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Wykaz najwazniejszych skrotow

APC - komorki prezentujace antygen, ang. antigen-presenting cells
ARCA — ang. anti-reverse cap analog

ARE — ang. AU-rich elements

ASO — ang. antisense oligonucleotides

ATP — 5’-trifosforan adenozyny

CCR4-Not — ang. Carbon Catabolite Repression—Negative On TATA-less
CBC - ang. cap-binding complex

c¢GAS —ang. cyclic GMP-AMP synthase

CRISPR-Cas9 — ang. clustered regularly interspaced short palindromic repeats and CRISPR-
associated protein 9

CTL - cytotoksyczne limfocyty T, ang. cytotoxic T lymphocytes, CD8+
CTP — 5’-trifosforan cytozyny

CPSF — ang. cleavage and polyadenylation specificity factor
DAMP — ang. damage-associated molecular patterns

DcpS — ang. decapping scavenger enzyme

Dcp1/Dcep2 — ang. decapping enzyme 1 and 2 complex

dsRNA — dwuniciowy DNA, ang. double stranded RNA

DMD - ang. Duchenne muscular dystrophy

DTT - ditiotreitol, ang. dithiothreitol

DNA — kwas deoksyrbonukleinowy

EDTA — kwas wersenowy, ang. ethylenediaminetetraacetic acid
ELISA — ang. enzyme-linked immunosorbent assay

EMSA — ang. electromobility shift assays

EPO — erytropoetyna, ang. erythropoietin

ER — siateczka endoplazmatyczna, ang. endoplasmic reticulum
FCS — ang. fluorescence correlation spectroscopy

FDA — ang. food and drug administration

Fluc — lucyferaza robaczka §wigtojanskiego, ang. firefly luciferase
FPLC — ang. fast protein liquid chromatography

FRET - ang. Férster resonance energy transfer

gRNA — ang. guide RNA

GMP - dobra praktyka produkcyjna, ang. good manufacturing practice
GTP - 5’-trifosforan guanozyny

HBB — ludzka f -globina, ang. human p-globin



HER?2 — ang. human epidermal growth factor receptor 2

HIV - ludzki wirus niedoboru odpornosci, ang. human immunodeficiency virus
HuR — ang. human antigen R

HEPES — ang. 4-(2-hydroxyethyl)-I-piperazineethanesulfonic

IMAC - chromatografia powinowactwa do unieruchomionych jonéw metali, ang. immobilized metal
affinity chromatography

IPTG — izopropylo-B-D-tiogalaktozyd, ang. isopropy! p-D-1-thiogalactopyranoside

IFIT — indukowane interferonem biatka z powtdrzeniami tetratrikopeptydowymi, ang. interferon
induced protein with tertricopeptide repeats

IRES — ang. internal ribosome entry sites

IRFs — ang. interferon regulatory factors

ISG — ang. interferon-stimulated genes

ITC — ang. isothermal titration calorimetry

JAK-STAT - ang. Janus kinase-signal transducer and activator of transcription
LB - ang. Luria-Bertani medium

LNA — ang. locked nucleic acid

LNP — nanoczastki lipidowe, ang. lipid nanoparticles

MDA-5 — ang. melanoma differentiation-associated protein 5

MHC-I — czasteczki gtownego ukladu zgodno$ci tkankowej klasy I, ang. major histocompatibility
complex class [

MNK- ang. MAP kinase-interacting serine/threonine-protein kinase
mRNA — informacyjne mMRNA, ang. messenger RNA

MFE — minimalna energia swobodna, ang. minimal free energy

MST - termoforeza mikroskalowa, ang. microscale thermophoresis
mTOR - ssaczy cel rapamycyny, ang. mammalian target of rapamycin
NK - ang. natural killer

NLR — ang. NOD-like receptors

NRM - ang. non- replicating mRNA vaccines

NTP — 5’trifosforan dowolnego nukleozydu

OREF - otwarta ramka odczytu, ang. open reading frame

OXAIL — ang. oxidase assembly 1-like

PABP - biatko wigzace ogon poliA, ang. polyA-binding protein

PABPNI — jadrowe biatko wiazace ogon poliA, ang. nuclear poly(A4)-binding protein
PAGE — ang. polyacrylamide gel electrophoresis

PAMP — ang. pathogen-associated molecular patterns

PAS — ang. polyadenylation signal

PCR — tanicuchowa reakcja polimerazy, ang. polymerase chain reaction

PD-1 — receptor programowanej $Smierci 1, ang. programmed death-1
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PD-L1- ligand receptora programowanej $Smierci 1, ang. programmed death- ligand 1
PRR - receptory rozpoznawania Wzorcow, ang. pattern recognition receptors
qPCR - ilo$ciowa reakcja tancuchowa polimerazy ang. quantitative polymerase chain reaction
RBPs — biatka wigzace RNA, ang. RNA binding proteins

RIG-I — ang. retinoic acid-Inducible gene |

RLR — ang. RIG-I-like receptors

RNA - kwas rybonukleinowy

RP-HPLC - ang. reversed-phase high-performance liquid chromatography
RRL — ang. Rabbit reticulocyte lysate

RSV — ang. respiratory syncytial virus

SAM - S-adenozylo-L-metionina

SAM?* — ang. self-amplifying mRNA vaccines

SMA - ang. spinal muscular atrophy

snRNA — mate jadrowe RNA, ang. small nuclear RNA

snRNP — male rybonukleoproteiny, ang. small ribonucleoprotein

SPR - ang. surface plasmon resonance

STARmap — ang. spatially-resolved transcript amplicon readout mapping
STING — ang. stimulator of interferon genes

TALEN — ang. transcription activator-like effector nucleases

TCR - ang. T-cell receptor

TFF — ang. tangential flow filtration

TLR — ang. Toll-like receptors

TTP — ang. tristetraprolin

UTP - 5’trifsoforan uracylu

VEE - ang. Venezuelan equine encephalitis

ZFN — ang. zinc finger nucleases

3°/5° UTR —region 3°/5’ niepodlegajace translacji, ang. untranslated region
43S PIC — ang. 43S preinitiation complex

Inne skroty zostaly wyjasnione w tekscie
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Agnieszka Tudek, Malgorzata Sroka, Tomasz Spiewla, Monika Kusio-Kobiatka, Aleksandra
Wesolowska, Dominika Nowis, Jakub Golab, Joanna Kowalska, Jacek Jemielity, Andrzej
Dziembowski, Seweryn Mroczek, Re-adenylation by TENT5A enhances efficacy of SARS-
CoV-2 mRNA vaccines, NATURE, 2025; zaakceptowane

Adam Mamot, Malgorzata Wasinska-Kalwa, Karol Czubak, Katarzyna Frankowska, Tomasz
Spiewla, Marcin Warminski, Dominika Nowis, Jakub Golab, Joanna Kowalska, Jacek
Jemielity, Chemical circularization of in vitro transcribed RNA opens new avenues for
circular mRNA design — w recenzji;

Mikolaj Chrominski, Marcin Warminski, Mateusz Kozarski, Dorota Kubacka, Joanna Panecka-
Hofman, Tomasz Spiewla, Jacek Jemeility, Joanna Kowalska, Proximity-induced SuFEx
increases the potency of cytosolicnucleotidase inhibitors and reveals a rare example of
covalently targeted histidine - w recenzji.

Zgloszenia patentowe

Pierwszy autor zgloszenia mig¢dzynarodowego PCT wynalazku pt.: ,,RNA molecules with
modified 3’ terminal sequences and application thereof’. Numer zgloszenia:
PCT/PL2024/050093. Znak: PZ/9951/RW/PCT, podmiot zglaszajacy Sie¢ Badawcza
Lukasiewicz PORT Polski Osrodek Rozwoju Technologii.
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Wystapienia konferencyjne

07.09.2024 XXV International Round Table on Nucleosides, Nucleotides and Nucleic Acids,
Young Researchers Symposium, Tokyo University of Science, Japonia, prezentacja ustna,
»An MST-based assay reveals new binding preferences of IFIT1 for canonically and non-
canonically capped RNAs”, Tomasz Spiewla, Katarzyna Grab, Anais Depaix, Kamil
Ziemkiewicz, Marcin Warminski, Jacek Jemielity, Joanna Kowalska;

03-06.09.2024, XXV International Round Table on Nucleosides, Nucleotides and Nucleic
Acids, Tokyo University of Science, Japonia, plakat naukowy, ,,An MST-based assay reveals
new binding preferences of IFIT1 for canonically and non-canonically capped RNAs”,
Tomasz Spiewla, Katarzyna Grab, Anais Depaix, Kamil Ziemkiewicz, Marcin Warminski,
Jacek Jemielity, Joanna Kowalska;

24.06.2023 Nucleosides, Nucleotides and Oligonucleotides, Chemical Biology and Clinical
Applications of Nucleosides, and Oligomers, Gordon Research Seminar, Salve Regina,
Newport, USA, prezentacja ustna, ,,Determining the affinity of various capped RNAs for the
IFIT1 protein using microscale thermophoresis”, Tomasz Spiewla, Katarzyna Grab, Anais
Depaix, Kamil Ziemkiewicz, Marcin Warminski, Jacek Jemielity, Joanna Kowalska;

25-30.06.2023 Nucleosides, Nucleotides and Oligonucleotides, Chemical Biology and Clinical
Applications of Nucleosides, Nucleotides and Oligomers, Gordon Research Seminar, Salve
Regina, Newport, USA, plakat naukowy, ,, Determining the affinity of various capped RNAs
for the IFIT1 protein using microscale thermophoresis”, Tomasz Spiewla, Katarzyna Grab,
Anais Depaix, Kamil Ziemkiewicz, Marcin Warminski, Jacek Jemielity, Joanna Kowalska;

01.09.2022 XXIV International Round Table on Nucleosides, Nucleotides and Nucleic Acids,
Young Researchers Symposium, Karolinska University, Stockholm, Szwecja, prezentacja
ustna, ,,Microscale thermophoresis-based assay for evaluating the interaction of IFIT1 with
capped RNAs”, Tomasz Spiewla, Katarzyna Grab, Anais Depaix, Kamil Ziemkiewicz, Marcin
Warminski, Jacek Jemielity, Joanna Kowalska;

28-31.08.2022 XXIV International Round Table on Nucleosides, Nucleotides and Nucleic
Acids, Karolinska University, Stockholm, Szwecja, plakat naukowy, ,Microscale
thermophoresis-based assay for evaluating the interaction of IFIT1 with capped RNAs”,
Tomasz Spiewla, Katarzyna Grab, Anais Depaix, Kamil Ziemkiewicz, Marcin Warminski,
Jacek Jemielity, Joanna Kowalska;

30.08.2021-03.09.2021 Sympozjum Mtodych Naukowcow Wydziatu Fizyki UW,
wirtualna prezentacja plakatowa, ,,Ocena wptywu interakcji biatka IFIT1 z analogami
kapu RNA oraz kapowanymi RNA z wykorzystaniem termoforezy mikroskalowe;j”,
Tomasz Spiewla, Katarzyna Grab, Anais Depaix, Kamil Ziemkiewicz, Marcin Warminski,
Jacek Jemielity, Joanna Kowalska;

22-25.08.2021 S3NA-IRT Virtual Symposium 2021, wirtualna prezentacja plakatowa,
,Microscale thermophoresis-based assay for the evaluation of interaction of IFIT1 with RNA
cap analogs and capped RNAs”, Tomasz Spiewla, Katarzyna Grab, Anais Depaix, Kamil
Ziemkiewicz, Marcin Warminski, Jacek Jemielity, Joanna Kowalska.
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Streszczenie

Rozwdj narzedzi molekularnych opartych na technologii syntetycznych mRNA trwa
nieprzerwanie od ponad 30 lat. Ciagglte udoskonalanie metod wytwarzania, przechowywania oraz
dostarczania kwasow nukleinowych do komoérek pacjenta przyczynilo si¢ do rozpowszechnienia
procedur medycznych opartych na RNA, w tym szczepionek mRNA oraz terapii genowych. Gtownym
problemem, ktoéry wciaz nie zostal w pelni rozwigzany jest niska stabilno§¢ RNA. W warunkach
fizjologicznych mRNA jest stosunkowo szybko degradowane, a proces ten zwykle inicjowany jest na
koncowych fragmentach czasteczki. Naturalne mRNA posiada struktury ochronne na obu koncach,
ktore regulujg jego degradacje i chronig regiony kodujace. W przewazajacej wickszosci dojrzatych
mRNA eukariontow na koncu 5’ znajduje sie¢ struktura kapu (czapeczki), natomiast na koncu 3’ obecny
jest ogon poli(A). Struktura czapeczki chroni mRNA przed 5’-egzonukleazami i wspomaga inicjacje
translacji, podczas gdy ogon poli(A) zabezpiecza czasteczkg mRNA przed degradacja od konca 3’,
zwigkszajac jej stabilnos¢, a takze uczestniczy w procesie translacji, wptywajac na wydajnos¢ procesu.
Wspétdziatanie obu tych struktur pozwala na efektywng translacje oraz regulacje stabilnosci mRNA, co
jest kluczowe dla jego funkcjonowania w komoérkach eukariotycznych i potencjalnych zastosowan
terapeutycznych. Z tego powodu zaré6wno kap jak i ogon poli(A) stanowig interesujace cele do
wprowadzania modyfikacji poprawiajacych stabilno$§¢ i wydajnos¢ translacyjng mRNA, przy
jednoczesnym zachowaniu niskiej immunogennosci i bez zaktdcania procesu syntezy bialek.
W ostatnich latach opracowano szereg nowych metod modyfikacji mRNA, ktore znaczaco poprawity
jego aktywnos¢ Dbiologiczng, co stalo si¢ podstawg do opracowania wielu terapii
przeciwnowotworowych! oraz dalszych badan w tym obszarze, w tym rowniez mojego projektu
naukowego.

Pierwsza cze$¢ niniejszej rozprawy dotyczy opracowania biofizycznej metody pozwalajacej na
badanie oddziatywan czasteczek RNA zawierajacych roznorodne analogi kapu z biatkiem IFIT1 (ang.
interferon induced protein with tertricopeptide repeats), wykrywajacym i neutralizujacym egzogenne
RNA w komorce. Celem tych badan bylo uzyskanie nowej wiedzy na temat rozpoznania syntetycznych
mRNA przez ludzki uktad immunologiczny i umozliwienie wykorzystania jej w projektowaniu
terapeutycznych mRNA. W opracowane] metodzie wykorzystalem technik¢ termoforezy
mikroskalowej, ktora umozliwila precyzyjna analize rozleglego zakresu interakcji molekularnych.
Zaprojektowana metoda postuzyta mi nastgpnie do zbadania oddziatywan miedzy biatkiem IFIT1,
a ponad czterdziestoma RNA ze zroznicowanymi modyfikacjami strukturalnymi w obregbie regionu
konca 5°. Szczegdlowe badania umozliwity okreslenie wptywu konkretnych modyfikacji chemicznych
na specyficzne oddziatywanie z biatkiem IFIT1, ale rowniez pozwolily na szersze scharakteryzowanie
wzorcow oddziatywania poszczegolnych grup modyfikacji w badanym kompleksie molekularnym.
Poczatkowe pomiary referencyjnych czasteczek wykazaly znaczace roznice w powinowactwie
wirusowego wariantu RNA ze strukturg kap-0-RNA wzgledem IFIT1, w poroéwnaniu z ludzkim
wariantem kap-1-RNA, co jest zgodne z danymi literaturowymi uzyskiwanymi przy uzyciu innych
metod pomiarowych. Kolejne badania skupity si¢ na modyfikacjach pierwszej transkrybowanej zasady,
w tym wprowadzeniu grup metylowych w pozycjach 2’ oraz N6, wskazujac na synergistyczny efekt
obnizenia powinowactwa do IFIT1 w zalezno$ci od iloSci podstawien metylowych oraz ich
rozmieszczenia we wspominanych pozycjach. Pomiary obejmowaty roéwniez modyfikacje w obrgbie
N7-metylguanozyny, ukazujac znaczacy wzrost powinowactwa dla wariantow zawierajacych zmieniony
wzor metylacji tej struktury, co wskazato na wysokie znaczenie badanego regionu w wigzaniu z IFIT1.
Z kolei szczegdlowe analizy réznorodnych podstawnikow w pozycji N6 pierwszej transkrybowane;j
zasady wykazaly pewne schematy oddziatywania dla zblizonych strukturalnie oraz rozmiarowo
modyfikacji. Ten fakt podkresla istotno$¢ nie tylko zastosowanej modyfikacji, ale rtowniez przestrzenne;j
konformacji zmienionego regionu w kontekscie jego interakcji z kieszenig wigzaca biatka. Opracowana
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metoda pozwolita mi na wyselekcjonowanie kilkunastu analogow RNA, ktore wykazywaty nizsze
powinowactwo do biatka IFIT1 w poréwnaniu z RNA zawierajacym kap-1. Wiasciwos$¢ ta moze
prowadzi¢ do obnizonej immunogennos$ci lub zmniejszonej podatnosci zmodyfikowanych czasteczek
mRNA na dziatanie wrodzonego uktadu odpornosciowego, co ma istotne znaczenie dla ich zastosowan
terapeutycznych.

Druga cze$¢ niniejszej rozprawy poswiecitem na opracowanie metody wykrywania molekut
dwuniciowego RNA (dsRNA, ang double stranded RNA) w preparatach mRNA. Czasteczki dsSRNA
wykazuja silne wlasciwosci immunogenne, poniewaz aktywuja receptory wrodzonej odpornosci, co
prowadzi do indukcji odpowiedzi przeciwwirusowej i zapalnej. Ich obecno$¢ w syntetycznych
preparatach mRNA moze wywolywac niepozadane reakcje immunologiczne u pacjentow, takie jak
nadmierne stany zapalne, a takze obniza¢ skuteczno$¢ terapeutyczng mRNA poprzez redukcje
stabilnosci oraz efektywno$ci translacji. Przygotowanie tej metody oparlem na szybkim
i wysokoprzepustowym immunotescie typu dot-blot. Bazujac na specyficznych wzgledem dsRNA
przeciwciatach, skonstruowalem czuty i powtarzalny system detekcji dwuniciowych RNA, ktory
umozliwiat szacunkowe okreslanie ich zawartosci na réznych etapach procesu przygotowania mRNA.
Opracowane rozwigzanie przetestowano na szerokiego spektrum preparatow mRNA syntezowanych w
laboratorium badawczym Explorna Therapeutics i wdrozono do standardowych procedur kontroli
jakos$ci w firmie.

Trzecia czg$¢ projektu doktorskiego obejmowata opracowanie modyfikacji strukturalnych
w regionie ogona poli(A), ktore mialy dwa glowne zadania: (i) zwigkszenie stabilnosci sekwencji
poli(A) na poziomie DNA poprzez ograniczenie zjawiska skracania tego regionu w procesie amplifikacji
wektorow plazmidowych w bakteriach oraz (ii) zwigkszenie potencjatu translacyjnego molekut mRNA
zawierajacych te modyfikacje z perspektywa ich terapeutycznego wykorzystania. W tym celu do
sekwencji poli(A) wprowadzatem roznorodne uktady heteronukleotydow, tworzgc zmodyfikowane
ogony o budowie modutowej. Zaprojektowane konstrukty genetyczne wklonowatem do wektorow
plazmidowych, co umozliwito ich efektywna amplifikacje. Aby doglebnie przeanalizowac uzyskane
modyfikacje, wprowadzitem je do rdéznorodnych genow reporterowych, takich jak lucyferaza
$wietlikowa (Fluc), fluorescencyjne biatko o krotkim czasie pottrwania (mKate2 PEST) oraz
erytropoetyna (EPO). Uzyskane matryce DNA postuzyly do syntezy kilkunastu wariantow mRNA
z modularnym uktadem ogona poli(A) dla kazdego z tych gendéw. Aktywnos$¢ biologiczng, w tym
potencjat translacyjny molekut badano in vitro na czterech modelach komorkowych przy wykorzystaniu
zaréwno ludzkich, jak i mysich linii komoérkowych. Zidentyfikowatem trzy wzory modyfikacji ogona
poli(A) w mRNA, ktére skutkowaly kilkukrotnym zwigkszeniem produkcji biatek reporterowych
w porownaniu z niemodyfikowana sekwencja. Wyselekcjonowane warianty poddano nastgpnie
badaniom in vivo z wykorzystaniem modelu mysiego. Jedna z modyfikacji, zawierajaca
heteronukleotydy cytozynowe, wykazala istotnie wyzsza produkcje biatka zaréwno dla reportera
lucyferazy, jak i erytropoetyny. Wyniki tych badan wskazaty t¢ modyfikacje jako najbardziej obiecujaca
w konteks$cie potencjalnych zastosowan terapeutycznych.

