogi (dwa zmodyfikowane i ,zszyte” w pozycjach [2-6] i
[5-9] oraz jeden zmodyfikowany Ss(5,9)) na bakteriach Gram-ujemnych i Gram-dodatnich. Wykazano,
ze takie pochodne anopliny sg skuteczniejsze w hamowaniu wzrostu bakterii. W szczegdlnosci
anoplina[2-6], ktéra wykazata wysoka, nawet 16-krotnie wiekszg aktywnos¢ przeciw szczepom Gram-
ujemnym, w tym patogennym E. coli ESBL+. Z kolei anoplina[5-9] i anoplinaSs(5,9) spowodowaty
wyzszg, rowniez nawet 16-krotng, wrazliwo$é szczepow Gram-dodatnich, w tym S. aureus MRSA,
powodujgc zahamowanie ich wzrostu w znacznie nizszych stezeniach. Udowodnione dziatanie
przeciwbakteryjne analogéw anopliny otwiera sciezke do poszukiwan kolejnych peptydéw w celu
zwiekszania ich aktywnosci przeciwbakteryjnej metoda stabilizacji struktury drugorzedowej poprzez
tzw. ,,zszywanie”.

Strategie trzecig dotyczaca transportu koniugatow PNA z witaming Bi, lub peptydem (KFF)sK
do komarek E. coli rozpoczeto od przygotowania wektora plazmidowego zawierajgcego gen biatka
czerwonej fluorescencji. Wyznaczono temperatury topnienia dupleksdw: PNA z RNA, koniugatu PNA z
witaming B2 z RNA oraz koniugatu PNA z (KFF)sK z RNA. Wykazano, ze transport koniugatéw PNA z
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witaming B, zachodzi przez te samg Sciezke, co sama witamina. Oznacza to, ze koniugat witamina Bi,-
PNA wymaga zaréwno kompleksu biatek BtuCD, jak i biatka BtuF. Potwierdzono, ze PNA nie moze
samoistnie wnikaé do komorki bakterii, ale potrzebuje transportera. W przypadku, gdy transporterem
byt peptyd (KFF)sK, koniugaty byly transportowane przez biatko SbmA w btonie wewnetrzne;j.
Powigzano wyniki temperatur topnienia z wynikami in vivo transportu koniugatéw PNA w komérkach
bakterii. Tym samym, dowiedziono, ze za silniejszg hybrydyzacje koniugatu PNA z nosnikiem
peptydowym z docelowym mRNA w komdrce E. coli odpowiada kationowy charakter peptydu.
Potwierdzenie, ze PNA wchodzi do komérki bakterii tym samym szlakiem co witamina Bi,, daje
mozliwos¢ wykorzystania podobnych szlakéw opartych na systemie TonB do wprowadzania
oligonukleotyddw lub innych zwigzkéw do bakterii na zasadzie strategii ,,konia trojanskiego”.

Podsumowujac, cele badan zatozone w rozprawie doktorskiej zostaty osiggniete. Otrzymane
wyniki dostarczajg informacji potrzebnych do poszukiwania nowych, potencjalnych zwigzkéw
przeciwbakteryjnych. Wskazuja, jak opracowywaé biologicznie aktywne czasteczki bazujgce na
enzymach RNA, modyfikowanych peptydach oraz proponujg nowe sposoby dostarczania czgsteczek do
wnetrza komdrek E. coli poprzez $ciezke transportu witaminy Bi..
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