Opracowana przeze mnie biofizyczna metoda oceny powinowactwa czasteczek RNA
zawierajacych modyfikowane analogi kapu do biatka IFIT1, moze przyczyni¢ si¢ do doktadniejszej
charakterystyki syntetycznych kapow oraz usprawni¢ proces ich selekcji w kontekscie terapii mRNA.
Z kolei stworzona metoda detekcji dSRNA w preparatach mRNA umozliwia szybka i ekonomiczng
analizg zawarto$ci immunogennych zanieczyszczen w procesie produkcji mRNA, co jest kluczowe dla
skutecznej kontroli jakosci. Wyselekcjonowane modyfikacje ogona poli(A) wykazujace istotnie wyzszy
potencjat translacyjny, jak rowniez lepszg stabilno$¢ na poziomie DNA, maja wysoki potencjat do
zastosowania w terapeutycznych mRNA. Podsumowujac, opracowane modyfikacje i metody
umozliwiaja udoskonalenie technologii mRNA, otwierajac nowe mozliwosci dla dalszych badan nad

zastosowaniem mRNA w medycynie.
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I. Cel pracy

Zaroéwno znajdujacy si¢ na koncu 5° RNA kap, jak i 3’-koncowy ogon poli(A) stanowia
kluczowe elementy strukturalne niezbedne dla prawidtowego funkcjonowania czasteczki mRNA,
szczegolnie w odniesieniu do jej stabilnosci, translacji oraz ochrony przed degradacja. Jednoczesnie
istniejace rozwigzania w obrebie tych struktur nie spetniaja wymagan, jakie przed technologiag mRNA
stawiajg zastosowania terapeutyczne, a w szczegdlnosci walka z nowotworami. Dlatego coraz cze$ciej
podejmowane sg proby modyfikacji obu koncow czasteczki mRNA, a takze ulepszane sa metody oceny
jakosci oraz kontroli procesu produkcji preparatéw mRNA. Wysoki potencjal terapeutyczny mRNA
wynika z jego udzialu w licznych procesach komoérkowych, mimo naturalnej podatnosci na szybki
rozktad. Z tego powodu kluczowe jest precyzyjne modyfikowanie zar6wno koncow, jak i sekwencji
mRNA, aby zwigkszy¢ jego stabilno$¢ i efektywnos$¢ terapeutyczng. Wprowadzanie strukturalnych
modyfikacji w mRNA wymaga opracowania zaawansowanych metod umozliwiajacych dokladne
monitorowanie ich wplywu na mechanizmy odpowiedzialne za metabolizm kwaséw nukleinowych
w komorce. Celem badan opisanych w niniejszej rozprawie byto kilkupoziomowe usprawnienie
funkcjonowania czasteczek mRNA, jako narzedzi terapeutycznych poprzez osiggniecie trzech zatozen:

(1) opracowanie metody oceny potencjalnej immunogennosci czasteczek RNA zakonczonych
r6znymi analogami kapu na podstawie ich oddzialywania z biatkiem IFIT1,

(ii) opracowanie metody umozliwiajacej detekcje dwuniciowych czasteczek RNA
w preparatach mRNA oraz

(iii)  opracowanie modyfikacji sekwencji poli(A) nadajacych zwigkszony potencjat translacyjny
mRNA.

Pierwsza cze$¢ projektu doktorskiego dotyczyla analizy interakcji pomiedzy kapowanymi
czasteczkami RNA, a ludzkim biatkiem immunologicznym IFIT1. Przeprowadzenie tych badan
wymagato otrzymania rekombinowanego biatka IFIT1 oraz syntezy kapowanych czasteczek RNA,
jak rowniez potwierdzenia odpowiedniej jakosci oraz aktywnosci obu sktadnikoéw. Nastgpnym
krokiem byla optymalizacja metody bazujacej na termoforezie mikroskalowej do oceny
powinowactwa czasteczek RNA do IFIT1. Kluczowym etapem byly pomiary interakcji biatka IFIT1
z r6éznorodnie kapowanymi czasteczkami RNA oraz analiza porownawcza tych oddziatywan.

Druga czg$¢ projektu skupiala sie na skonstruowaniu testu umozliwiajacego tania i szybka oceng
zawarto$ci dwuniciowych czasteczek RNA (dsRNA) powstatych w trakcie syntezy mRNA.
Opracowanie tej metody, bazujacej na technice dot-blot, wymagato przeprowadzenia szeregu
optymalizacji sposobu wykonania testu oraz zastosowanych odczynnikow, wykorzystujac do tego
specyficzne wzgledem dsRNA przeciwciata. Kolejnym krokiem byt dobor standardu dsRNA
zapewniajacego szeroki przedziat detekcji dwuniciowych czasteczek RNA. Koncowym krokiem
bylto opracowatem strategii wdrozenia tej metody do procedur firmy Explorna Therapeutics.

Trzecia czgé¢ projektu doktorskiego dotyczyla analizy aktywnos$ci biologicznej modyfikacji konca
3 mRNA, czyli ogona poli(A). Przeprowadzenie tych badan wymagato w pierwszej kolejnosci
otrzymania plazmidow DNA kodujacych mRNA z odpowiednio zmodyfikowanymi sekwencjami.
Nastepnie, konieczne bylo otrzymanie syntetycznych mRNA metoda transkrypcji in vitro, ich
oczyszczenie 1 potwierdzenie struktury oraz odpowiedniej jakosci. Kluczowym etapem badan byto
okreslenie potencjatu translacyjnego otrzymanych mRNA w r6znych uktadach eksperymentalnych.

Prace badawcze prowadzilem w Laboratorium Chemii Biologicznej w Centrum Nowych
Technologii UW, w zakladzie Biofizyki IFD, Wydziatu Fizyki UW oraz w firmie Explorna
Therapeutics. Ilustracje zamieszczone w pracy zostaly stworzone przez autora tej rozprawy, o ile nie
wskazano inaczej.
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II. Czesc¢ literaturowa

1. Wstep

Amerykanski mikrobiolog, Carl Richard Woese, w 1967 roku przedstawit w ksigzce The genetic
code: the molecular basis for genetic expression’ hipoteze méwigca o podwdijnej roli kwasow
rybonukleinowych (RNA), jako nos$nikow informacji genetycznej oraz katalizatorow reakcji. Dowodow
popierajacych t¢ hipoteze dostarczyt 14 lat pdzniej amerykanski chemik, Thomas Cech, ktory odkryt
samoistne wycinanie intronow z pewnych prekursorowych RNA, potwierdzajac autokatalityczng nature
tego procesu zachodzacego bez pomocy biatek. Owe odkrycie przemawiato za stwierdzeniem, ze
pierwsza ,,zywa czasteczka” w historii naszej planety mogla by¢ czasteczka RNA zdolna do
katalizowania wlasnej replikacji bez udziatu bialek. W 1986 roku Walter Gilbert, amerykanski fizyk,
chemik i biolog, nazwat teori¢ gloszacg rozpoczgcie zycia na Ziemi od czasteczek RNA, swiatem RNA.
Przedstawil on zatozenia hipotezy, zgodnie z ktérymi w wodnym roztworze prostych czasteczek
organicznych, zwanej czasem zupg pierwotng (ang. primordial soup), nukleotydy spontanicznie taczyty
si¢ ze soba, tworzac czasteczki RNA. Te z nich, ktore przejawialy stabilng strukture, jak i aktywnos¢
katalityczng byty w stanie powiela¢ same siebie. Autoreplikujace si¢ molekuty RNA ewoluowaty na
drodze mutacji oraz rekombinacji, wyksztalcajac nowe funkcje i zdolnosci. Czasteczki RNA zaczgly
syntezowa¢ biatka, cechujace si¢ znacznie lepszymi wlasciwosciami enzymatycznymi. Enzymy
biatkowe stymulowaly rozwoj ztozonosci struktur powstajacych zwigzkéw organicznych,
doprowadzajac rowniez do powstania kwaséw deoksyrybonukleinowych (DNA), peliacych role
niemal doskonatych repozytoriéw informacji genetycznej. Z czasem RNA utracito swoja wiodacg role
w ewolucji (przed powstaniem organizmow zywych) na poczet wlasnych tworéw — bialek oraz DNA,
ktore wykazywaly podwyzszong efektywnos¢ wykonywania wyspecjalizowanych funkcji, pierwotnie
spetnianych przez czasteczki RNA. Charakterystyka molekul RNA wskazuje na to, ze mogty
zapoczatkowaé zycie na naszej planecie, dlatego tez tak wielu zwolennikow popiera hipotezg §wiata
RNA.?> Niemniej jednak ta idea wcigz pozostaje jedynie hipotezg naukowg, ktéra wymaga
jednoznacznego potwierdzenia.

Od czaséw wspomnianych prac tych wybitnych myslicieli i badaczy mingto juz blisko
czterdziesci lat obfitujacych w rozwdj wszelakich dziedzin nauki. Skokowemu rozwojowi ulegla
technologia, pozwalajaca na glebszy wglad w funkcjonowanie proceséw fizjologicznych oraz ich
patologie, prowadzace do chordb. Na przestrzeni lat powstata imponujaca liczba terapii leczniczych
opartych na stabilnych zwiazkach wykorzystujacych biatka oraz DNA. Zastosowanie modyfikacji
ekspresji gendow, jak rowniez rekombinowanych biatek w terapiach doprowadzito do wyleczenia
milionéw zywych istnien. Co istotne, zaawansowane metody badawcze umozliwily wykorzystanie
w terapiach rowniez mniej stabilnych struktur, jakimi sg czasteczki RNA. Molekuly te wykazuja
znaczacy potencjal w naprawie patofizjologii proceséw biologicznych, jak rowniez prewencji chorob
zakaznych, czego doskonatym przyktadem sa — wykorzystywane m.in. w szczepionkach
przeciwwirusowych — mRNA, czyli informacyjne RNA (ang. messenger RNA). mRNA to
fundamentalna biomolekuta dla prawidtowego funkcjonowania organizmow zywych. Jest posrednikiem
w przekazie informacji genetycznej, stanowigc kopi¢ genéow zawartych w DNA. Czasteczki mRNA w
organizmach eukariotycznych powstaja przede wszystkim w jadrze komoérkowym w trakcie procesu
transkrypcji, czyli przepisywania sekwencji nukleotydowej z trwalego i stabilnego nos$nika (DNA) na
czgsteczki bardziej dynamiczne (mRNA). Nastepnie dochodzi do modyfikacji potranskrypcyjnych
prowadzacych do dojrzatej formy mRNA, ktore opuszcza jadro komorkowe i trafia do cytoplazmy,
gdzie pelni swoja gtdwna funkcje biosyntezy biatek w procesie translacji. Czasteczki mRNA zawieraja
na koncach 3’ i 5’ szczegdlne formacje ochronne, zapewniajace prawidlowe dojrzewanie, transport
wewnatrzkomoérkowy, wydajng translacje oraz finalnie degradacje tych molekul. Na koncu
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5’ wigkszosci eukariotycznych mRNA znajduje si¢ specyficzna struktura, tzw. kap (ang. cap). Jest to
czasteczka 7-metyloguanozyny potaczona wigzaniem 5',5'-trifosforanowym z nastegpnym nukleozydem,
ktory czesto jest zmetylowany na atomie tlenu w pozycji 2’ pierscienia rybofuranozowego. Struktura
kapu przedstawiana skrotowo jako m’GpppN, petni podstawowg role w procesie inicjacji translacji, jak
i ochronie przed degradacja, czyli krytycznym etapie regulacji ekspresji genéw. Na koncu 3’ wiekszosci
eukariotycznych mRNA zlokalizowany jest niekodujacy motyw kilkudziesieciu do nawet kilkuset
adenozyn potaczonych wigzaniami fosfodiestrowymi, zwanych ogonem poli(A). Struktura ta odgrywa
kluczowa funkcje w procesach metabolizmu mRNA, regulujac potencjat translacyjny jak i wplywajac
na stabilno$¢ i strukture drugorzedowa molekuty. Zaréwno 5’-kap jak i 3’-ogon poli(A) biorg udziat w
licznych procesach biologicznych i1 sa nieodzowna czescig prawidtowego funkcjonowania molekut
mRNA. Wykorzystanie mRNA w terapiach wymaga wprowadzania licznych modyfikacji,
wptywajacych na biologiczny efekt dziatania tych czasteczek. To z kolei tworzy potrzebg prowadzenia
badan w zakresie doskonalenia tej technologii oraz jej wptywu na organizmy zywe.

Cze$¢ literaturowa niniejszej rozprawy zawiera podsumowanie aktualnego stanu wiedzy
dotyczacego tematyki badan prowadzonych w trakcie projektu doktorskiego. Jej celem jest
zaprezentowanie czytelnikowi tta moich badan, zaczynajac od podstawowe;j roli kwasow nukleinowych
w organizmach, a konczac na rozwoju technologii terapeutycznego mRNA. W pierwszej czgsdci
szczegotowo omowiono strukture kwasow nukleinowych oraz ich funkcj¢ w komorce, poruszono etapy
syntezy, dojrzewania i poliadenylacji czasteczek RNA, jak rowniez przemiany metaboliczne tych
molekul, wliczajac translacje¢ i degradacje RNA. Nastgpnie przedstawiono biatka bezposrednio
oddzialujace z ogonem poli(A) czasteczki mRNA oraz kompleksy biatkowe zaangazowane w proces
deadenylacji. W konteks$cie tej pracy szczegoOlnie istotne jest dziatanie ludzkiego uktadu
immunologicznego oraz jego rola w wykrywaniu i przetwarzaniu obcych czasteczek kwasow
nukleinowych w komoérkach. W dedykowanym rozdziale omdéwiono mechanizmy wrodzonej
odpowiedzi odpornosciowej czlowieka, przedstawiajac kluczowe receptory rozpoznajace kwasy
nukleinowe w komorkach oraz biatka indukowane przez interferon, w tym rodzing bialek IFIT, ze
szczegolnym uwzglednieniem biatka IFIT1. W osobnym rozdziale przedstawiono syntetyczne molekuty
mRNA w kontekscie ich zastosowan terapeutycznych, w tym terapii genowych, edycji genow, ale
przede wszystkim szczepionek mRNA, zaréwno przeciw wirusom jak 1 szczepionek
przeciwnowotworowych. W kolejnej czesci skupiono si¢ na wptywie modyfikacji mRNA na aktywnos¢
biologiczna czasteczki, poruszajac temat regulacji immunogennosci, stabilnosci oraz efektywnosci
translacyjnej. Osobny fragment poswigcono modyfikacjom ogona poli(A) mRNA oraz ich wptywu na
stabilnos$¢ i potencjat translacyjny, szczegotowo przedstawiajac nukleotydowe modyfikacje sekwencji
ogona poli(A) mRNA. Bazujac na najnowszych publikacjach przedstawiono metody modyfikacji konca
3’ syntetycznych mRNA, jak rowniez najpowszechniej stosowane techniki enzymatycznej syntezy
RNA, ktére wykorzystano w trakcie realizacji moich badan. Ponadto, omdéwiono geneze powstawania
immunogennych dwuniciowych RNA w procesie produkcji mRNA oraz metody ich detekcji. Na
zakonczenie przedstawiono metode termoforezy mikroskalowej, ktorej uzytem do badania interakcji
miedzy biatkiem IFIT1, a roznorodnie kapowanymi RNA. Opisane zostaty teoretyczne podstawy, jak
rowniez literaturowe przyktady wykorzystania tej techniki do pomiarow szerokiej gamy oddziatywan
kompleksow biomolekularnych, w tym biatko-RNA.
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2. Kwasy nukleinowe

2.1 Budowa kwasow nukleinowych

Kwasy rybonukleinowe (RNA) oraz kwasy deoksyrybonukleinowe (DNA) sg biopolimerami
zbudowanymi z monomerycznych jednostek zwanych nukleotydami, przenosza one informacje
genetyczng, ktora jest odczytywana w komorkach w celu wytworzenia RNA 1 biatek, umozliwiajac
funkcjonowanie istot zywych. Nukleotydy sktadaja si¢ s cukru prostego (pentozy) odpowiednio rybozy
w RNA oraz deoksyrybozy w DNA, potaczonego wigzaniem -N-glikozydowym z zasada azotowg oraz
co najmniej jednej grupy fosforanowej. Taki uktad strukturalny sprawia, ze nukleotydy zalicza si¢ do
grupy estrow fosforanowych nukleozydow. Fosforylacja nukleozydéw moze zachodzi¢ kilkukrotnie, co
przektada si¢ na wystepowanie w naturze zaréwno form monofosforanowych, jak i di-
i trifosforanowych. Ugrupowanie fosforanowe przylaczane jest najczesciej do tlenu w pozycji
5’ pentozy za posrednictwem wigzania estrowego (Rys. 1).
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Rysunek 1 Struktura nukleotydow tworzgcych RNA. Zasady azotowe budujgce DNA i RNA

Podstawowymi elementami budujagcymi kwasy nukleinowe zaréwno RNA jak i DNA sg
wspomniane 5’-fosforany nukleozydow. Wyrdzniamy dwie glowne grupy naturalnych odmian
nukleotydow, roéznigcych si¢ struktura tworzacych je zasad azotowych. Pierwsza stanowia zasady
purynowe (imidazolopirymidynowe) do ktérych naleza adenina (A) i guanina (G), a druga- zasady
pirymidynowe, czyli cytozyna (C), tymina (T) i uracyl (U). Elementem faczacym ogniwa w lancuchu
biopolimeru DNA i RNA jest wigzanie 5°,3’-fosfodiestrowe wystepujace pomiedzy jednostkami
cukrowymi (rybozy/deoksyrobozy) kolejnych nukleozydow w sekwencji. Molekuty DNA wystepuja
najczesciej w postaci podwdjnej helisy, czyli struktury zlozonej z dwoch antyrownoleglych nici
nukleotydow zwijajacych si¢ wokol wspodlnej osi. Za stabilizacje tego uktadu odpowiadajg przede
wszystkim wigzania wodorowe pomigdzy komplementarnymi zasadami azotowymi nukleotydow
w przeciwleglych tancuchach oraz oddzialywania warstwowe pomiedzy zasadami sasiadujgcych
nukleotydow w tej samej nici. Wigzania wodorowe tworzg si¢ pomigedzy odpowiadajgcymi sobie
zasadami azotowymi, ktore tworzg w ten sposob pary, zwane parami Watsona-Cricka. W czasteczkach
DNA wystepuja pary A=T oraz G=C, z kolei w RNA tyming zastepuje uracyl, tworzac pary A=U i G=C.
Te kanoniczne pary odpowiadajg za wzmocnienie struktury podwdjnej helisy DNA oraz za tworzenie
struktur drugorzgdowych w RNA (Rys. 2).
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Rysunek 2 Struktura fragmentu RNA z zasadami azotowymi i wigzaniami wodorowymi. Porownanie podwdjnej helisy DNA
oraz jednoniciowego RNA. Rysunek zaadaptowano z DNA chemical structure?

Istniejg rowniez rzadziej wystepujace, niekanoniczne pary zasad azotowych charakteryzujace
si¢ zazwyczaj nizsza stabilnoscig w porownaniu do kanonicznych par, co wpltywa na strukturalna
i funkcjonalng réznorodno§¢ kwasdéw nukleinowych. Do tej grupy zaliczamy pary Hoogsteena
w ktorych jedna zasada azotowa (zazwyczaj puryna) obraca si¢ wokot swojego pierscienia i tworzy
dodatkowe wigzania z inng zasada azotowg. Ten rodzaj wigzan moze wystgpowaé w strukturach
drugorzedowych RNA i DNA, a zwlaszcza w przypadku guaniny i adeniny (G-A, A-A, G-G, G-T).
W zwiazku z tym, pary Hoogsteena stanowia jeden z mechanizméw pozwalajacych na powstawanie
nietypowych struktur kwaséw nukleinowych, takich jak G-kwadrupleksy (ang. G-quadruplexes).
G-kwadrupleksy z kolei sa strukturami sktadajace si¢ z zestawu guanin, gdzie guaniny tworzg stosy na
podstawie nietypowych par Hoogsteena, co prowadzi do ztozonych struktur trojwymiarowych takiego
motywu. DNA przyjmuje rézne formy helis, z ktorych najbardziej rozpowszechnione to B-DNA,
A-DNA i1 Z-DNA. B-DNA to standardowa forma DNA, powszechnie wystepujagca w warunkach
fizjologicznych, charakteryzujaca si¢ prawoskretng helisg. Jest wysoce stabilna i dominuje
w komorkach. Alternatywna forma A-DNA, pojawia si¢ w specyficznych warunkach, takich jak np.
zmniejszona wilgotno$¢. Jej helisa jest krotsza i1 szersza niz w B-DNA, rowniez w prawoskretnej
konfiguracji. Z-DNA to rzadka forma DNA, wystepujaca przy wysokim naprezeniu i w sekwencjach
nukleotydow bogatych w cytozyng i guaning, jej helisa jest lewoskretna i cechuje si¢ mniejsza
stabilnoscia niz pozostate formy.

Catkowita dlugos¢ ludzkiego DNA (genomu) wynosi ponad 3 miliardy par zasad. Sktadaja si¢
na to 24 rézne chromosomy, w tym autosomy (chromosomy 1-22), chromosomy ptciowe X i Y oraz
mitochondrialne DNA. Aby taki materiat genetyczny zmiescil sie¢ w komodrce, musi by¢ wysoce
skondensowany. Proces pakowania DNA u eukariontéw odbywa si¢ na kilku poziomach strukturalnych,
a u jego podstawy znajduje si¢ nukleosom, czyli podstawowa struktura kondensacji DNA. Nukleosom
zawiera DNA owiniety niemal dwukrotnie wokot oktameru histonowego, zawierajacego po dwie kopie
biatek histonowych H2A, H2B, H3 i H4, wiagzac fragment DNA o dlugosci okolo 147 par zasad.
Sasiadujace nukleosomy sa ze sobg zwigzane krotkimi fragmentami DNA, co tworzy dlugie nici
chromatyny wioknistej. Wiokna o s$rednicy 30 nm ulegaja dalszym skretom, tworzac bardziej
skondensowane struktury petli chromosomowych o $rednicy 300 — 700 nm. Petle te sg przypinane do
struktur jadrowych, tworzac trojwymiarowa organizacj¢ chromosoméw w jadrze (Rys. 3). Podczas
podzialu komorkowego, chromatyna ulega maksymalnej kondensacji, tworzac widoczne pod
mikroskopem chromosomy. Chromosomy sa kluczowe dla segregacji genow podczas mitozy i mejozy,
umozliwiajac rownomierne rozdzielenie materiatu genetycznego migdzy komorki potomne w procesie
replikacji DNA. Z kolei proces przeksztalcenia informacji genetycznej zapisanej w DNA na
funkcjonalne czasteczki RNA nazywamy transkrypcja.
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Rysunek 3 Organizacja struktury DNA wyzszego rzedu, rysunek na podstawie Mehta’

2.2 Transkrypcja DNA

Proces transkrypcji DNA w komorkach eukariotycznych odbywa si¢ w jadrze komorkowym.
W trakcie transkrypcji genu, polimeraza RNA wigze si¢ do promotora genu i rozwija zwoje helisy DNA,
tworzac pecherzyk transkrypcyjny. Kazdy dodany do rosngcego tancucha nukleotyd sprawia, ze
pecherzyk transkrypcyjny i heterodupleks DNA-RNA poruszaja si¢ wzgledem matrycy DNA.
Transkrypcja prowadzi do utworzenia pierwotnej formy mRNA (pre-mRNA). Na tym etapie dochodzi
do dodania struktury tzw. czapeczki/kapu na koncu 5’ (kaping). Nastepnie pre-mRNA przeksztatcana
jest w dojrzala form¢ mRNA (Rys. 4). Ten proces obejmuje usunigcie niekodujacych sekwencji,
zwanych intronami (ang. splicing) oraz dodanie sekwencji poli(A) na koncu 3> mRNA. Po uzyskaniu
dojrzatej formy, mRNA jest eksportowane do cytoplazmy, aby umozliwi¢ syntezg biatek w procesie
translacji. Rowniez w cytoplazmie mRNA ulega procesowi degradacji, jako czg$¢ regulacji ekspresji
genow.

a
® | m AAAAAAA...

5 kap mRNA 3’ ogon poli(A)

Rysunek 4 Budowa dojrzatego eukariotycznego mRNA

Wspomniany proces transkrypcji rozpoczyna si¢ od inicjacji, w trakcie ktorej biatka
regulatorowe, znane jako podstawowe czynniki transkrypcyjne, rozpoznaja i wigza si¢ z sekwencjami
promotorowymi w obrebie DNA, umozliwiajac precyzyjne zlokalizowanie punktu startowego dla
polimerazy RNA. Istnieje wiele roznych czynnikéw transkrypcyjnych, ktore kontroluja ekspresje
konkretnych genéw. Niektore czynniki aktywujg transkrypcje (aktywatory), pomagajac podstawowym
biatkom regulatorowym oraz polimerazie RNA zwigzac¢ si¢ z promotorem. Inne czynniki transkrypcyjne
hamujg transkrypcj¢ (represory), wchodzac w miejsce podstawowych czynnikow transkrypcyjnych lub
polimerazy RNA i uniemozliwiaja wigzanie z promotorem. W modelowym uktadzie, po polaczeniu

czynnikow transkrypcyjnych z promotorem nastepuje rekrutacja polimerazy RNA 11, co prowadzi do
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utworzenia kompleksu pre-inicjacyjnego, w ktorego sktad wchodzg réwniez inne biatka pomocnicze,
w tym TFIID oraz TFIIB. Kluczowym elementem polimerazy RNA 1I jest podjednostka RPB1, ktora
zawiera miejsce aktywne odpowiedzialne za synteze czgsteczki RNA.® Podczas inicjacji transkrypcji,
polimeraza RNA II t3czy si¢ z kompleksem pre-inicjacyjnym, a nastgpnie przemieszcza si¢ wzdtuz
matrycy DNA, syntetyzujac tancuch RNA z wykorzystaniem trifosforanow nukleozydéw jako blokdéw
budulcowych. Podczas syntezy RNA zasada azotowa w dobudowywanym trifosforanie nukleozydu
laczy si¢ w pare z zasadg w matrycy DNA, powstaje wigzanie fosfodiestrowe, a jako produkt uboczny
uwalniany jest pirofosforan. Polimeraza RNA syntetyzuje RNA w kierunku od 5’ do 3, poniewaz moze
dodawa¢ nukleotydy tylko do 3’ konca tancucha.” Proces elongacji przebiega bardzo dynamicznie,
a polimeraza RNA II musi doktadnie identyfikowa¢ i wybiera¢ wiasciwe nukleotydy dotaczane do
rosnacego fancucha RNA w tempie okreslonym przez kinetyke enzymatyczna. Jest to mozliwe dzigki
biatkowym czynnikom elongacyjnym, ktore wspotdziatajac z polimerazg RNA, zapewniajac stabilnos¢
kompleksu 1 wptywajac na jego procesywnos$¢. Zakonczenie transkrypcji prowadzi do dysocjacji
polimerazy RNA od matrycy DNA i uwolnienia niedojrzatej czasteczki mRNA (pre-mRNA). W trakcie
elongacji transkryptu, kompleks kapujacy przytacza si¢ do C-koncowej domeny (CTD) polimerazy
RNA 11, umozliwiajac dodanie struktury kapu do 5'-konca nowo powstajacego RNA, co jest kluczowe
dla stabilnosci transkryptu i jego dalszego przetwarzania.

Kierunek transkrypcji
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Rysunek 5 Proces transkrypcji DNA: Polimeraza RNA syntetyzuje RNA na podstawie nici matrycowej DNA. Helisa DNA
rozwija sie, a nowo powstajgce RNA jest wydiuzane w kierunku 5' do 3'. Rysunek zapozyczony z Salmond 8

2.3 Dojrzewanie mRNA

Prekursorowy mRNA ulega nastgpnie serii przemian, prowadzacych do dojrzatej formy mRNA,
ktora jest transportowana na zewnatrz jadra komorkowego do cytoplazmy, gdzie inicjuje proces
translacji. Dojrzewanie mRNA stanowi ztozony zestaw molekularnych wydarzen, ktore sa kluczowym
etapem ekspresji genoéw, umozliwiajgc przeksztalcenie surowego transkryptu pre-mRNA
w funkcjonalng czgsteczke. Podczas syntezy mRNA, juz na etapie ko-transkrypcyjnym, dochodzi do
istotnego procesu zwanego kapingiem, ktory polega na dotgczeniu 7-metyloguanozyny poprzez mostek
5,5 -trifosforanowy na koncu 5’ nowo tworzonego tancucha mRNA.’ Proces ten rozpoczyna sie
w momencie dodania kilkudziesigciu nukleotydéw do rosngcego tancucha mRNA i obejmuje kilka
etapow, angazujac trzy kluczowe aktywno$ci enzymatyczne. Mechanizm ten inicjowany jest przez
rozpoznanie specyficznych sekwencji nukleotydowych w obrebie 5' konca transkryptu. Pierwszy krok,
realizowany przez enzym 5’-trifosfatazg RNA (TPaza), polega na usunigciu y-fosforanu z pierwszego
nukleotydu transkryptu, pozostawiajac 5’-difosforan. Nastepnie, guanylylotransferaza (GTaza), gtdéwny
enzym katalizujacy t¢ reakcjg, przenosi GMP z GTP na 5’ koniec, tworzac strukture 5° GpppNRNA
3> (z "N" oznaczajagcym pierwszg nukleozydowa jednostke). Finalnym etapem tego procesu jest
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metylacja guaniny w pozycji N7 przez enzym metylotransferaz¢ N7-guaninowg (N7-MTazg),
wspOtdzialajagca z kofaktorem S-adenozylo-L-metioning (SAM).!° SAM pelni role donora grupy
metylowej, ktéra zostaje przeniesiona na guaning na 5' koncu transkryptu, tworzac
7-metyloguanozynowg czapeczke (m’G), czyli kap. Powstala w ten sposdb struktura m’GpppN
nazywana jest kap-0 (Rys. 6).!!

SAM - S-adenozylometionina
vBa SAH — S-adenozylohomocysteina

ppprNpN- ppp — 5-tréjfosforan RNA
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Rysunek 6 Schemat syntezy kapu 5’ RNA. Rysunek na podstawie pracy Cao !

W niektérych przypadkach, kap moze by¢ dalej modyfikowany przez metylacje w pozycji
2’-OH pierwszego nukleotydu (tworzac kap-1) lub drugiego nukleotydu (tworzac kap-2), a takze przez
metylacje w pozycji N6 zasady, jesli pierwszym nukleotydem jest 2°-O-metyloadenozyna, co prowadzi
do powstania wariantu m°A,.'?> Procesy te zachodza sekwencyjnie i sa zalezne od aktywno$ci
specyficznych enzymoéw modyfikujacych, takich jak metylotransferazy, ktore sa rekrutowane
w odpowiednich etapach ,,zycia” mRNA. Na przyktad, podstawowa metylacja w pozycji 2°-O (kap-1)
zachodzi w jadrze zaraz po dodaniu struktury kapu, natomiast kolejne modyfikacje, takie jak metylacja
w pozycji N6 (m°An), mogg mie¢ miejsce podzniej, juz w cytoplazmie, podczas dojrzewania lub
translacji mRNA. Te przestrzenno-czasowe roznice pozwalaja na dynamiczne dostosowanie struktury
kapu do potrzeb regulacyjnych komoérki. Kap pelni wiele kluczowych funkcji w dojrzewaniu mRNA
i w pozniejszych etapach ekspresji gendw, chroni konce 5' transkryptow przed 5'-egzonukleazami, czyli
enzymami degradujgcymi czasteczki RNA poprzez odcinanie kolejnych nukleotydéw. Stanowi to
istotne zabezpieczenie przed przedwczesnym rozpadem mRNA. Czapeczka pelni role sygnatu
inicjacyjnego podczas procesu translacji, utatwia rowniez transport mRNA z jadra komoérkowego do
cytoplazmy. Bialka transportujace i rozpoznajace czapeczke wspolpracuja, aby zapewni¢ efektywny
eksport z jadra. Dodatkowo struktura kapu jest zwigzana z procesem precyzyjnego usuwania introndw
i skladaniu egzonéw w dojrzatym mRNA.!* Proces kappingu jest regulowany, co pozwala na
dostosowanie ekspresji genéw do zmieniajacych si¢ warunkow Srodowiskowych i sygnatow
komoérkowych. Znaczenie biologiczne tego procesu jest ogromne, poniewaz wpltywa na stabilnosc,
lokalizacje¢ 1 funkcje mRNA, co z kolei ma kluczowe znaczenie dla wigkszos$ci procesow komorkowych.
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Nastepnym etapem post-translacyjnych modyfikacji czasteczek RNA jest splicing, ktory ma na
celu usunigcie introndw, czyli sekwencji niekodujacych, oraz potgczenie egzonow, czyli sekwencji
kodujacych mRNA. Termin splicing pochodzi z jezyka angielskiego, oznacza dostownie ,,}aczenie” lub
»sktadanie” i jest mechanizmem eliminacji niekodujacych sekcji z pre-mRNA, dzigki czemu powstaje
ciggla sekwencja nukleotydowa zdolna do kodowania specyficznego biatka.'* Proces ten zachodzi
w jadrze komorkowym i jest regulowany przez wyspecjalizowane kompleksy nukleoproteinowe zwane
splicesomami. Splicing zaczyna si¢ od rozpoznania granic pomig¢dzy intronami, a egzonami
w transkrypcie pre-mRNA. Kluczowe w tym kontek$cie sa dwie specyficzne sekwencje nukleotydowe:
GU na koncu 5’ intronu (miejsce donora) i AG na koncu 3’ intronu (miejsce akceptora), jak rowniez
reszta adeninowa, wyznaczajaca tzw. miejsce rozgatezienia.'> Elementy te sg rozpoznawane przez mate
jadrowe RNA (snRNA, ang. small nuclear RNA), ktore sa czescig spliceosomu, 1 wigza si¢ z nimi oraz
z miejscem rozgate¢zienia intronu, co umozliwia doktadne usunigcie intronu. W trakcie formowania tych
kompleksow, mata rybonukleproteina U1 (snRNP, ang. small ribonucleoprotein) wiaze si¢ z miejscem
donora, a U2 z miejscem akceptora, ulatwiajgc skladanie spliceosomu.!® Nastepnie spliceosomy
zaczynajg asocjowac si¢ z transkryptem pre-mRNA, tworzac wicksze kompleksy splicingowe, ktére
ulegaja aktywacji i katalizie poprzez zwiazanie kolejnych snRNA, takich jak U4/U5/U6, tworzac
kompleks katalityczny w obszarze akceptora.!” Proces katalizy zachodzi poprzez dwie kolejne reakcje
transestryfikacji. W pierwszej fazie, grupa 2’-OH adeninowego miejsca rozgalezienia atakuje
nukleofilowo grupe 5’-fosforanowa na poczatku intronu, tworzac produkt posredni. W kolejnym kroku,
grupa 3’-OH ostatniego nukleotydu egzonu 5’ atakuje grupe 5’-fosforanowg nukleotydu znajdujacego
si¢ bezposrednio po intronie w koncu 3’, co prowadzi do potaczenia koncoéw egzondw oraz reorganizacji
strukturalnej i uwolnienia intronow.'® Struktury snRNPs pelnig kluczowg role w stabilizacji
i przeprowadzeniu tych reakcji (Rys. 7).
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i 19

edition

25



Warto wspomnie¢, ze proces splicingu moze zachodzi¢ na roézne sposoby, prowadzac do
powstania réznych form mRNA z jednego pre-mRNA. To zjawisko znane jest jako splicing
alternatywny, ktore wprowadza dodatkowg warstwe regulacji genowej.?’ Moze ono decydowaé o tym,
ktore egzony zostang uwzglednione w dojrzalym mRNA, wptywajac na strukture i funkcje kodowanego
biatka. Takie dziatanie umozliwia synteze¢ licznych wariantow biatka, czyli izoform, z pojedynczego
genu. Jest to szczegodlnie istotne, poniewaz szacuje sie, ze proces ten dotyczy zdecydowanej wiekszo$ci
ludzkich gendw, co jest kluczowe dla zréznicowania komorkowego, rozwoju, a takze odpowiedzi na
rozne sygnaly komorkowe.?! Proces splicingu jest $cisle regulowany. Elementy regulacyjne, takie jak
sekwencje motywow splicingowych oraz biatka regulacyjne, wplywaja na wybor miejsc donora
i akceptora, decydujac o tym, ktére egzony pozostana sklejone.

2.4 Poliadenylacja konca 3> mRNA

Kolejnym kluczowym etapem dojrzewania mRNA jest poliadenylacja, podczas ktorej na koncu
3' pre-mRNA dodawana jest sekwencja kilkudziesieciu lub kilkuset adenozyn potaczonych wigzaniami
fosfodiestrowymi, tworzac ogon poli(A).>> Ten zachodzacy w jadrze komorkowym proces ma
fundamentalne znaczenie dla stabilnosci mRNA, jego transportu do cytoplazmy oraz uczestnictwa
w procesie translacji. Proces poliadenylacji inicjowany jest w momencie rozpoznania specyficznych
sekwencji, motywoéw poliadenylacyjnych, na koncu 3' transkryptu pre-mRNA (PAS, ang.
polyadenylation signal).” Ta sekwencja sygnatowa sktada sie z motywu sygnatowego (AAUAAA) oraz
kilku innych motywow potozonych wzdtuz transkryptu. Motyw sygnatowy jest rozpoznawany przez
czynnik specyficznosci cigcia i poliadenylacji CPSF (ang. cleavage and polyadenylation specificity
factor).** CPSF inicjuje proces poliadenylacji przez endonukleolityczne ciecie mRNA w odleglosci 10
do 30 nukleotydow ponizej miejsca wigzania. Proces ten jest wspierany przez inne biatka, w tym
czynnik stymulacji cigcia (CstF, ang. cleavage stimulation factor), ktory wiaze fragment RNA bogaty
w sekwencje GU i stabilizuje kompleks CPSF-RNA oraz czynnik cigcia I (CFI, ang. cleavage factor I),
ktory rozpoznaje dodatkowa sekwencje wigzania (UGUAA) i1 umozliwia wigzanie CPSF nawet bez
obecnosci klasycznej sekwencji sygnatowej poliadenylacji.”® Po odcigciu konca 3' mRNA przez CPSF,
polimeraza poli(A) (PAP, ang. poly(4) polymerase) dotacza do procesu i katalizuje dodanie ogona
poli(A) do mRNA, wykorzystujac ATP jako substrat do polimeryzacji (Rys. 8).
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Rysunek 8 Schemat procesu poliadenylacji mRNA w komorkach eukariotycznych. Kompleks sktadajgcy si¢ CPSF, CstF oraz
PAP, ktore wspolpracuje w przycinaniu konca mRNA i dodawaniu adenin do rosngcego tancucha ogona poli(A). Na ogonie
poli(A) wigze sie biatko PABP, stabilizujgc czgsteczke mRNA. Rysunek wykonany na podstawie pracy Domirski et al. >
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Kompleks poliadenylacyjny zawiera rowniez czynniki regulujace oraz biatka wspomagajace,
ktore stabilizujg wigzanie i zwigkszaja specyficznos¢ i procesywnos¢ enzymu poliadenylujacego. PAP
w swojej podstawowej formie wykazuje niskg aktywnos$¢ i procesywnos¢, co oznacza, ze ma tendencje
do odlaczania si¢ od tancucha RNA po przylaczeniu jednej adenozyny, a czasem nawet przed jej
przytaczeniem.?” Ponadto, PAP ma stabe powinowactwo do RNA i niskg specyficzno$¢ substratowg, co
teoretycznie pozwala jej na poliadenylacje dowolnej czgsteczki RNA z wolng grupg 3'-OH.? Istotng
role w procesie poliadenylacji odgrywaja dwa biatka: czynnik specyficznosci cigcia i poliadenylacji
CPSF i jadrowe biatko wiazace poli(A) PABPNI1 (ang. nuclear poly(A)-binding protein). CPSF
rozpoznaje sekwencje sygnatowa znajdujaca si¢ w poblizu konca 3' pre-mRNA, inicjujgc proces cigcia
i poliadenylacji, podczas gdy PABPNI1 wigze si¢ z nowo powstajacym ogonem poli(A), chroniac go
przed degradacijg i regulujgc dtugosé poliadenylacji.?’

Istnieje rowniez zjawisko alternatywnej poliadenylacji, ktore polega na wyborze odmiennych
miejsc poliadenylacji PAS w pre-mRNA, co prowadzi do powstania wielu wariantow mRNA z jednego
transkryptu, r6znigcych si¢ dlugoscig regionu niekodujacego 3’ UTR (ang. 3’ untranslated region) i co
za tym idzie, ogonem poli(A).*® Ta rdznorodno$¢ ma istotne konsekwencje dla regulacji ekspresji
genow, stabilnosci mRNA, lokalizacji w komorce oraz efektywno$ci translacji. Najistotniejszym
momentem alternatywnej poliadenylacji jest rozpoznanie przez kompleks biatek poliadenylacyjnych,
w tym CPSF, sekwencji sygnatowych PAS w pre-mRNA (Rys. 9).
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Rysunek 9 Schemat poréwnujgcy podstawowq poliadenylacje z alternatywng regulacjq poliadenylacji. Z lewej strony
przedstawiony jest proces podstawowej poliadenylacji pre-mRNA, w ktorym kompleksy biatkowe, takie jak CFI, CPSF oraz
CSTF, wspotdziatajq w rozpoznaniu sygnatu poliadenylacji (PAS), prowadzgc do wytworzenia dojrzatego mRNA z ogonem
poli(A). Z prawej strony ukazano mechanizm alternatywnej poliadenylacji, gdzie biatka wigzgce RNA (RBP) mogg modulowacd
wybor roznych miejsc poliadenylacji (PAS 1 i PAS 2), co wplywa na konicowq strukture mRNA i jego funkcje, takie jak
lokalizacja bialek, stabilizacja, transport jqgdrowy oraz translacja. Rysunek zapozyczony z pracy Blake et al. 3!

Wybdr konkretnego miejsca PAS zalezy od wielu czynnikow, w tym od dostepnosci sekwencji
sygnatowych, obecnosci biatek wigzagcych RNA RBPs (ang. RNA binding proteins) oraz LncRNA (ang.
long non-coding RNA), ktore moga promowac¢ lub hamowaé uzycie okreslonych miejsc PAS, jak
rowniez od stanu fizjologicznego komorki.*? Alternatywna poliadenylacja moze prowadzié¢ do skrocenia
lub wydtuzenia regionu 3' UTR mRNA. Skrocenie 3' UTR przez wybdr miejsca PAS blizej kodujace;j
sekwencji prowadzi do ominigcia regionéw sekwencji wigzacych biatka regulacyjne i miRNA
(mikroRNA, ang. micro RNA), co zazwyczaj prowadzi do zwigkszenia stabilnosci i translacji mRNA.
Natomiast wydtuzenie 3' UTR poprzez wybor dalszego miejsca PAS moze wprowadzi¢ dodatkowe
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miejsca wigzania dla miRNA i innych regulatorow, co czgsto prowadzi do zmniejszenia ekspresji
biatka.’* Alternatywna poliadenylacja jest zjawiskiem powszechnym w genomie eukariotycznym
i zostala zaobserwowana dla wielu genow. Jest szczeg6lnie wazna w réznicowaniu komorek, rozwoju
organizméw 1 odpowiedzi na stres. Zjawisko to znajduje odzwierciedlenie w komorkach
nowotworowych, w ktorych czesto obserwuje si¢ preferencyjne wykorzystanie krotkich wariantow
3' UTR, co prowadzi do uniknigcia represji przez miRNA i zwigkszenia ekspresji onkogenow, czyli
sekwencji zdolnych do indukowania karcenogenezy.**

Dhugos¢ ogona poli(A) u ssakéw moze si¢ znaczaco roznié, zawierajac zazwyczaj od 100 do
250 reszt adeninowych.**> Ogon poli(A) petni wiele kluczowych funkcji w dojrzatym mRNA, z ktorych
jedna z najwazniejszych jest ulatwianie transportu z jadra komoérkowego do cytoplazmy. Proces ten jest
mozliwy dzieki wspotpracy biatek rozpoznajacych poliadenylacje z kompleksami poréw jadrowych,
ktore umozliwiajg efektywny eksport mRNA.** Co wigcej, dtugo$¢ ogona poli(A) wplywa na
efektywno$¢ translacji — dluzszy ogon stabilizuje kompleks inicjacyjny, co sprzyja efektywniejszemu
rozpoczeciu translacji w cytoplazmie.?” Ogon poli(A) odgrywa rowniez istotng role w kontrolowaniu
jakosci mRNA, poniewaz uszkodzone, blednie przetworzone post-transkrypcyjnie lub nieprawidtowo
zmodyfikowane czasteczki mRNA moga ulega¢ degradacji. Ogon poli(A) stanowi wigc jedno z miejsc,
ktore podlega monitorowaniu jako$ci, determinujac losy danej czasteczki mRNA. Proces poliadenylacji,
jest precyzyjnie regulowany przez czynniki transkrypcyjne, biatka regulacyjne oraz modyfikacje
epigenetyczne, wptywajace na intensywnosc i specyficznos$¢ tego mechanizmu.

2.5 Translacja

Dojrzate mRNA, opatrzone czapeczka 5' i ogonem poli(A) na koncu 3', jest gotowe do procesu
translacji, kluczowego etapu ekspresji gendw, w ktérym informacja zawarta w mRNA jest odczytywana
przez rybosomy i przeksztalcana w sekwencje aminokwasow biatka. W komorkach eukariotycznych,
translacja zachodzi w cytoplazmie i jest precyzyjnie kontrolowana przez réznorodne czynniki
regulacyjne, a etap inicjacji procesu translacji limituje szybko$¢ i wydajno$¢ biosyntezy biatek.*®
Inicjacja procesu translacji rozpoczyna si¢ od utworzenia kompleksu preinicjacyjnego 43S PIC (ang.
43S preinitiation complex).>® Kompleks wigzacy kap CBC (ang. cap-binding complex), skladajacy sie
z bialek eIF4E, elF4G i elF4A, taczy si¢ z koncem 5> mRNA, co inicjuje skladanie kompleksu
preinicjacyjnego.* Czgsteczka inicjacyjnego metionylo-tRNA (Met-tRNAI; ang. initiator methionine
tRNA) Yaczy si¢ z czynnikiem elF2-GTP (ang. eukaryotic initiation factor 2 bound to guanosine
triphosphate), tworzac gotowy do dziatania kompleks 43S.*! Kompleks 43S przemieszcza sie wzdtuz
mRNA, skanujgc sekwencje¢ do momentu zlokalizowania startowego kodonu AUG. Po znalezieniu
kodonu inicjacyjnego, do podjednostki 40S rybosomu dotacza duza podjednostka rybosomalna 60S,
tworzac kompletny rybosom 80S. Kompletny rybosom 80S katalizuje nastepnie synteze polipeptydu,
czyli taczenie aminokwaséw w lancuch bialkowy (Rys. 10). W fazie elongacji, rybosomy
przemieszczaja si¢ wzdtuz mRNA, odczytujac sekwencje kodonow 1 taczac je z komplementarnymi
tRNA, dostarczajagcymi odpowiednie aminokwasy do wydtuzajacego sie tancucha peptydowego.*?
Proces elongacji translacji jest katalizowany przez peptydylotransferazg, zlokalizowang w duzej
podjednostce rybosomu (60S).4* W trakcie elongacji rybosom posiada trzy kluczowe miejsca wigzace
tRNA: miejsce A (aminoacylowe), miejsce P (peptydylowe) i miejsce E (wyjsciowe). Na poczatku etapu
elongacji, tRNA zwigzane z nowym aminokwasem wchodzi do miejsca A, podczas gdy tRNA niosace
rosngcy tancuch polipeptydowy znajduje si¢ w miejscu P. Po przekazaniu aminokwasu, tRNA, ktore
przekazato swoj tadunek, przemieszcza si¢ do miejsca E, skad opuszcza rybosom. Proces ten powtarza
si¢ cyklicznie, prowadzac do stopniowego wydluzania tancucha polipeptydowego zgodnie z sekwencja
kodonéw mRNA. Gdy rybosom napotka kodon stop (UAA, UAG lub UGA), translacja zostaje
zakoficzona.** Do rybosomu przylaczajg sie czynniki terminacyjne, takie jak eRF1 i eRF3, ktore

28



katalizujg hydrolize ostatniego tRNA, uwalniajgc nowo powstaty peptyd.*> Po zakofczeniu translacji
rybosom dysocjuje na swoje podjednostki (40S i 60S), co przygotowuje go do rozpoczecia kolejnej
rundy translacji.
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Rysunek 10 Przebieg inicjacji translacji mRNA w cytoplazmie. Po eksporcie mRNA z jqdra do cytoplazmy, mRNA wigze sie
z kompleksem elF4F na koncu 5’ i PABP na koncu 3°. Rekrutowane sq rowniez czynniki elF'44 i elF4B, ktore promujq ATP-
zalezne rozwijanie struktury wtornej mRNA przed interakcjq z kompleksem preinicjacyjnym 43S, ztozonym z rybosomu 408
oraz czynnikow elF'1, elF1A4, elF3 i elF'5. Kompleks 48S, ktory skanuje mRNA w celu znalezienia kodonu startowego AUG, po
Jjego rozpoznaniu tqczy sie z podjednostkq 60S, tworzqc funkcjonalny rybosom 80S, gotowy do elongacji peptydu. Na podstawie
Browning*

Translacja jest precyzyjnie regulowanym procesem, w ktéorym kluczowa role odgrywa
eukariotyczny czynnik inicjacji translacji 4F (elF4F, ang. eukaryotic initiation factor 4F), wiazacy si¢
z czapeczka znajdujacg si¢ na koficu 5> mRNA.*” Kompleks elF4F sktada si¢ z trzech glownych bialek:
elF4A, elF4E i elF4G.*® Jego dzialanie jest regulowane przez zlozone mechanizmy fosforylacji
i defosforylacji, ktore odgrywaja kluczowa rol¢ zar6wno w inicjacji, jak 1 zakonczeniu translacji.
Podjednostka elF4G pelni role platformy, ktéra umozliwia utworzenie kompleksu inicjujacego
translacje oraz przylaczenie malej podjednostki rybosomalnej 40S do mRNA.* Dodatkowo, elF4G
wspomaga interakcje z biatkiem PABP (ang. poly(4) binding protein), ktore wiaze si¢ z ogonem poli(A)
na koncu 3> mRNA, co prowadzi do powstania zamknigtej petli mRNA, ulatwiajacej efektywna
translacj¢. Kolejnym sktadnikiem kompleksu jest eIF4A, wykazujace aktywnos$¢ helikazy, co pozwala
na rozplatywanie struktur drugorzedowych RNA w regionie 5° UTR.> Dzigki temu mata podjednostka
rybosomalna moze swobodnie przesuwac si¢ w poszukiwaniu kodonu startowego AUG. Z kolei elF4E
(ang. eukaryotic initiation factor 4E), trzeci kluczowy element, odpowiada za rozpoznawanie i wigzanie
czapeczki na koncu 5> mRNA. Regulacja aktywnosci eIF4E odbywa si¢ na dwa sposoby: bezposrednio,
przez fosforylacj¢ elF4E przez kinaz¢ MNK (ang. MAP kinase-interacting serine/threonine-protein
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kinase) oraz posrednio, przez fosforylacje biatek inhibitorowych 4E-BP (ang. elF4E-binding proteins)
przez kinaze mTOR (ang. mammalian target of rapamycin).’! Fosforylacja 4E-BP prowadzi do ich
uwolnienia, co umozliwia interakcje eIF4E z elF4G i elF4A, tworzgc kompleks inicjujgcy translacje.>
Takie regulacje umozliwiaja efektywne tworzenie kompleksu inicjujacego translacje i sa kluczowe dla
prawidtowego przebiegu syntezy biatek w komorkach eukariotycznych.

2.6 Degradacja mRNA

Degradacja mRNA to bardzo istotny i $cisle regulowany proces w komorkach eukariotycznych.
Pelni kluczowa role w utrzymaniu homeostazy informacyjnej, decydujac o czasie zycia poszczegdlnych
mRNA i eliminujac niepotrzebne, uszkodzone lub przestarzate transkrypty RNA. W zdecydowanej
wiekszosci przypadkow pierwszym etapem jest skrocenie ogona poli(A), co jest sygnalem do
rozpoczecia procesu degradacji.>® Proces ten moze przebiega¢ dwiema gtdwnymi $ciezkami: od konca
5’ do 3’ lub od 3’ do 5°.>* W trakcie translacji, zarowno konce 3” jak i 5> mRNA sg chronione przed
degradacja przez specyficzne interakcje biatko-RNA. Struktura kapu na koncu 5’ jest zwigzana przez
kompleks biatkowy elF4F, natomiast ogon poli(A) na koncu 3’ jest wigzany przez biatko PABP. Te
interakcje bialkowe nie tylko chronia mRNA przed degradacja, ale takze prowadza do utworzenia
struktury petli, ktora dodatkowo stabilizuje transkrypt.”® Gtéwnym inicjatorem degradacji mRNA sg
kompleksy deadenylujace, w tym kompleks Ccrd—Cafl, ktory bierze udziat w skracaniu ogona poli(A)
mRNA oraz biatkowy kompleks dekapujacy Depl/Dep2 (ang. decapping enzyme 1 and 2 complex).>®
Po skroceniu ogona poli(A) do dlugosci okoto kilkunastu nukleotydow, mRNA jest gotowe do
degradacji (Rys. 11).
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Rysunek 11 Mechanizmy degradacji mRNA. Ogon poli(A) jest usuwany przez aktywnos¢ deadenylazy, tj. kompleks CCR4—
NOT. Po deadenylacji mRNA moze ulec degradacji na dwa sposoby: poprzez dekapowanie, a nastegpnie degradacje w kierunku
5'—3", lub przez degradacje w kierunku 3'—5'. W szlaku dekapowania kompleks Lsmi1—7 (pierscieniowy kompleks biorgcy
udzial w regulacji stabilnosci i degradacji mRNA) wigze si¢ z koncem 3' transkryptu mRNA i indukuje dekapowanie za
posrednictwem kompleksu Dcpl—Dcp2, co czyni mRNA podatnym na degradacje przez Xrnl w kierunku 5'—3'. Innym
mechanizmem degradacji zdeadanylowanego mRNA jest jego rozktad w kierunku 3'—5' przez egzosom, po czym resztkowa
struktura kapu zostaje usunieta przez enzym DcpS. Na podstawie Garneau®”

W Sciezce degradacji 5° — 3°, deadenylacja jest zwykle pierwszym krokiem, po ktérym
nastepuje dekaping, czyli usunigcie kapu 7-metyloguanozynowego (m’G) przez kompleks Dep1/Dep2.

Centralng rolg w procesie dekapingu odgrywa pirofosfataza Dcp2, ktéra hydrolizuje wigzanie
fosfodiestrowe, miedzy a i B fosforanem w strukturze kapu m’G, co skutkuje uwolnieniem czgsteczki
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m’GDP i pozostawieniem czasteczki RNA zakonczonej grupg 5’-monofosforanowa.”® Uwolniony
5’-monofosforan mRNA jest podatny na degradacje przez 5’-egzonukleazy RNA.*° Dcpl wspoétdziata
z Dcp2, indukujac zmiany konformacyjne, ktore nie tylko zwigkszaja powinowactwo kompleksu do
RNA, ale takze tworzg warunki dla efektywnej hydrolizy kapu, katalizowanej przez Dcp2.%° Nastepnie
transkrypt ulega egzonukleolizie, enzym Xrnl przemieszcza si¢ od konca 5' w kierunku 3’ nici,
odcinajac 5’-monofosforany kolejnych nukleozydow.®' Sciezka 3° — 5’ jest katalizowana przez
kompleks biatkowy zwany egzosomem i moze dziata¢ rownolegle lub komplementarnie do degradacji
od konca 5> — 3°, w zaleznosci od kontekstu komorkowego i rodzaju czgsteczek RNA.** Egzosom to
kompleks enzymatyczny sktadajacy si¢ z dziewigciu podjednostek stanowiacych jego strukturalng
podstawe zarowno w jadrze, jak i cytoplazmie. Kluczowa role enzymatyczna w egzosomie petnia
nukleazy Rrp44 (rodzina RNaz II) i Rrp6 (rodzina RNaz D), gdzie Rrp44 jest gtdéwnie zwigzana
z degradacja RNA w cytoplazmie, a Rrp6 wspomaga ten proces w jadrze komorkowym. Rrp44 jest
zdolna do procesywnej degradacji zarowno ustrukturyzowanych, jak i nieustrukturyzowanych
fragmentow RNA, odgrywajac centralng role w rozkladzie mRNA.® Ten mechanizm zapewnia
dodatkowa kontrole nad stabilnoscig i degradacja mRNA w komorce, umozliwiajac precyzyjne
regulowanie ekspresji genow. Jednym z etapéw degradacji RNA w kierunku 3° — 5’ jest usunigcie
struktury kapu z krotkich fragmentow RNA, ktore pozostajg po degradacji.®* Usuniecie kapu jest
niezbedne, by umozliwi¢ pelna degradacje RNA oraz zapobiec niepozadanym skutkom akumulacji
takich fragmentow w komorce. Enzym odpowiedzialny za usunigcie kapu z krétkich fragmentow RNA
to DcpS (ang. decapping scavenger enzyme). DcpS dziata poprzez hydrolize wigzania
pirofosforanowego migdzy fosforanami B i y w strukturze kapu, co prowadzi do uwolnienia czasteczki
m’GMP (7-metyloguanozynomonofosforanu) oraz czasteczki RNA zakonczonej 5’-difosforanem.®
Z kolei molekuta m’GMP stanowi substrat dla nukleozydazy cytozylowej cNIIIB (ang. cytosolic 5 -
nucleotidase), katalizujacej defosforylacje nukleozydowych 5’-monofosforanow, regulujac w ten
sposob poziom nukleotydéw w komodrkach.®® Mechanizmy te sa kluczowe dla recyklingu elementow
struktury kapu oraz ostatecznego rozktadu molekut RNA.

Degradacja mRNA jest szczegdtowo regulowana, a wsrod wielu mechanizmoéw kontroli jakosci
wystepuje biatko UPF1 (ang. up-frameshift protein 1), nadzorujace jako$¢ translacji.” Wspotdziata
z kompleksem NMD (ang. nonsense- mediated mRNA decay), eliminujac mRNA zawierajace wczesne
kodony stop. Mechanizm NGD (ang. non-go-decay) rozktada transkrypty zablokowane na rybosomie,
a mechanizm NSD (ang. non-stop decay) kieruje si¢ przeciwko mRNA pozbawionym kodonéw STOP.%
Duzy wplyw na degradacj¢ maja rowniez biatka wigzace RNA — RBPs, ktore moga poprzez aktywacje
egzonukleolizy przyspieszy¢ ten proces.”” Dodatkowym czynnikiem regulacyjnym jest stres
komoérkowy, ktory moze wptywac na tempo degradacji mRNA, dostosowujac ekspresje genow do
zmieniajacych si¢ warunkow komorkowych.

3. Bialka oddziatujace z sekwencjg 3’-koncowg mRNA

Szereg wyzej wspominanych biatek, w tym czynniki inicjacyjne, elongacyjne i terminacyjne,
bierze udziat w procesie translacyjnym, koordynujgc ruch rybosomow i syntez¢ biatek. Rownolegle,
biatka regulacyjne odgrywaja kluczowg role¢ w kontrolowaniu tempa translacji, wptywajac na ilo$¢ oraz
szybkos¢ produkcji bialek kodowanych przez okre§lone mRNA. W konteks$cie mojej pracy doktorskiej
szczegolnie wazne jest zrozumienie roli biatek oddziatujacych ze strukturg ogona poli(A) na koncu
3' mRNA, ktére maja bezposredni wplyw na proces translacji oraz degradacji mRNA i temu zagadnieniu
poswigcony bedzie kolejny rozdzial.
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3.1 Bialko PABP

Biatko wiazace ogon poli(A) PABP (ang. poly(A4)-binding protein), to kluczowa molekuta
w regulacji ekspresji gendw, szczegolnie w kontekscie stabilizacji i regulacji procesow zwigzanych
z ogonem poli(A) mRNA.” PABP jest wysoce konserwatywnym biatkiem sktadajace sie z 636 reszt
aminokwasowych, zawierajagcym cztery tandemowe motywy rozpoznajace RNA (RRM, ang. RNA
recognition motifs), niestrukturalny region tacznikowy i C-koncowg domeng PABC.”! Wszystkie cztery
RRM bezposrednio uczestnicza w wigzaniu z nukleotydami adeninowymi ogona poli(A) ze stalg
dysocjacji (Kp) wynoszaca okoto 4 nM.”? Z drugiej strony, tacznik i domena C-koncowa (MLLE-
zawierajaca motyw peptydowy KITEMLLE aminokwasow Lys — Ile — Thr— Glu — Met — Leu — Leu —
Glu) odgrywaja kluczowa role w interakcjach miedzyczasteczkowych pomiedzy kolejnymi PABP
zwigzanymi z mRNA (Rys. 12).7

m’G cap

MRNA

PABPCI .-~

~

NO/RRMD)RRM@RRM?)RRM@ Linker ))MLLE}C

Rysunek 12 Kompleks inicjacji translacji z udzialem PABPCI. Biatko PABPC1 wigze si¢ z ogonem poli(A) mRNA, stabilizujgc
strukture mRNA poprzez interakcje z kompleksem elF4G. Tworzy mostek miedzy koncem 3' (ogonem poli(A)), a koncem
5" (m’G cap) mRNA, co wspiera efektywnq inicjacje translacji. PABPCI, poprzez swoje domeny RRM (RRM1-4), odgrywa
kluczowg role w regulacji stabilnosci mRNA i wzmacnia proces translacyjny, promujqc efektywng rekrutacje rybosomow.
Rysunek na podstawie Tritschler’

Badania wykazaty, ze pojedyncze biatko PABP wymaga od 24 do 27 zasad adeninowych do
wigzania si¢ z ogonem poli(A).” Wysokie powinowactwo PABP do struktury ogona poli(A) ma
kluczowe znaczenie dla procesu translacji. Gtowng funkcjg biatka PABP jest stabilizacja mRNA
poprzez bezposrednie wigzanie z ogonem poli(A), co chroni transkrypt przed degradacja, utrzymujac
go w formie gotowej do translacji. PABP uczestniczy rowniez w inicjacji translacji, oddziatlujac
z kompleksem elF4F, w sktad ktorego wchodza: eIF4E, elFAG oraz elF4A. Podczas inicjacji translacji,
PABP wiaze jednoczes$nie ogon poli(A) i oddziatuje z innymi czynnikami, takimi jak elF4G i biatko
PAIP1 (ang. poly(A) binding protein interacting protein 1).”° Te interakcje sprzyjaja tworzeniu aktywnej
petli mRNA, zblizajac konce 5' i 3' mRNA, co ulatwia rekrutacj¢ podjednostki 40S rybosomu do konca
5' oraz rekrutacje duzej podjednostki (60S).” Umozliwia to rybosomowi skanowanie mRNA
w poszukiwaniu kodonu startowego (AUG), co PABP wspomaga poprzez stabilizacje rybosomu
w odpowiednim miejscu. Dzigki promowaniu tworzenia aktywnej petli mRNA oraz wspieraniu procesu
inicjacji, PABP znaczaco wptywa na ogolng wydajnos¢ i precyzje translacji. Dodatkowo, po zwigzaniu
z poli(A), PABP koordynuje proces deadenylacji ogona, pelnigc zarowno funkcje ochronne, jak
i promujace degradacje, zalezne od wielu czynnikow.” Z jednej strony, PABP rekrutuje enzymy
odpowiedzialne za skracanie ogona poli(A), takie jak kompleksy PAN2-PAN3 i CCR4-NOT (CNOT).
Z drugiej strony, PABP, zardwno na krotkich, jak i dlugich ogonach poli(A), zapobiega urydynylacji na
koficu 3°, co zapobiega degradacji mRNA.” W przypadku braku PABP, dhugie ogony poli(A) ulegaja
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skrdéceniu, po czym nastgpuje urydynylacja, co aktywuje mechanizmy degradacyjne, takie jak dziatanie
enzymu Xrnl i egzosomu.’® Degradacja mRNA zostaje w pelni uruchomiona dopiero po
oddysocjowaniu ostatniej czasteczki PABP z konica 3' mRNA (Rys. 13).

elF4F
Deadenylacja
Translacja @
@ HABPGS eses >
\< """ W"‘A‘_\AAAAAAAAAAA3
Przedwczesna
© i ubikwintynacja
: idegradacja

TUT4/7, DCP1/2, XRN1

Rysunek 13 Wielostronna rola PABPC. Biatko PABPC wigzgce ogon poli(A) mRNA, wspierajgce zarowno inicjacje translacji
poprzez interakcje z kompleksem elF4F, jak i regulacje degradacji mRNA. PABPC hamuje przedwczesng degradacje mRNA,
natomiast jego oddzialtywanie z kompleksem CNOT promuje deadenylacje, co ostatecznie prowadzi do degradacji mRNA przez
szlaki zalezne od TUT4/7, DCP1/2, XRNI i egzosomu. Rysunek na podstawie Yi®!

3.2 Biatkowe kompleksy deadenylujace

Deadenylacja stanowi jeden z kluczowych mechanizméw posttranskrypcyjnej regulacji
ekspresji gendw, wplywajac bezposrednio na stabilnos¢, translacj¢ i degradacj¢ mRNA. W ludzkich
komorkach proces ten odbywa si¢ w cytoplazmie i jest kontrolowany przez wspoétdziatanie dwoch
gtownych kompleksow biatkowych: PAN2/3 oraz CCR4-NOT (CNOT).# Oba te kompleksy petnig
komplementarne funkcje, co pozwala na precyzyjne zarzadzanie cyklem zycia mRNA. Ich
synergistyczne dzialanie utrzymuje rownowage migdzy stabilizacja a degradacja mRNA, odgrywajac
kluczowa rolg¢ w utrzymaniu homeostazy komorkowej i odpowiedzi na bodzce zewnetrzne. Kompleks
PAN2/3 jest odpowiedzialny za skracanie dlugich ogonow poli(A), ktére przekraczaja okoto 150
nukleotydow, natomiast CCR4-NOT zajmuje si¢ bardziej ogoélna deadenylacja réznorodnych
poliadenylowanych RNA w komorce (Rys 14).%

Ogon poli(A)
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Rysunek 14 Schemat przedstawia zakresy aktywnosci kompleksow deadenylujgcych ogon poli(A) mRNA. Kompleks PAN2/3
odpowiada za skracanie ogona poli(A) do okolo 150 nukleotydow, natomiast CNOT moze uczestniczy¢ w dalszym usuwaniu
ogona poli(4) po dziataniu PAN2/3 lub dziala¢ niezaleznie na petnej diugosci ogona poli(A)
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3.2.1 Kompleks PAN2-PAN3

Kompleks PAN2/PAN3, sktadajacy sie z bialek PAN2 i PAN3, jest jednym z kluczowych
czynnikow degradacji mRNA w cytoplazmie komorek eukariotycznych. Jego dzialanie jest $cisle
powiazane z procesem obrobki ogona poli(A), odpowiadajac za stopniowe skracanie tego elementu, co
stanowi sygnat do uruchomienia dalszej degradacji mRNA przez inne mechanizmy, takie jak szlak
egzonukleolityczny 5'—3'.% PAN3 peli role regulatora, wigzac sie z ogonem poli(A) mRNA
i rekrutujac PAN2, ktore wykazuje aktywnos$¢ egzonukleazy.®® PAN3 nie tylko stabilizuje caly
kompleks na mRNA, ale takze zwicksza jego powinowactwo do ogona poli(A), co pozwala na bardziej
efektywne skracanie przez PAN2.3¢ Kompleks PAN2/3 preferencyjnie oddziatuje z dlugimi
sekwencjami poli(A), zwykle przekraczajacymi 150 nukleotydow, a jego aktywno$¢ jest dodatkowo
wzmocniona poprzez interakcje z biatkiem PABP.Y” Proces deadenylacji zachodzi etapowo, w trakcie
ktorego skracanie ogona poli(A) odbywa si¢ o odcinki dtugosci okoto 27 nukleotydow.®® Efektywnos¢
skracania maleje wraz ze zmniejszaniem dtugosci ogona poli(A), co sugeruje, ze degradacja przebiega
w sekwencji krotkich krokow, nastgpujacych po odlgczeniu kolejnych czgsteczek PABP.¥
Deadenylacja przeprowadzana przez PAN2/PAN3 jest wstgpnym etapem degradacji mRNA, ktory
nastepnie ulega dalszym procesom usuwania przez inne mechanizmy, takie jak aktywno$¢ kompleksu
CCR4-NOT oraz szlaki zalezne od egzonukleaz. Mimo, ze doktadny mechanizm przetgczania si¢
pomiedzy aktywnoscia PAN2/3 a CCR4-NOT nie jest jeszcze w petni wyjasniony, wiadomo, ze
wspotdziatanie tych procesow jest niezbedne dla skutecznej eliminacji mRNA, co zapobiega kumulacji
nieprawidlowych lub zbednych transkryptéw, mogacych zaburza¢ prawidtowa ekspresje gendw.

3.2.2 Kompleks deadenylujacy CCR4-NOT

Kompleks CCR4-NOT (CNOT) jest gtéwnym kompleksem odpowiedzialnym za skracanie
ogona poli(A) w cytoplazmie, co prowadzi do destabilizacji mRNA i jego ostatecznej degradacji.”
CNOT sktada si¢ z kilku podjednostek, z ktorych najwazniejsze w kontekscie deadenylacji to CCR4
reprezentowana w ludzkim organizmie przez biatka CNOT6, CNOTO6L oraz posiadajaca aktywnosé
egzonukleazowg CAF1, wystepujaca w formie bialek CNOT7 i CNOTS.*!
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Rysunek 15. Rozne role biatek CAF1 i CCR4 (kompleksu CNOT) w procesie deadenylacji. Gorny schemat przedstawia
dziatanie CAF 1, ktore usuwa ogon poli(A) z regionu wolnego od PABPC, natomiast dolny schemat pokazuje aktywnos¢ CCR4,
ktore moze degradowac ogon poli(A) zwigzany z PABPC, wykazujqc odmienny mechanizm usuwania sekwencji poli(A)
w zaleznosci od obecnosci PABPC. Rysunek na podstawie pracy Yi et al.®!
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Kompleks CCR4-NOT jest rekrutowany do mRNA przez rozne biatka regulatorowe, w tym
czynniki wigzagce RNA (RBPs) oraz mikroRNA, ktore decydujg o specyficzno$ci jego dziatania.’!
Deadenylacja przez kompleks CCR4-NOT rozpoczyna si¢ od przytaczenia do konca 3> mRNA, gdzie
CCR4 i CAF1 wspotdzialaja, skracajac ogon poli(A) (Rys. 15). Podjednostka CCR4 jest gldéwnym
enzymem odpowiedzialnym za usuwanie adenozyn z krétszych ogonow poli(A), szczegdlnie po
usunigciu biatek PABP, ktore stabilizujg mRNA.”? CAF1 natomiast odpowiada za inicjalne skracanie
dtugich ogondw poli(A).”* Proces deadenylacji zachodzi etapowo, z sekwencyjnym usuwaniem okoto
27 nukleotydéw na raz, po ktorym kompleks napotyka na czasteczki PABP, zatrzymujac proces do
momentu odigczenia biatka.”* Regulacja aktywnosci kompleksu CCR4-NOT odbywa si¢ rowniez przez
modyfikacje post-translacyjne, takie jak fosforylacja, ktore moduluja jego aktywno$¢ enzymatyczna
i powinowactwo do mRNA. Dzieki swojemu szerokiemu zakresowi dzialania, CCR4-NOT pekni
centralng rol¢ w kontroli stabilno§ci mRNA, wplywajac tym samym na jego translacj¢ oraz poziomy
biatek w komorce.

4. Wrodzony uktad odpornosciowy

Wrodzony uktad odporno$ciowy stanowi pierwszg lini¢ obrony organizmu przed szerokim
zakresem czynnikoéw chorobotworczych, takich jak bakterie, wirusy, grzyby i pasozyty.®® Jego kluczowg
cecha jest zdolno$¢ do szybkiego rozpoznawania i reagowania na zagrozenia bez konieczno$ci
wczesniejszego kontaktu z patogenem. System ten obejmuje wielopoziomowa ochrong, zaczynajaca si¢
od skory, ktora stanowi fizyczng bariere, zapobiegajaca wnikaniu patogendow. Kolejna warstwa obrony
sa naturalne wydzieliny, takie jak tzy i $lina, ktore dzigki zawartosci enzymow (np. lizozymu) niszcza
sciany komoérkowe bakterii, natomiast pokryte $luzem btony $luzowe mechanicznie wychwytuja
patogeny. Kluczowa rol¢ w obronie petnig jednak komoérki uktadu odpornosciowego, takie jak
makrofagi i neutrofile, ktore eliminujg patogeny poprzez fagocytoze oraz komorki dendrytyczne APC
(ang. antigen-presenting cells), ktore prezentujg antygeny i aktywuja nabyty uktad odpornosciowy
poprzez odpowiedz przeciwcial.”® Wazng role odgrywajg takze komorki NK (ang. natural killer), ktore
niszczg komorki zainfekowane wirusami, wykrywajac zmiany w prezentowanym na ich powierzchni
zestawie czasteczek. Eozynofile i bazofile uczestnicza z kolei w reakcjach przeciw pasozytom oraz
reakcjach alergicznych. Wspdlnym elementem dziatania tych komoérek jest obecno$¢ receptorow
rozpoznajacych wzorce PRR (ang. pattern recognition receptors), ktore ulatwiaja wykrywanie
charakterystycznych dla patogenow struktur i uruchamianie odpowiedzi immunologiczne;j.*’

Receptory PRR odgrywaja kluczowa rolg we wrodzonym ukladzie odporno$ciowym,
umozliwiajac rozpoznawanie molekularnych wzorcéw zwigzanych z patogenami PAMP (ang.
pathogen-associated molecular patterns) oraz wzorcow zwigzanych z uszkodzeniem komoérek DAMP
(ang. damage-associated molecular patterns).”® Ich podstawowg funkcja jest identyfikacja inwazyjnych
mikroorganizmow i uruchamianie odpowiedzi immunologicznej, obejmujacej fagocytoze, produkcje
cytokin oraz aktywacj¢ uktadu dopelniacza, czyli grupy biatek osocza wspomagajacych dziatanie
przeciwciat i komorek fagocytarnych w eliminacji patogenéw. Cytokiny, wytwarzane przez komorki
wrodzonego uktadu odpornosciowego, reguluja aktywno$¢ komorek i rekrutuja inne komorki
odpornosciowe do miejsc infekcji, promujac stan zapalny, ktory wspomaga izolacje¢ i eliminacje
patogendow (Rys.16). Receptory PRR dzieli si¢ na kilka gtownych kategorii w zaleznosci od ich
lokalizacji 1 rozpoznawanych ligandow. W kontekscie rozpoznawania czasteczek RNA, kluczowe sg
receptory typu Toll (TLR, ang. Toll-like receptors), receptory NOD-podobne (NLR, ang. NOD-like
receptors), receptory RIG-I-podobne (RLR, ang. RIG-I-like receptors), takie jak RIG-I (ang. retinoic
acid-Inducible gene 1) i MDA-5 (ang. melanoma differentiation-associated protein 5), a takze biatko
STING (ang. stimulator of interferon genes).” W kolejnych podrozdziatach szczegotowo omowie kazda
z tych klas receptorow oraz ich role w rozpoznawaniu egzogennych czasteczek RNA.
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Rysunek 16 Schemat aktywacji wrodzonego uktadu odpornosciowego poprzez rozpoznanie patogenow (PAMP) i sygnatow
z uszkodzonych komorek (DAMP). Komorki prezentujgce antygen (APC) za pomocg receptorow PRR i DAMP, aktywujq
limfocyty T, makrofagi i leukocyty wielojgdrzaste, inicjujgc odpowiedz immunologiczng organizmu. Rysunek zaadaptowano
z Anders'"

4.1 Receptory typu Toll-podobne

Jedna z najbardziej charakterystycznych i najlepiej zbadanych klas receptoréw rozpoznajacych
wzorce (PRR) sa receptory typu Toll (TLR), ktore odgrywaja kluczowa role w wykrywaniu patogendéw
i inicjowaniu odpowiedzi immunologicznej poprzez rozpoznawanie specyficznych wzorcow
molekularnych zwigzanych z patogenami (PAMP) oraz z uszkodzeniami komoérek (DAMP).!?! Sposrod
biatek rodziny Toll, receptory TLR3, TLR7 i TLR8 sg wyspecjalizowane w rozpoznawaniu
egzogennego RNA, co jest szczegblnie istotne w obronie przeciwwirusowej.!®? TLR3 identyfikuje
dwuniciowe RNA (dsRNA), ktore powstaje jako posredni produkt replikacji wielu wirusow RNA lub
moze by¢ wprowadzone sztucznie, na przyktad w ramach terapii RNA.!® Po zwigzaniu dsRNA, TLR3
aktywuje szlaki sygnatowe, ktére prowadzg do produkc;ji interferonow typu I oraz cytokin prozapalnych,
wspierajacych stan zapalny i aktywujacych inne komorki uktadu odpornosciowego. Receptory TLR7
i TLR8 sa odpowiedzialne za rozpoznawanie jednoniciowego RNA (ssRNA) pochodzacego

z wirusow.'%

Bialtka te sa zlokalizowane gtownie w endosomach, gdzie ssRNA wirusowe moze by¢
wykrywane po endocytozie komorki zakazonej wirusem. Aktywacja TLR7 i TLR8 prowadzi réwniez
do indukcji interferonéw typu I i innych cytokin prozapalnych, ktore ograniczaja replikacje wirusow
i aktywujg odpowiedz nabytg.' Po rozpoznaniu RNA przez TLR3, TLR7 lub TLRS, receptory te
inicjuja kaskady sygnatowe za posrednictwem biatek adaptorowych, takich jak MyDS88 (dla TLR7
i TLR) oraz TRIF (dla TLR3), co aktywuje czynniki transkrypcyjne, takie jak NF-xB, IRF3 i IRF7.1%
Czynniki te z kolei indukuja ekspresje genéw odpowiedzialnych za produkcje interferonow typu I,
cytokin prozapalnych oraz chemokin, ktére wspomagaja reakcj¢ obronng organizmu. Rozpoznawanie
egzogennego RNA przez TLR jest kluczowe dla wczesnej detekcji infekcji wirusowych i uruchomienia
szybkiej odpowiedzi immunologicznej, co moze zapobiec rozprzestrzenianiu si¢ patogenu (Rys. 17).
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Rysunek 17 Glowne receptory wrodzonego uktadu odpornosciowego wykrywajgce RNA rozniq sie lokalizacjq i specyficznosciq
ligandow. TLR3, TLR7, TLRS, i TLR13 w endosomach wigzq dsRNA lub ssRNA, aktywujgc NF-kB (ang. Nuclear Factor kappa-
light-chain-enhancer of activated B cells) i IRFs (ang. Interferon Regulatory Factor 3/7). Cytoplazmatyczne receptory MDAS
i RIG-I po zwigzaniu RNA dajg sygnatl przez MAVS (ang. Mitochondrial Antiviral Signaling Protein) do produkcji cytokin
i interferonéw. Rysunek zapozyczony z Vierbuchen'"’

4.2 Receptory NOD-podobne

Cytoplazmatyczne receptory NOD-podobne (NLR) sa odpowiedzialne za rozpoznawanie
bakteryjnych sktadnikéw oraz sygnatéow zwigzanych z uszkodzeniem komorek, ktére pojawiajg sig
wewnatrz komorki.'”® NLR petnig kluczowa rolg w detekeji szerokiego spektrum sygnatéw zwigzanych
z infekcjami, stresem komérkowym i uszkodzeniami, jednak ich gtownym zadaniem jest wykrywanie
zagrozen w cytoplazmie komoérek. W odréznieniu od receptorow typu Toll, ktére rozpoznaja egzogenne
RNA w endosomach lub na powierzchni komodrki, NLR sg wysoce specyficzne wobec sygnalow
endogennych, takich jak elementy komoérek gospodarza lub patogendéw, ktore przedostaty si¢ do
cytoplazmy.'” Cho¢ ich rola w wykrywaniu egzogennego RNA jest mniej bezpo$rednia niz
w przypadku TLR, badania wskazuja, ze kompleksy NLR moga uczestniczy¢ w odpowiedzi na infekcje
wirusowe poprzez mechanizmy posrednie, np. wykrywanie zmian w cytoplazmie komorki gospodarza
indukowanych przez wirusowe RNA.'" To dzialanie moze prowadzi¢ do aktywacji
cytoplazmatycznych kompleksow biatkowych, ktére sa zdolne do indukcji produkeji prozapalnych
cytokin, takich jak interleukina-1f (IL-1B) i interleukina-18 (IL-18), co ma istotne znaczenie dla

rozwoju odpowiedzi zapalnej przeciw infekcjom.!!!

4.3 Receptory RIG-I-podobne

Receptory typu RIG-I-podobne (RLR) odgrywaja istotna role we wrodzonej odpowiedzi
immunologicznej, odpowiadajac za wykrywanie wirusowego RNA i innych egzogennych czasteczek
RNA w cytoplazmie komorek.''? Do rodziny RLR nalezg trzy glowne receptory: RIG-I, MDAS oraz
LGP2 (ang. laboratory of genetics and physiology 2).!"* Te cytoplazmatyczne czujniki sg niezbedne do
rozpoznawania wirusowego RNA, a ich aktywacja uruchamia szlaki sygnalowe prowadzace do
produkcji interferonow typu [ oraz innych cytokin prozapalnych, wspierajacych reakcje
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przeciwwirusowa. RIG-I rozpoznaje krotkie dwuniciowe fragmenty RNA zawierajace 5'-trifosforan (5'-
pppRNA), ktore sg charakterystycznymi molekularnymi wzorcami patogenow (PAMPs) pochodzgcymi
od wirusow. ! Po zwigzaniu z takim RNA, RIG-I aktywuje biatko MAVS (ang. mitochondrial antiviral
signaling), co prowadzi do kaskady sygnatowej, zakonczonej indukcja gendéw odpowiedzialnych za
odpowiedz przeciwwirusowg, w tym interferondéw typu I.'"> Z kolei MDAS5 dziata w podobny sposob,
lecz jest wyspecjalizowane w rozpoznawaniu dtuzszych, dwuniciowych czasteczek RNA, co czyni go
kluczowym w detekcji picornawiruséw, takich jak wirus polio.!'® Po aktywacji, MDAS roéwniez
oddzialuje z MAVS, prowadzac do indukcji interferonow typu I i innych prozapalnych mediatorow.
Roéznice w specyficznosci pomigdzy RIG-I, a MDAS pozwalajg na rozpoznawanie szerokiego spektrum
wirusowych RNA. Receptor LGP2, pomimo strukturalnych podobienstw do RIG-11 MDAS, nie posiada
domen umozliwiajacych bezposrednig interakcje z biatkami sygnalizacyjnymi, przez co petni gléwnie
role regulatora aktywnosci RIG-I i MDAS, wspierajac ich dziatanie, zamiast bezposredniego udziatu
w sygnalizacji.''” Zdolno$¢ receptoréw RLR do szybkiego i specyficznego rozpoznawania egzogennego
RNA czyni je fundamentalnymi we wczesnej fazie obrony przeciwwirusowej. Ich aktywacja i produkcja
interferonow typu I sa kluczowe dla ograniczenia replikacji wiruséw, alarmowania sasiednich komorek
0 zagrozeniu oraz rekrutacji i aktywacji komorek odpornosciowych, takich jak komorki NK i makrofagi,
ktore eliminujg zainfekowane komorki.

4.4 Biatko STING

Biatka STING s3 endoplazmatycznymi molekutami, ktére odgrywaja centralng role
w sygnalizacji prowadzacej do indukcji interferonow typu I oraz cytokin prozapalnych w odpowiedzi
na wykrycie wirusowego i bakteryjnego DNA w cytoplazmie.''® Chociaz ich podstawowg funkcjg jest
rozpoznawanie cytoplazmatycznego DNA, majg rowniez posredni udziat w odpowiedzi na egzogenne
RNA poprzez interakcje z innymi szlakami sygnalizacyjnymi wrodzonego uktadu odpornosciowego.
Biatko STING znajduje si¢ w blonie wewnetrznej retikulum endoplazmatycznego (ER, ang.
endoplasmic reticulum) 1 aktywuje si¢ po zwigzaniu z cyklicznymi dinukleotydami, takimi jak cykliczny
GMP-AMP (cGAMP), syntetyzowanymi przez cGAS (ang. cyclic GMP-AMP synthase) w odpowiedzi
na obecno$¢ dwuniciowego DNA w cytoplazmie.!!'” Po rozpoznaniu dsDNA, cGAS produkuje cGAMP,
ktory wiaze sie z STING, prowadzac do jego aktywacji.'”® Chociaz STING jest bezposrednio
zaangazowany w odpowiedz na DNA, moze modulowa¢ sygnalizacje odpowiedzi na RNA poprzez
wspoélprace z receptorami RIG-I-podobnymi (RLR). Ponadto, STING odgrywa rolg w procesach
autofagii, wspierajac degradacj¢ wirusowych komponentdéw oraz prezentacje antygendw poprzez MHC
klasy I i II, co z kolei wzmacnia odpowiedz adaptacyjng.'?! Biatka STING wspolpracujg rowniez ze
szlakami sygnalizacyjnymi aktywowanymi przez receptory Toll-podobne (TLR), co prowadzi do
synergistycznej odpowiedzi przeciwzapalnej i przeciwwirusowej. Po aktywacji STING rekrutuje kinazy
TBK1 (ang. TANK-binding kinase 1) 1 1KKe (ang. I kappa B kinase epsilon), ktore fosforyluja czynniki
transkrypcyjne IRF3 i NF-xB.!'*? Fosforylowane IRF3 oraz NF-kB migrujg do jadra komoérkowego,
gdzie indukujg ekspresj¢ interferondow typu I oraz innych prozapalnych mediatorow, co jest kluczowe
dla skutecznej odpowiedzi antywirusowe;.

4.5 Geny stymulowane interferonem

Receptory omoéwione w poprzednich podrozdziatach sa odpowiedzialne za bezposrednie
wykrywanie zagrozen w postaci obcych kwasow nukleinowych i alarmowanie komorki o potencjalnym
niebezpieczenstwie, co obejmuje inicjacje sygnatu do ekspresji interferonéw (IFN). IFN to grupa biatek
z rodziny cytokin majacych kluczowe znaczenie w obronie przeciwko infekcjom wirusowym,
bakteryjnym i innym patogenom. ' Interferony dziataja poprzez specyficzne receptory na powierzchni
komoérek. Po wykryciu wirusa, czujniki patogendéw aktywuja czynniki regulatorowe IRFs (ang.
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interferon regulatory factors), co prowadzi do indukcji ekspresji interferonow.!'?* Wydzielane IFN-a
i IFN-P wiaza si¢ z receptorami IFN typu I (IFNAR), co aktywuje szlaki sygnalizacyjne JAK-STAT
(ang. Janus kinase-signal transducer and activator of transcription), prowadzace do ekspresji genow
stymulowanych interferonem ISG (ang. interferon-stimulated genes).'” Geny te kodujg bialka

o funkcjach regulacyjnych i przeciwwirusowych, ktore odgrywaja bezposrednia role w hamowaniu
replikacji wirusow, takie jak OAS (ang. 2-5"-oligoadenylate synthetase) 1 PKR (ang. protein kinase
R)."?* ISG nie tylko wspomagajg walke z wirusami, ale rowniez modulujg odpowiedz immunologiczng,
aktywujac komorki dendrytyczne i limfocyty T oraz regulujac proces prezentacji antygenow (Rys. 18).
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Rysunek 18 Schemat odpowiedzi komorki na infekcje wirusowq. Po wniknieciu wirusa, czujniki patogenow aktywujg czynniki
transkrypcyjne IRFs, ktore indukujq produkcje interferonu typu I (IFN). Wydzielany IFN wiqgze si¢ z receptorem IFNAR,
aktywujgc szlak JAK/STAT, ktory prowadzi do ekspresji genow stymulowanych interferonem (ISGs). Geny zalezne od IRF3,
takie jak OAS2, OASL, ISG20 i ZAP, zaznaczono na zielono. Rysunek zapozyczony z Yang'?”

Dodatkowo, niektére geny stymulowane interferonem biorg udzial w odpowiedzi na stres
komoérkowy i uszkodzenia DNA, co moze mie¢ istotne znaczenie w obronie przed nowotworami.
Mechanizmy te sg kluczowe dla szybkiego i skutecznego rozpoznania oraz eliminacji patogendw,
a takze dla regulacji odpowiedzi immunologicznej i zapalnej. Wyrdzniajacymi si¢ cztonkami tej grupy
s biatka IFIT (ang. interferon-induced protein with tetratricopeptide repeats), ktore odgrywaja istotng
role w hamowaniu translacji wirusowej, rozpoznawaniu PAMP, proliferacji komorek oraz replikacji
i sygnalizacji zwigzanej z obecno$cig dwuniciowego RNA.'*

4.6 Biatka IFIT

Biatka indukowane interferonem z powtorzeniami tetricopeptydowymi IFIT stanowig rodzine
biatek uktadu immunologicznego indukowanych przez interferony, ktore odgrywaja fundamentalng
role, jako natychmiastowe efektory przeciwwirusowe podczas wrodzonej odpowiedzi immunologiczne;j
u ludzi i innych ssakow, wykazujac zdolnos¢ do hamowania infekcji wirusowej poprzez bezposrednie
wigzanie si¢ z nieswoistymi RNA, utrudniajgc w ten sposob ich replikacje oraz translacje.'” '3 Geny
IFIT zostaty zidentyfikowane u wielu ssakow, ale liczba i sktad rodziny genéw IFIT moze si¢ znacznie
rozni¢ w zalezno$ci od gatunku.®! Ludzka rodzina sktada si¢ z czterech kanonicznych cztonkéw,
a mianowicie IFIT1, IFIT2, IFIT3 i IFITS, a takze niescharakteryzowanego IFIT1B i pseudogenu
IFIT1P1.3213% Geny IFIT zazwyczaj pozostajg wyciszone lub wykazuja bardzo niski konstytutywny
poziom ekspresji w normalnych warunkach. Po infekcji wirusowej, w wyniku oddziatlywan z obcym
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RNA, bialka IFIT ulegaja szybkiej ekspresji i ich stezenia stajg sie od 100 do 1000 razy wyzsze.'**
Biatka IFIT sktadajg si¢ z wielu powtorzen tetricopeptydowych (TPR, ang. fetratricopeptide repeat),
ktére sa motywami strukturalnymi typu helisa-obrot-helisa sktadajacym si¢ z 34 aminokwaséw,
odpowiadajgcymi za interakcje biatko-biatko.!*> Sekwencje TPR cechuje zdegenerowany uktad,
w ktérym jedynie 9 aminokwaséw w specyficznych pozycjach zachowuje wysoki stopien
konserwatyzmu.'** W konsekwencji, pierwotne struktury roznych TPR w obrebie konkretnego biatka
IFIT lub wérod cztonkow rodziny IFIT wykazujg znaczng zmienno$¢ sekwencji.'’” Biatka IFIT
wykazuja zdolno$¢ do selektywnego oddziatywania z r6znymi komoérkowymi RNA, wirusowymi RNA
i biatkami (Rys.19).
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Rysunek 19 Rola biatek IFIT w hamowaniu inicjacji translacji mRNA. Biatka IFITI i IFIT2 wigzq sie z kompleksem elF3,
blokujgc tworzenie kompleksu preinicjacyjnego 43S. IFIT1 rozpoznaje kap 5’ typu 0 (bez 2°-O metylacji), co zapobiega
tworzeniu kompleksu 43S—-mRNA i zatrzymuje translacje. Biatka IFIT hamujg rowniez translacje wirusowego RNA, blokujgc
wigzanie wirusowego IRES (np. HCV) z kompleksem preinicjacyjnym 43S, co prowadzi do zahamowania replikacji wirusa.
Rysunek zapozyczony z Diamond'3®

IFIT mogg rozpoznawac i wigzac si¢ z obcym RNA, szczegolnie tym, ktoére nie posiada grupy
metylowej w pozycji 2°-O w strukturze kapu mRNA, co jest charakterystyczne dla wielu wiruséw
RNA."*? Takie specyficzne wigzanie pozwala na rozréznienie migdzy RNA wirusowym, a RNA
komoérkowym. Interakcje te odgrywaja kluczowa role w utatwianiu dziatania przeciwwirusowego tych
molekut. Badania biochemiczne wykazaly, ze niektorzy cztonkowie rodziny biatek IFIT hamuja
efektywnos$¢ translacji bialek zaleznej od struktury czapeczki RNA, poprzez wigzanie si¢ z elementami
kompleksu elF3." W szczegodlnosci, ludzkie IFIT1 i IFIT2 mogg wigza¢ si¢ z wielopodjednostkowym
eukariotycznym czynnikiem inicjacji translacji 3 (elF3) i blokowa¢ tworzenie kompleksu 43S-
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mRNA. 4142 Poprzez wigzanie si¢ z RNA wirusa, bialka IFIT mogg blokowa¢ jego translacje, hamujgc
w ten sposob produkcje biatek wirusowych i replikacje patogenéw. Oprocz bezposredniego dziatania
antywirusowego, biatka IFIT moga réwniez wptywac na inne aspekty odpowiedzi immunologicznej,
takie jak modulacja aktywnos$ci cytokin i interakcje z innymi biatkami sygnalizacyjnymi, co wptywa na
0g6lng obrone komorki. Najbardziej znanym cztonkiem rodziny jest IFIT1, ktory rozpoznaje RNA
pozbawione metylacji w czapeczce mRNA (kap-0), a nastepnie hamuje ich translacje.'* Doktadnemu
opisowi biatka IFIT1 zostanie po§wigcony kolejny podrozdziat. Biatko IFIT2 wykazuje silne dziatanie
antywirusowe, gtownie poprzez regulacje procesu apoptozy oraz hamowanie replikacji wybranych
wirusow.'** W zaleznosci od kontekstu komorkowego i rodzaju stresu, IFIT2 moze promowaé badz
hamowa¢ apoptoze, co stanowi mechanizm obronny przeciwko infekcjom wirusowym, umozliwiajacy
ograniczenie rozprzestrzeniania si¢ wirusoOw poprzez eliminacje zainfekowanych komorek. IFIT2
wchodzi rowniez w interakcje z innymi biatkami komoérkowymi, w tym z czasteczkami
sygnalizacyjnymi oraz czynnikami translacyjnymi, co wptywa na ogo6lna odpowiedz komorki na stres
iinfekcje.!* Z kolei IFIT3 dziata synergistycznie z IFIT1 i IFIT2, modulujac sygnalizacje antywirusowa
oraz wplywajac na procesy komorkowe, takie jak odpowiedz na stres, sygnalizacja cytokin czy ekspresja
gendéw antywirusowych.'*® IFIT3 moze tworzy¢ kompleksy z innymi biatkami rodziny IFIT, co
wzmacnia ich dzialanie antywirusowe, umozliwiajac bardziej efektywne wigzanie RNA wirusowego
i blokowanie jego funkcji (Rys. 20).
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Rysunek 20 Schematyczna Sciezka skladania kompleksow IFIT. Stabe interakcje zaznaczone sq za pomocq odwracalnych
strzatek. Mapa ciepla ilustruje wzgledne powinowactwa ludzkich biatek IFIT wzgledem siebie oraz ich substratow RNA.

Rysunek zapozyczony z Mears'®

Podobnie jak biatko IFIT2, IFIT3 moze wptywac na procesy apoptotyczne, modulujac ekspresje
1 aktywno$¢ bialek zwiazanych z apoptoza, co jest istotne zardowno w kontekscie odpowiedzi na infekcje,
jak i regulacji procesow takich jak proliferacja i réznicowanie komorek.'*’ IFIT5 specjalizuje sie
w rozpoznawaniu konkretnych struktur wirusowego RNA. Wykazuje powinowactwo do RNA
posiadajacego na swoim koncu 5' trifosforany (5'ppp), ktoére sa typowe dla wielu wirusowych RNA, ale
nie wystepuja w wickszo$ci RNA eukariotycznych, gdzie 5° koniec jest zwykle chroniony przez kap.'*®
IFIT5S moze réwniez rozpoznawaé i wigza¢ si¢ z RNA posiadajacym specyficzne struktury
drugorzedowe, ktore czesto wystepuja w wirusowym RNA.'* Jak juz wspomniatem, IFIT1 i IFIT5
bezposrednio wigza si¢ z RNA, hamujac ich translacje na etapie inicjacji. Strategia ta jest szczego6lnie
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skuteczna, poniewaz RNA wigkszosci wirusow jest zwykle albo pozbawione czapeczki, albo posiada
strukture kap-0, zapobiegajac przejeciu przez wirusa maszynerii translacyjnej gospodarza i hamujac
replikacje wirusa.

4.6.1 Biatko IFIT1

Najistotniejszym przedstawicielem rodziny IFIT w kontek$cie moich badan jest czasteczka
IFIT1, znana rowniez jako ISG56 lub p56. Jest to biatko efektorowe wrodzonego uktadu
odpornosciowego, ktore jest indukowane w odpowiedzi na infekcje wirusowe przez interferony IFN-
o/B. Masa czgsteczki wynosi okoto 56 kDa.!* Gen ISG56 zlokalizowany jest na chromosomie 10 (locus
q23.3), a jego sekwencja sktada si¢ z dwoch egzondéw, z ktorych pierwszy koduje tylko 5'-UTR oraz
kodon startowy. Drugi egzon, oddzielony intronem o dtugosci kilku tysiecy zasad, koduje pozostata
cze$¢ mRNA.*! Czgsteczka IFIT1 sktada si¢ z 478 aminokwasow, cho¢ dtugo$¢ ta moze si¢ nieznacznie
rozni¢ w zalezno$ci od alternatywnego splicingu RNA lub polimorfizméw genetycznych.'*® Struktura
IFIT1 wyrdznia si¢ obecnoscig domen TPR, ktore odpowiadaja za specyficzne interakcje biatko-biatko
oraz bialko-RNA, umozliwiajac bezposrednie rozpoznawanie wirusowego RNA. Drugorzedowa
struktura tej czasteczki zdominowana jest przez motywy alfa helisy, ktére wystgpuja 21 razy w jej
sekwencji. Ponadto, IFIT1 zawiera trzy motywy helisa-zwrot-helisa oraz jeden motyw beta harmonijki.
Wigzanie RNA mozliwe jest dzigki domenom superhelikalnym, ktére obejmuja 7 kluczowych reszt
aminokwasowych (256-262) bezposrednio oddzialywujacych z RNA.!3® Region ten tworzy wysoce
dodatnio natadowang kieszen z wyrdznionym miejscem wigzania konca 5° kwasu nukleinowego
umozliwiajacym wigzanie ligandéw w postaci réznorodnie kapowanych RNA (Rys. 21).13%151

Rysunek 21 Struktura krystaliczna ludzkiego biatka IFITI (kolor niebieski) z czgsteczkq kap-0-RNA w kieszeni wigzqcej (kolor
261ty). Rysunek przygotowany na podstawie struktury krystalograficznej (PDB 5UDI) zdeponowanej przez Abbas, Y.M.!5?

Zaroéwno struktura jak i funkcja IFIT1 sg skoncentrowane na rozpoznawaniu i zwalczaniu
patogendw, w szczegolnosci wirusow, wplywajac na zahamowanie ich replikacji poprzez inhibicje
translacji. IFIT1 zlokalizowane jest gtownie w cytoplazmie komorki, gdzie ta biomolekuta moze
oddziatywa¢ na translacje RNA wirusow. Ilos¢ IFIT1 w komorce zalezy od jej typu, stanu oraz od
stymulacji interferonami. W wigkszo$ci typow komorek, bez stymulacji interferonem, poziomy IFIT1
sa niewykrywalne.'> Indukcja ekspresji tego genu jest zazwyczaj szybka i krotkotrwala, osiggajac
szczyt okoto 6 godzin po stymulacji IFN-a, a nastgpnie gwaltownie maleje w ciggu 12-24 godzin.'**
Jednakze dynamika ekspresji tego biatka moze r6zni¢ si¢ w zalezno$ci od rodzaju stymulacji i typu
komoérek. Mimo potencjalnej indukeji IFIT1 w roznorodnych typach komorek, najczesciej obserwuje
si¢ je w komorkach szczegdlnie narazonych na infekcje wirusowe, takich jak komorki nabtonkowe,
dendrytyczne oraz limfocyty B i T.!5
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Jedna z najlepiej scharakteryzowanych funkcji biatka IFIT1 na poziomie komérkowym jest jego
zdolno$¢ do zatrzymywania procesu translacji przez wigzanie z konkretnymi podjednostkami elF3.!%
Badania szczegdtowo wykazaty, ze mechanizm ten polega na inhibicji co najmniej jednej z wielu funkcji
elF3 w fazie inicjacji translacji.'*® eIF3 to kompleks biatkowy o masie okoto 800 kDa, sktadajacy sie
z 13 réznych podjednostek, znanych jako elF3a-m.'”” Odpowiada on za szereg zadah na wstepnym
etapie translacji, w tym za rozdzielenie podjednostek 60S/40S rybosomow 80S, wspieranie formowania
kompleksu startowego elF2/GTP/Met-tRNAI, taczenie si¢ z elF4F oraz za tworzenie kompleksu
preinicjacyjnego 48S.1® IFIT1 selektywnie zaktdca formowanie tego kompleksu startowego przez
interakcje C-terminalnego fragmentu biatka z podjednostka elF3e (Rys. 22).
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Brak wigzania IFIT1 wigze kap-0 RNA i zapobiega

do kap-1 RNA wigzaniu RNA do el4E
Rysunek 22 IFIT1 hamuje inicjacje translacji, konkurujgc z elF4E o wigzanie z wirusowym mRNA pozbawionym modyfikacji
2"-0 metylacji. Po lewej stronie, nRNA z kapem-1 (z modyfikacjq 2'-O) wigze si¢ z e[F4E, co prowadzi do skutecznej translacji

wirusowego mRNA. Biatko IFITI nie wigze si¢ z mRNA z kapem-1. Po prawej stronie, IFIT1 wigze si¢ z mRNA z kapem-0 (bez
modyfikacji 2'-O), co zapobiega wigzaniu elF4E i prowadzi do zahamowania translacji. Rysunek na zapozyczony z Diamond'#

Ogolne hamowanie translacji komorkowej za posrednictwem IFIT1 mozna uznaé za czgs¢
niespecyficznego programu przeciwwirusowego wywotanego ekspozycjag komoérek na IFN lub
wirusowe wzorce molekularne, ktore indukuja skoordynowang ekspresje tych i innych ISG. Jednak
repertuar funkcji biatek IFIT1 rozcigga si¢ rowniez na specyficzne oddziatywania z jednoniciowymi,
egzogennymi RNA znajdujacymi si¢ w cytoplazmie w trakcie infekcji wirusowych. Bezposrednie
wigzanie bialek IFIT do konca 5’ wirusowego RNA zaburza replikacje wirusa, hamujac powstawanie
kolejnych biatek budujgcych wiriony juz na poziomie mRNA."*’ Kluczowym elementem IFIT1,
odpowiedzialnym za interakcje z kwasem nukleinowym, jest dodatnio naladowana kieszen wiazaca
RNA.'" W poréwnaniu do IFITS5, jest ona wydtuzona i posiada dodatkowe hydrofobowe zaglebienie,
ktore moze pomiesci¢ czasteczke N7-metyloguanozyny w wielu réznych konformacjach.!*® Taka
organizacja strukturalna sprawia, ze specjalizujgcy si¢ w wigzaniu kapowanych RNA IFIT1, moze
z réznym powinowactwem oddziatywa¢ z RNA w zalezno$ci od struktury 5 konca (kapu) danej
czasteczki kwasu nukleinowego. Ten mechanizm pozwala IFIT1 na efektywne wykrywanie obcych
molekul RNA w cytoplazmie, wigzanie ich i hamowanie translacji wirusowych bialek w ludzkich
komorkach. Do tej pory badania nad specyficznoscig IFIT-RNA byly prowadzone gtéwnie przy uzyciu
technik biochemicznych, ktore daty przyblizone szacunki powinowactwa wigzania.'* W ukladach
eksperymentalnych wykorzystujacych rekombinowane biatka, IFIT1 wykazywal najsilniejsza
preferencje wigzania kap-0-RNA w stosunku do kap-1-RNA (posiadajacego 2’-O metyl na pierwszym
transkrybowanym nukleotydzie) oraz nickapowanego (tj. 5'-trisforylowanego) RNA."*® Interakcje IFIT1
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z RNA badano do tej pory przy uzyciu r6znych metod, w tym hamowania wydtuzania primeréw (ang.
primer-extension inhibition)'?®, testu przesuniecia elektromobilno$ci (EMSA, ang. electromobility shift
assays)" oraz powierzchniowego rezonansu plazmonowego (SPR, ang. surface plasmon resonance).'*°
Badania te konsekwentnie wskazywaly na wysokie powinowactwo IFIT1 do kapu-0-RNA,
z warto$ciami statej dysocjacji (Kp) w zakresie od 23 do 175 nM, niezaleznie od pochodzenia RNA
(wirusowego lub gospodarza) i sekwencji. Analogiczne badania wykazaty, ze IFIT1 wiaze si¢ réwniez
z 5'-trifosforan-RNA i kap-1-RNA, aczkolwiek ze znacznie nizszym powinowactwem (Kp ~250 nM do
>1 uM dla ppp-RNA i Kp ~450 do 710 nM dla kap1-RNA).!#%1€0.161 Jak wynika z testow wydtuzania
starterow, elementem krytycznym czgsteczki RNA dla prawidlowego wigzania do IFIT1 jest kap RNA
oraz co najmniej 4-5 nukleotydow ponizej struktury czapeczki.!**!'®? Te dodatkowe nukleotydy
prawdopodobnie zwigkszaja stabilno§¢ wiazania IFIT1-RNA, blokujac rekrutacje dodatkowych
ligandow do kieszeni wiazacej lub eliminujac niespecyficzne interakcje poprzez indukowanie zmian
w konformacji biatka.!®® Skuteczno$¢ wykrywania obcego mRNA i zapobiegania rozwojowi infekcji
jest jeszcze wieksza, gdy IFIT1 dziata w kompleksie z IFIT3 (Rys.23).13%164.165
Znacznie mniej wiadomo na temat rozpoznawania IFIT1 przez inne struktury kapu, np.
niekanoniczne czapeczki wystepujace na niektorych endogennych, wirusowych i bakteryjnych RNA lub
chemicznie modyfikowane kapy, ktore sa syntezowane w celu modyfikacji transkrybowanych in vitro
RNA. Opracowanie prostej, tatwo dostepnej, a takze oszczednej pod wzgledem materiatu i czasu metody
oceny interakcji kapowanego RNA z IFIT1 znaczaco przyspieszytoby badania w tym obszarze.
Wprowadzenie modyfikacji strukturalnych w obrebie czapeczki na 5' koncu RNA moze korzystnie
wplywac na poziom translacji mRNA w systemach biologicznych, takich jak linie komérkowe i modele
mysie.'%® Jednocze$nie niezmiernie istotne pozostaje okreslenie wptywu takich modyfikacji na uktad
T— immunolo g‘iczny g(?spo.darza, w tym biatka
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B i RNA, jak IFIT1. Ustalenie powinowactwa
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Rysunek 23 Wplyw biatek IFIT1 oraz kompleksu IFITI-IFIT3 na translacje wirusowego RNA. Po lewej stronie, IFITI wigze
si¢ z wirusowym kap-0 RNA, co prowadzi do czesciowego zahamowania translacji. Po prawej, kompleks IFITI-IFIT3
wzmacnia rozpoznanie wirusowego RNA oraz stabilizuje IFIT1, co skutkuje petnym zahamowaniem translacji wirusowego kap-
0 RNA. Rysunek na podstawie Johnson'®
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5. Perspektywy terapeutycznego wykorzystania czgsteczek mRNA

Mozliwos¢ wykorzystania mRNA w medycynie stanowita przedmiot badan naukowych juz od
lat 60. XX wieku. Jednak jej rozw6j w kontekscie zastosowan terapeutycznych zaczat nabiera¢ tempa
dopiero w ostatnich dekadach, gltownie dzigki postepowi w dziedzinie biologii molekularnej
i nanotechnologii. Zainteresowanie mRNA, jako potencjalnym narzedziem terapeutycznym datuje si¢
na poczatek lat 90. XX wieku, kiedy to naukowcy zaczgli eksplorowa¢ mozliwo$¢ wykorzystania
syntetycznego mRNA do produkcji biatek w komorkach.'®” Idea polegata na wprowadzeniu do komorek
pacjenta mRNA kodujacego pozadane biatko, ktore mogloby dziata¢ jako lek, np. poprzez uzupetnianie
brakujacych lub nieprawidlowych biatek w genetycznie uwarunkowanych chorobach, stymulowanie
uktadu odpornosciowego w terapiach przeciwnowotworowych lub w produkcji szczepionek. Jednak
wczesne proby zastosowania mRNA napotkaly szereg wyzwan, takich jak niska stabilno$¢ czasteczek
mRNA, ich sktonno$¢ do degradacji przez enzymy (RNazy) oraz wywotywanie niepozadanych reakcji
immunologicznych. Te problemy znaczaco ograniczaly efektywnos$¢ terapii. Przetom nastgpit
w ostatnich dwdch dekadach, gléwnie dzieki postgpom w technologii inzynierii genetycznej czasteczek
mRNA oraz opracowaniu skutecznych metod dostarczania RNA do komoérek. Nowatorskie metody
terapeutycznego wykorzystania mRNA powstatego w procesie transkrypcji in vitro (IVT mRNA)
umozliwity zastosowanie takich molekul, jako aktywnego skladnika w szczepionkach przeciwko
wirusom i nowotworom, a takze w terapiach genowych. W krétkim czasie okazalo si¢, ze podejscie
oparte na mRNA oferuje liczne zalety w poréwnaniu z tradycyjnymi metodami terapeutycznymi.
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Rysunek 24 Zastosowania terapii mRNA. Roznorodne zastosowania terapii opartych na mRNA, w tym zapobieganie COVID-
19, wirusowi Ebola, RSV, wirusowi wscieklizny, wirusowi Zika oraz leczenie nowotworow. Dodatkowo, wskazuje na
potencjalne zastosowania w leczeniu chorob genetycznych, choroby Alzheimera, chorob uktadu sercowo-naczyniowego,
zaburzen naczyniowych i innych schorzen, ktore mogq skorzysta¢ z technologii mRNA. Rysunek na podstawie pracy Chavda et
al. 168

W przeciwienstwie do szczepionek bazujacych na dezaktywowanych lub atenuowanych
wirusach, szczepionki mRNA nie niosg ryzyka zakazenia i dzialajg skutecznie, nawet jesli pacjent ma

juz odpornos¢ na inne wirusy stosowane jako nos$niki w tradycyjnych szczepionkach. W odréznieniu od
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DNA, mRNA nie niesie ryzyka mutagenezy, poniewaz nie integruje si¢ z genomowym DNA 1 jest
naturalnie degradowane przez komorke. Nowoczesne techniki modyfikacji mRNA umozliwiajg
zwigkszenie jego stabilnosci, regulacje immunogennos$ci, poprawe efektywnos$ci translacji, a takze
precyzyjng kontrole metabolizmu i czasu jego aktywnosci w komorkach. Przyktadem takiej modyfikacji
jest zastgpienie urydyny pseudourydyng lub jej pochodnymi'®’, o czym wiecej napisze w dalszych
podrozdziatach. Dzigki zastosowaniu syntetycznych no$nikéw do efektywnego i bezpiecznego
dostarczania mRNA do komoérek docelowych, takich jak nanoczastki lipidowe (LNP, ang. lipid
nanoparticles), znaczaco poprawity sie mozliwosci terapeutycznego zastosowania technologii mRNA.
Ponadto, mRNA mozna produkowa¢ stosunkowo tanio i efektywnie na duzg skal¢ metoda IVT,
wykorzystujac rozwigzania opracowane juz w 1984 roku przez zesp6t Paula Kriega i Douglasa Meltona
z Uniwersytetu Harwarda.!'”” Ogromny postep w tej dziedzinie technologii mRNA nastgpit
w odpowiedzi na pandemi¢ COVID-19, kiedy to szczepionki mRNA opracowane przez firmy takie jak
Moderna i Pfizer we wspdlpracy z BioNTech zostaty szybko wprowadzone na rynek. Warto jednak
podkresli¢, ze ten sukces nie bylby mozliwy bez wieloletnich badan nad technologia mRNA, ktére
obejmowaty liczne badania kliniczne prowadzone na dtugo przed pandemia. Wykorzystanie mRNA do
produkcji szczepionek przeciwko SARS-CoV-2 wykazato nie tylko ich skutecznos$¢, ale takze wysokie
tempo opracowania takich preparatow i mozliwos¢ szybkiego dostosowania ich do nowych wariantéw
wirusa. Wspoltczesnie technologia mRNA otwiera nowe mozliwosci w terapii wielu chordb, nie tylko
infekcyjnych, ale takze genetycznych, nowotworowych oraz w dziedzinie terapii regeneracyjnej (Rys.
24). Pomimo wyzwan, takich jak dostarczanie do specyficznych typow komorek oraz koniecznosé
dalszej oceny efektow dlugotrwalego stosowania, szybki rozwdj i sukcesy kliniczne wskazuja na
ogromny potencjat tej technologii w przysztosci medycyny.

5.1 Terapie genowe

Celem terapii genowych opartych na DNA jest zastapienie uszkodzonych lub brakujacych
genoéw poprzez dostarczenie prawidlowych sekwencji genetycznych. Dzigki temu mozliwe jest
wytworzenie brakujacych lub funkcjonalnych biatek, co umozliwia korekte zaburzen genetycznych
odpowiedzialnych za zaktocenia kluczowych procesow komoérkowych. Rozwdj wspomnianych metod
leczenia skupiat si¢ pierwotnie na tworzeniu terapii zastepujacych biatka (ang. protein replacement
therapies), ktore wprowadzaja do organizmu geny zdolne do syntezy nieprodukowanych naturalnie lub
produkowanych w znieksztatconej formie biatek, bez potrzeby ingerencji leczniczej.!”! Najszybszym
sposobem osiagniecia ekspresji biatka jest bezposrednie dostarczenie pozadanego biatka do chorej
tkanki. To podejscie oferuje kilka korzysci, takich jak pominigcie procesu translacji w komorkach, co
umozliwia precyzyjna regulacje dawki, osiagniecie wysokich stezen biatka w docelowej tkance oraz
wieksza kontrolg nad terapia w pordwnaniu z metodami genowymi opartymi na wektorach wirusowych.
Jednakze ma to rowniez pewne ograniczenia, przez co nie jest odpowiednie w leczeniu wielu schorzen.
Gléwnym wyzwaniem jest konieczno$¢ zachowania trojwymiarowej struktury biatek, ktora warunkuje
ich aktywno$¢ biologiczng, a takze ich wielko$¢, ktora utrudnia efektywna penetracje tkanek.
Dodatkowo, podawane biatka charakteryzujg si¢ krotkim okresem pottrwania, co w polaczeniu
z niestabilnoscig i potencjalng immunogenno$cia ogranicza skutecznos¢ tej metody. Kolejnym istotnym
ograniczeniem jest brak mozliwosci dostarczania biatek dziatajacych wewnatrz komorek, takich jak
czynniki transkrypcyjne czy inne regulatory komorkowe, co dodatkowo ogranicza potencjat
terapeutyczny tego podejscia.

Terapie genowe wykorzystujace kwasy nukleinowe pierwotnie opieraly si¢ na
rekombinowanych czasteczkach plazmidowego DNA, ktéry podawano do wngtrza komorek poprzez
transdukcje w wektorach wirusowych.!”? Takie rozwigzanie pozwalalo co prawda na dostarczenie
sekwencji kodujacej prawidlowe biatko do cytoplazmy komorek chorego, jednak sama metoda okazata
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si¢ wysoce cytotoksyczna i immunogenna, co prowadzito do powaznych efektow ubocznych.
Dodatkowo plazmidowe DNA z cytoplazmy musiato by¢ przetransportowane do jadra komorkowego,
wbudowane do genomu, ulec transkrypcji, a molekuta mRNA ponownie trafi¢ do cytoplazmy
i uczestniczy¢ w biosyntezie pozadanego biatka. Wieloetapowos¢ tego podejscia skutkowala niska
efektywno$cia terapii oraz dlugim czasem oczekiwania na reakcje po zastosowaniu leczenia.
Zastosowanie syntetycznych mRNA do powyzszego zadania umozliwia ominiecie wielu krytycznych
etapow, w tym integracji z DNA gospodarza, a to minimalizuje zagrozenie zwigzane z mutageneza
1 potencjalnie nieprzewidywalnymi efektami ubocznymi terapii. Z drugiej strony, warto zauwazy¢, ze
mRNA musi by¢ regularnie dostarczane do organizmu, poniewaz jest ono szybko degradowane, podczas
gdy DNA wbudowane w genom komorki pozostaje w nim na stale i moze stale produkowac
odpowiednie biatko.

Obecnie liczne osrodki badawcze oraz firmy prywatne intensywnie pracujg nad rozwojem
metod terapeutycznych opartych na terapii genowej.'” Ta technologia stwarza nowe perspektywy
w leczeniu chordb genetycznych, oferujac potencjalng mozliwos¢ wyleczenia schorzen, ktore do tej
pory byly uwazane za nieuleczalne. Wykorzystanie RNA i DNA w terapiach genowych umozliwia
precyzyjne ukierunkowanie na konkretne defekty genetyczne, co przynosi obiecujace rezultaty
w badaniach klinicznych. Doskonatym przyktadem moze by¢ zastosowanie dwodch réznych technik
w leczeniu rdzeniowego zaniku miesni SMA (ang. spinal muscular atrophy).'™ SMA jest chorobg
genetyczng, ktora prowadzi do postgpujacego ostabienia mig$ni, wynikajacego z utraty motoneurondow
w rdzeniu krggowym. Motoneurony odpowiadajg za kontrolg nad mig$niami szkieletowymi w obrebie
rdzenia kregowego, a postepujaca choroba prowadzi do ich degeneracji i $§mierci. Choroba ta jest
spowodowana mutacjg w genie SMN1, ktory jest kluczowy dla przetrwania motoneuronéw (Rys. 25).
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Rysunek 25 Porownanie funkcjonowania neuronow ruchowych w stanie normalnym i w rdzeniowym zaniku miesni (SMA). Po
lewej stronie, w warunkach normalnych, biatko SMN utrzymuje prawidiowe funkcjonowanie neuronu, a sygnaly z mozgu
docierajg do migsni, co umozliwia ich skurcz. Po prawej stronie, w SMA, mutacja genu SMN1 lub jego brak prowadzi do
niedoboru biatka SMN, co powoduje dysfunkcje neuronu i brak przekazywania sygnatu do migsni, co skutkuje ich zanikiem.
Rysunek na podstawie newbornscreening.info!”>

Jedna z obiecujacych metod leczenia jest terapia oparta na mRNA, majaca na celu dostarczenie
kopii mRNA kodujacego biatko SMN, ktore moze ulega¢ translacji w komorkach pacjenta
i zrekompensowa¢ niedobor biatka SMN spowodowany przez mutacje genetyczne.!’® W ramach badan
klinicznych, pacjentom z SMA podawano syntetyczne mRNA za pomocg wektorow wirusowych lub
nanoczastek, co pozwolilo na bezposredni transport mRNA do komorek docelowych. Ta strategia
umozliwita tymczasowg ekspresje biatka SMN, co moze prowadzi¢ do poprawy funkcji migsniowe;j
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i spowolnienia lub zatrzymania postgpu choroby. Terapia ta pozwala na omijanie uszkodzonego genu
SMN1 i bezposrednie dostarczenie funkcjonalnego mRNA do komorek. Drugie podejscie do leczenia
atrofii mig$niowej rdzeniowej zaktada wykorzystanie terapii antysenownych oligonukleotydow ASO
(ang. antisense oligonucleotides).'”” W jej trakcie pacjentom podawano poprzez bezposrednie iniekcje
dokanatowe czasteczki nusinersenu (Spinrazy) do plynu mézgowo-rdzeniowego. Mechanizm dziatania
nusinersenu polega na korekcji splicingu genu SMN2, ktory na skutek mutacji ulega alternatywnemu
splicingowi, prowadzgcemu do pomini¢cia egzonu 7 w transkrypcie SMN2. W efekcie powstaje
skrécone 1 niefunkcjonalne biatko, ktore nie jest w stanie wspiera¢ neuronéw ruchowych. Nusinersen,
jako antysensowny oligonukleotyd, wiaze si¢ z pre-mRNA genu SMN2 w okolicy eksonu 7. Dzigki
temu stabilizuje miejsce splicingowe, zapobiegajac jego pominigciu w procesie obrobki mRNA.
W rezultacie powstaje prawidlowy transkrypt mRNA, ktory umozliwia produkcje pelnowartosciowego
biatka SMN. Ten mechanizm dziatania pozwala na cz¢sciowe przywrocenie funkcji biatka SMN, co
spowalnia postep choroby i1 poprawia funkcje motoryczne u pacjentow z SMA. Terapia ta wykazata
znaczacg poprawe w zakresie sity migsniowej 1 funkcji motorycznych u pacjentow z SMA w réznych
badaniach klinicznych, wtaczajac niemowleta, dzieci oraz dorostych. Nusinersen byt pierwszym lekiem
zatwierdzonym przez amerykanska agencj¢ zywnosci i lekow FDA (ang. food and drug administration)
dla pacjentow cierpigcych na SMA. Terapia ta stanowi wazny postep w dziedzinie medycyny
molekularnej, oferujac nowa nadzieje dla pacjentéw z chorobami dotychczas uwazanymi za
nieuleczalne.

5.2 Edycja genow

Dziedzing terapii genowych o szczegdlnie interesujacych mozliwosciach jest z pewno$cia
edycja genow (ang. genome editing).'’® Jest to proces biotechnologiczny, ktory umozliwia dokonywanie
precyzyjnych zmian w DNA organizmoéw zywych. Metoda ta pozwala na dodawanie, usuwanie lub
modyfikowanie konkretnych sekwencji genetycznych w genomie, co otwiera szerokie mozliwosci
w zakresie badan naukowych i medycyny, w tym leczenie choréb genetycznych poprzez korygowanie
mutacji oraz rozw0j nowych terapii. Edycja genow odbywa si¢ za pomoca roznych narzedzi i metod,
wsérod ktérych najbardziej znane to CRISPR-Cas9 (ang. clustered regularly interspaced short
palindromic repeats and CRISPR-associated protein 9), ZFN (ang. zinc finger nucleases) i TALEN
(ang. transcription activator-like effector nucleases).'”'®® Kazda z tych technologii wykorzystuje
specjalnie zaprojektowane biatka lub RNA do celowania w okreslone miejsca w genomie, gdzie moga
indukowac¢ cigcie DNA. Aktywuje to naturalne mechanizmy naprawcze komorki, ktére moga zostac
wykorzystane do wprowadzenia zmian w DNA. Najbardziej powszechnie stosowang metodg jest
CRISPR-Cas9, ktora wykorzystuje system obrony bakteryjnej przeciwko wirusom (Rys. 26). CRISPR
oznaczajacy skupione regularnie rozmieszczone krotkie palindromiczne powtorzenia odnosi si¢ do
unikalnej organizacji sekwencji DNA znajdujacych si¢ w genomach wielu bakterii i archeonéw. System
CRISPR stuzy jako rodzaj pamigci immunologicznej, umozliwiajgc bakteriom rozpoznanie i obrong
przed ponownymi atakami tych samych wiruséw. Cas9 to endonukleaza, ktore odgrywa kluczowa role

efektorowg w tym systemie. '8!

Mechanizm dziatania CRISPR-Cas9 rozpoczyna si¢ od zaprojektowania
przewodnika RNA, gRNA (ang. guide RNA), ktéry jest specyficznie dostosowany do celowania
w okres$long sekwencje genetyczng w ludzkim genomie. Sekwencja gRNA musi by¢ komplementarna
do regionu docelowego, aby zapewni¢ wysoka specyficzno$¢ interakcji z DNA. gRNA lgczy sie¢
z bialkiem Cas9, tworzac kompleks zdolny do przeszukiwania genomu w celu odnalezienia konkretnej
sekwencji DNA. Kluczowe dla dziatania kompleksu jest rowniez rozpoznanie sekwencji PAM (ang.
protospacer adjacent motif), co zapewnia dodatkowa specyficzno$¢ i ochrong przed cigciem
niezamierzonych miejsc w genomie. Dostarczenie kompleksu CRISPR-Cas9 do ludzkich komorek

moze by¢ realizowane na rézne sposoby, w tym za pomocg wektoréw wirusowych, liposomow,
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elektroporacji, iniekcji mikrostrzykawka czy tez czasteczek mRNA.'® Po dostarczeniu do komorek,
kompleks gRNA-Cas9 lokalizuje specyficzng sekwencje docelowa w DNA i indukuje podwdjne
peknigcie nici DNA w tym miejscu. Cigcie to jest precyzyjne i kontrolowane przez komplementarno$¢
miedzy gRNA, a sekwencja docelowa. Peknigcia DNA aktywujg naturalne mechanizmy naprawcze
komorki. W zalezno$ci od kontekstu, moze zosta¢ wykorzystany mechanizm niehomologicznego
taczenia koncow (NHEJ) lub homologiczna rekombinacja (HR).!33 NHEJ czesto prowadzi do insercji
lub delecji, co moze wylaczy¢ gen, natomiast HR, w obecnos$ci matrycy DNA, umozliwia wprowadzenie
specyficznych zmian lub dodanie nowych sekwencji.

Formowanie kompleksu CRISPR
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Rysunek 26 Mechanizm edycji genomu za pomocqg CRISPR/Cas9. Metoda ta wykorzystuje RNA przewodnik (gRNA), ktory
prowadzi enzym Cas9 do okreslonego fragmentu DNA w genomie, powodujqc przerwanie obu nici. Jesli dostarczony zostanie
fragment DNA dawcy, mozliwe jest wprowadzenie nowego materiatu genetycznego. W przypadku braku takiego fragmentu,
komorka samodzielnie naprawia uszkodzenie, co moze skutkowac wstawieniem lub usunigciem fragmentu DNA, co z kolei moze
zmieni¢ ramkg odczytu genu i wplyngé na jego funkcje. Rysunek na podstawie pracy Costa et al.’¥*

Ciekawym przyktadem wykorzystania systemu CRISPR-Cas9 jest zastosowanie tej techniki

w leczeniu dystrofii miesniowej Duchenne'a (DMD ang. Duchenne muscular dystrophy).'®> DMD jest
cigzka chorobg genetyczng charakteryzujaca si¢ postgpujagcym ostabieniem i degeneracja migsni.
Choroba ta jest spowodowana mutacjami w genie dystrofiny, ktora odgrywa kluczowa role
w utrzymaniu integralnosci i funkcji migsni szkieletowych. Terapia genowa oparta na technice CRISPR-
Cas9 miata na celu naprawe tych mutacji bezposrednio w komorkach pacjenta. W badaniach klinicznych
system CRISPR-Cas9 zostat dostarczony do komorek migéniowych za pomocg wektorow wirusowych,
co umozliwito precyzyjne usunigcie uszkodzonej sekwencji genu dystrofiny i wstawienie prawidtowe;j
sekwencji. Taki zabieg przywrocit produkcje funkcjonalnego biatka, co znaczaco poprawito jakos¢
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zycia pacjentow. W niektorych przypadkach terapia ta doprowadzita do spowolnienia postepu choroby
lub nawet jej czeSciowego odwrocenia.

5.3 Szczepionki mRNA

Szczepionki oparte na mRNA stanowig przetomowga technologie w prewencji chorob zakaznych
oraz leczeniu choréb nowotworowych.!3¢ W zaleznosci od wykorzystywanej sekwencji genu, mozna
podzieli¢ je na dwie gtéwne kategorie: szczepionki profilaktyczne oraz szczepionki terapeutyczne.
Obydwie kategorie wykorzystuja molekularne mechanizmy dzialania mRNA do indukowania
odpowiedzi immunologicznej, ale majg rézne cele i zastosowania (Rys. 27).

Terapeutyczna zastosowania szczepionek mRNA
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Rysunek 27 Potencjalne terapeutyczne zastosowania szczepionek mRNA

Szczepionki profilaktyczne oparte na mRNA majg na celu zapobieganie chorobom zakaznym
poprzez nauke systemu odporno$ciowego rozpoznawania i zwalczania konkretnych patogenow.'®’
Dziataja one poprzez dostarczenie syntetycznego mRNA kodujacego biatka lub fragmenty bialek
specyficznych dla danego wirusa lub bakterii. Po wprowadzeniu do organizmu, mRNA jest
wykorzystywany przez komorki do produkcji tych biatek, ktore nastepnie sg prezentowane uktadowi
odpornosciowemu. Nie prowadzi to do infekcji, ale imituje atak patogenu, co skutkuje rozwinigciem
specyficznej odpornosci. Przyktadem takiej szczepionki sg szczepionki przeciwko COVID-19, takie jak
te opracowane przez firmy Pfizer/BioNTech i Moderna, ktére kodujg biatko kolca S (ang. spike) wirusa

188 Badania nad

SARS-CoV-2, umozliwiajac organizmowi rozpoznanie i zwalczanie wirusa.
profilaktycznymi szczepionkami mRNA obejmuja rowniez inne choroby, takie jak grypa, Zika, czy
cytomegalia.'®® Warto rowniez wspomnie¢ o drugiej szczepionce mRNA (Moderna) zatwierdzonej
przez FDA przeciw wirusowi RSV (ang. respiratory syncytial virus).'”®

Szczepionki terapeutyczne oparte na mRNA, majg na celu leczenie istniejagcych chordb, a nie
ich zapobieganie. Sa one szczegolnie obiecujace w onkologii, gdzie moga by¢ wykorzystane do
indukowania odpowiedzi immunologicznej przeciwko komoérkom nowotworowym. Szczepionki te
dostarczaja mRNA kodujace antygeny nowotworowe, np. takie ktore sg prezentowane na powierzchni
komorek nowotworowych, ale nie na zdrowych komorkach. Po dostarczeniu mRNA i produkcji
antygenow nowotworowych, system odporno$ciowy jest w stanie rozpoznac i zniszczy¢ komorki
nowotworowe prezentujace te antygeny. W ten sposob, szczepionki terapeutyczne oparte na mRNA
moga wspomagac leczenie raka poprzez aktywacje uktadu odpornosciowego przeciwko komoérkom
nowotworowym.
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Nad rozwojem szczepionek mRNA pracuja zarowno instytucje akademickie, jak i firmy
biotechnologiczne i farmaceutyczne na catym $§wiecie. Liderami w tej dziedzinie sg m.in. firmy
Pfizer/BioNTech, CureVac oraz Moderna, ktore opracowaly pierwsze na $wiecie szczepionki mRNA
przeciwko COVID-19. Tworzenie efektywnej szczepionki na bazie mRNA wymaga szczegdlnego
uwzglednienia unikalnych wlasciwo$ci tej czasteczki. Preparaty tego typu musza spetnia¢ kilka
kluczowych kryteridow, aby zapewni¢ skuteczno$¢ i bezpieczenstwo terapii. Jednym z gltownych
wyzwan jest nietrwalo$¢ czasteczek mRNA, ktore sa podatne na szybka degradacje przez enzymy
obecne w organizmie. Dlatego kluczowe znaczenie ma odpowiednie zaprojektowanie syntetycznego
transkryptu, ktorego struktura — w tym optymalizacja sekwencji, stabilizacja koncow mRNA oraz
odpowiednia modyfikacja chemiczna — pozwala na zwigkszenie trwato$ci czasteczki i efektywnos¢ jej
translacji. Dzigki tym zabiegom mozliwe jest zapewnienie odpowiedniego poziomu produkcji
terapeutycznego biatka, co przektada si¢ na skuteczno$¢ dziatania szczepionki (Rys. 28).

mMRNA ze zmodyfikowanymi nukleozydami mMRNA ze zoptymalizowang sekwencjg
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Rysunek 28 Schemat modyfikacji i elementow strukturalnych syntetycznego mRNA stosowanych w terapiach. Przedstawiono
nukleozydowe modyfikacje mRNA, analogi kapu, optymalizowane sekwencje kodujqce, strukturalne elementy UTR, a takze
modyfikacje konca 3°, takie jak ogon poli(4) oraz koliste mRNA. Kazdy z tych elementow moze by¢ optymalizowany
i modyfikowany w celu modulowania stabilnosci, aktywnosci biologicznej oraz wptywu na uktad immunologiczny gospodarza.
Rysunek na podstawie pracy Verbeke et al.’®!

Sekwencja kodujaca ORF (ang. open reading frame) zawiera pelny zapis nukleotydowy danego
genu. Projektujac ten element nalezy zwroci¢ szczeg6lna uwage na optymalizacje sekwencji pod
wzgledem wystepowania danych kodonow — trojek nukleotydowych kodujacych dany aminokwas,
struktury drugorzedowej molekuly mRNA oraz zawarto$ci urydyn, ktére mogg prowadzi¢ do
powstawania reakcji odpornosciowych organizmu, ze wzgledu na wysokie powinowactwo do
receptorow TLR.'? Celem tej optymalizacji jest minimalizacja reaktogenno$ci mRNA i dostosowanie
sekwencji nukleotydowej do parametrow najlepiej odpowiadajacych wydajnej translacji biatka
w organizmie docelowym. Warto zaznaczy¢, ze w zalezno$ci od gatunku, wykorzystanie konkretnych
kodonow jest rdzne, co przeklada si¢ na odmienny optymalny uktad sekwencji kodujacej ten sam gen
w dwoch roznych organizmach, np. u cztowieka i myszy.'** Struktura drugorzedowa czasteczki mRNA
réwniez znaczaco wplywa na ekspresje bialek. Otwarta struktura wyzszego rzedu czgsteczki, cechujgca
si¢ niskg warto§cia minimalnej energii swobodnej MFE (ang. minimal free energy), sprzyja
194 Procentowa
zawarto$¢ urydyn w sekwencji kodujacej mRNA przektada si¢ na immunogennos¢ takiej czasteczki

efektywnemu przetwarzaniu nici mRNA przez maszyneri¢ translacyjng komorki.

w organizmie pacjenta. Wynika to z aktywacji receptoroéw (TLR7) znajdujacych si¢ w endosomach
komorek odporno$ciowych, ktore specyficznie rozpoznaja pojedyncze nici RNA bogate w urydyne.'?
Dodatkowo sekwencje bogate w urydyne moga tworzy¢ specyficzne struktury wyzszego rzedu, jak
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petle, czy spinki do wloséw w transkryptach mRNA, dodatkowo zwigkszajac ich immunogennosé
poprzez ulatwienie ich rozpoznawania przez system immunologiczny.'”® Optymalizacja zawarto$ci
urydyn (U%) polega na ograniczaniu wykorzystania tej zasady azotowej na trzeciej pozycji w kodonach.
Umozliwia to redukcje U% do kilkunastu procent (optymalnie ~ 12-14 %)."” Niemniej istotne od
samego ORF sg regiony niekodujace UTR (ang. untranslated region) zlokalizowane na obu koncach
otwartej ramki odczytu. 5' UTR jest to sekwencja znajdujaca si¢ przed startowym kodonem AUG
wmRNA. 5' UTR odgrywa wazna rol¢ w inicjacji translacji, poniewaz zawiera sekwencje regulatorowe,
ktoére moga wiaza¢ czynniki inicjujace translacje oraz rybosomy, wplywajac tym samym na szybkos¢
i efektywnos¢, z jaka dane mRNA jest thumaczone na biatko.'”® 3' UTR znajduje si¢ za kodonem stop
OREF ijest wazny dla regulacji stabilnosci mRNA oraz jego degradacji. 3' UTR zawiera miejsca wigzania
dla biatek oraz mikroRNA, ktoére mogg hamowaé translacje lub promowaé¢ degradacje mRNA.'”
Dtugosc i sktad sekwencji 3' UTR moga znacznie wptywac na czas zycia mRNA 1 efektywnos¢, z jaka
biatko jest produkowane w komorce. Projektujac terapeutyczne mRNA, nalezy skupi¢ si¢ na
sekwencjach UTR, ktore wystepuja w genach charakteryzujacych si¢ naturalnie wysoka ekspresja.
Przyktadem sa dobrze zbadane i wykorzystywane sekwencje UTR pochodzace z ludzkiej B-globiny
HBB. (ang. human B-globin).** Niezbedny element stanowi rowniez struktura czapeczki RNA, ktora
zwigksza efektywnos$¢ syntezy biatek. Kap moze by¢ dodany do mRNA w trakcie transkrypcji za
pomocg syntetycznego analogu lub po transkrypcji przez specjalne enzymy. Nie mniej istotny jest drugi
koniec czasteczki RNA (3’) i obecny tam ogon poli(A). Odpowiednia dlugos¢ tancucha reszt
adeninowych jest kluczowa dla stabilnosci mRNA oraz sprzyja procesowi translacji. Ogon poli(A) moze
by¢ dodany zaréwno w trakcie transkrypcji in vitro, jak i po niej za pomoca enzymu polimerazy poli(A).
Nalezy jednak pamicta¢, ze kazda modyfikacja naturalnej sekwencji niesie ze soba ryzyko
wprowadzenia zmian struktury drugo- i trzeciorzedowej mRNA, a to bezposrednio moze przetozy¢ si¢
na szybkos$¢ oraz wydajno$¢ powstawania biatka.

5.3.1 Szczepionki mRNA przeciw wirusom

Wspolczesne epidemie wirusowe czesto wynikaja ze zlozonych interakcji miedzy ludzmi
a srodowiskiem, w tym z intensyfikacji globalnych podrdzy, urbanizacji, zmian klimatycznych oraz
niszczenia naturalnych siedlisk zwierzat. PrzejScie patogenow ze zwierzat na ludzi (zoonozy) jest
kluczowym mechanizmem pojawiania si¢ nowych chorob zakaznych w populacjach Iudzkich,
szczegblnie gdy ludzie coraz bardziej penetrujg i zmieniajg naturalne ekosystemy.?®! Profilaktyczne
szczepionki staty si¢ kluczowym narzedziem w walce z epidemiami.’”? Szczepionki mRNA mogg by¢
projektowane i produkowane znacznie szybciej niz tradycyjne szczepionki, co jest kluczowe w sytuacji
pojawienia si¢ nowego wirusa lub jego wariantu. Ich unikalne wlasciwosci i elastycznosé
w projektowaniu oferujg nowe perspektywy w bezzwlocznym reagowaniu na zagrozenia epidemiczne.
Proces ten polega na sekwencjonowaniu genetycznym patogenu i zaprojektowaniu odpowiadajacego
mu fragmentu mRNA bez potrzeby hodowli wirusow w laboratorium, co znaczaco skraca czas
potrzebny na rozwoj takiego preparatu. Najbardziej znaczacym przykladem wykorzystania szczepionek
mRNA jest globalna odpowiedz na pandemig¢ COVID-19 (Rys. 29). Szczepionki takie jak Comirnaty
(Pfizer-BioNTech) i Spikevax (Moderna) zostaly opracowane, przetestowane i wprowadzone na rynek
w rekordowym czasie, oferujagc skuteczng ochrong przed choroba i pomagajac ograniczyC jej
rozprzestrzenianie.””®> Badania nad szczepionkami mRNA obejmuja rowniez inne choroby wirusowe,
takie jak grypa, HIV (ang. human immunodeficiency virus), choroby wywotane przez wirusy Zika
i Ebola oraz wirus RSV, dla ktérego szczepionka zostata juz zatwierdzona do stosowania u ludzi,
o czym pisatem weze$niej.2** Elastyczno$é tej technologii pozwala na szybkie dostosowanie do r6znych
patogenow, co jest szczegolnie wazne w kontek$cie mutowania si¢ patogendéw, szybkiego
przemieszczania si¢ ludnosci i pojawiania si¢ nowych ognisk chorob.
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mRNA trafia do komorki
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Rysunek 29 Schemat dzialania szczepionka mRNA przeciw wirusowi SARSS-CoV-2. mRNA zamkniete w nanoczgstkach
lipidowych jest wstrzykiwane do organizmu. mRNA wnika do komorek, gdzie rozpoczyna produkcje biatka kolca (Spike) wirusa
SARS-CoV-2. Biatko to jest rozpoznawane przez uktad odpornosciowy, co prowadzi do aktywacji limfocytow. W wyniku tego
organizm zaczyna produkowac przeciwciata, ktore wywolujq odpowiedz immunologiczng, chronigc przed wirusem.

Szczepionki oparte na mRNA, dzigki swojej innowacyjnej budowie, stanowig znaczacy krok
naprzdéd w dziedzinie immunologii. Kluczowym elementem tych szczepionek jest syntetyczny fragment
RNA, ktory petni funkcje kodowania bialek specyficznych dla atakujacego wirusa, w przypadku wirusa
SARS-CoV-2 jest to biatko kolca (S).2* Bialko to odgrywa krytyczng role, umozliwiajgc wirusom
przyltaczenie si¢ do receptoréw na powierzchni komoérki gospodarza, a nastepnie wnikniecie do jej
wnetrza. Aby zapewni¢ ochrong i skuteczne dostarczenie mRNA do wnetrza komoérek ludzkiego
organizmu, szczepionka wykorzystuje nanoczgstki lipidowe.?* Jest to szczegolnie istotne ze wzgledu
na polarno§¢ mRNA, ktora uniemozliwia mu samodzielne przenikanie przez hydrofobowe btony
komoérkowe. Nanoczastki lipidowe nie tylko chroniag mRNA przed degradacja w wymagajacym
srodowisku biologicznym, ale takze ulatwiaja jego precyzyjny transport do komorek docelowych.
Ponadto, szczepionka zawiera skladniki stabilizujace, takie jak sole i cukry, ktdre zapewniajg jej
trwato$§¢ 1 skuteczno$¢ zaréwno podczas przechowywania, jak i transportu. Glownym celem
szczepionek mRNA jest zainicjowanie produkcji specyficznych biatek wirusowych w komorkach
gospodarza, co nie powoduje choroby, ale prowokuje odpowiedz immunologiczng. Komorki
gospodarza uzywaja dostarczonego mRNA do produkcji biatek, ktore nastepnie s prezentowane na
powierzchni komorek przez biatka gtdéwnego uktadu zgodnosci tkankowej klasy I, MHC-I (ang. major
histocompatibility complex class ).’ Prezentacja biatka wirusowego przez komorki prowadzi do
aktywacji uktadu odporno$ciowego, w tym do produkcji przeciwciat specyficznych dla tego biatka.
Przeciwciata te wspolnie z komoérkami pamieci (limfocytami B oraz T) pozostaja w gotowosci do
szybkiej reakcji na rzeczywiste zakazenie wirusem. Oprocz przeciwcial, szczepionki mRNA aktywuja
takze rozne subpopulacje komorek T, w tym komorki T pomocnicze (CD4+) i cytotoksyczne komorki
T (CD8+), ktore sg zdolne do niszczenia zainfekowanych komoérek. Szczepionki mRNA sa wysoce
efektywne, indukujac mocna odpowiedz immunologiczng przy znacznie mniejszych dawkach
w poroéwnaniu do tradycyjnych szczepionek, takich jak te oparte na DNA.

Szczepionki mRNA mozna podzieli¢ na podstawie mechanizmu dziatania na dwie gtowne
kategorie: niereplikujgce si¢ szczepionki mRNA (NRM, ang. non-replicating mRNA vaccines) oraz
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szczepionki mRNA ulegajgce samoreplikacji (SAM, ang. self~amplifying mRNA vaccines).**®® Oba typy
majg swoje unikalne witasciwosci i potencjalne zastosowania, ale réznig si¢ znaczaco sposobem
dzialania i efektywnoscia (Rys. 30).
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Rysunek 30 Poréwnanie funkcjonowania szczepionek nie-replikujgcych NRM i samoreplikujgcych SAM. NRM zawiera
sekwencje kodujgcq (CDS) z otoczeniem 5'i 3' UTR, natomiast SAM dodatkowo koduje komponenty replikazy. Oba rodzaje
mRNA sq zamknigte w nanoczqgstkach lipidowych (LNP), co utatwia dostarczanie do komorek (1, 2). Po dostaniu si¢ do
cytoplazmy (3), NRM bezposrednio ulega translacji (4), podczas gdy SAM amplifikuje mRNA przed translacjiq (5, 6).
Wyprodukowane biatka sq rozpoznawane przez uktad odpornosciowy gospodarza(7, 8).Rysunek na podstawie pracy Jackson
eta 1.2()‘)

Niereplikujace si¢ szczepionki mRNA zawieraja syntetyczne czasteczki mRNA, ktore koduja
biatka antygenowe specyficzne dla danego patogenu, na przyklad biatko kolca SARS-CoV-2
w szczepionce firmy Pfizer-BioNTech (BNT162b2). Nie-replikujace si¢ szczepionki mRNA sa
jednorazowo odczytywane przez komorki gospodarza, a nastgpnie degradowane przez naturalne
mechanizmy komoérkowe, co oznacza, ze kazda czasteczka mRNA moze wyprodukowaé ograniczona
ilo§¢ antygenu.?!® Samoreplikujace sie szczepionki mRNA dziataja na zasadzie wprowadzenia do
organizmu mRNA, ktére nie tylko koduje biatko antygenowe, ale rowniez posiada dodatkowe
sekwencje umozliwiajace jego replikacje wewnatrz komorki gospodarza.?!! To pozwala na wielokrotne
kopie mRNA bez dodatkowej dawki szczepionki, co skutkuje silniejszg i dtuzej trwajaca odpowiedzig
immunologiczng w poréwnaniu do niereplikujacych sie szczepionek mRNA. Mechanizm samo-
replikacji pozwala na wydajniejsza produkcje antygenow i wymaga mniejszych dawek poczatkowych
szczepionki do osiggniecia wysokiego poziomu odpornosci. Dodatkowo, dtuzsza ekspresja antygenoéw
moze lepiej nasladowa¢ naturalng infekcje, co potencjalnie prowadzi do bardziej kompleksowej
odpowiedzi immunologicznej, w tym dlugotrwatej pamigci immunologicznej. Nizsze dawki przy
zachowaniu skuteczno$ci moga przelozy¢ si¢ na nizsze koszty produkeji i dystrybucji. Niemniej jednak,
ze wzgledu na ich ztozong strukture, trudno jest przewidzie¢ i kontrolowa¢ poziom reakcji zapalnej
organizmu wywolanej przez samoreplikujace si¢ szczepionki.

Ciekawym przyktadem zastosowania samoreplikujacych szczepionek mRNA w walce
z chorobami wirusowymi moze by¢ szczepionka przeciwko wirusowi Zika.?!? Zika jest przenoszonym
przez komary wirusem nalezacym do rodziny Flaviviridae — tej samej, co zotta febra i wirus goraczki
Zachodniego Nilu. Zostal odkryty w 1947 roku w lesie Zika w Ugandzie u malpy rezus, a pdzniej,
w 1952 roku, po raz pierwszy zidentyfikowano go u ludzi w Ugandzie i Tanzanii.?!* Chociaz infekcja
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wirusem Zika czgsto przebiega w sposob tagodny, istnieje ryzyko powaznych komplikacji
neurologicznych, szczegoélnie dla plodow, w tym mikrocefalii (matoglowia) oraz jest powigzana
z rzadkim zespotem Guillain-Barré, ktory moze prowadzi¢ do paralizu. Szczegodlne obawy budzi
zakazenie wsrod kobiet cigzarnych, gdyz wirus moze przeniknaé¢ przez tozysko i wpltynaé na rozwoj
ptodu (Rys. 31).214
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Rysunek 31 Cykl replikacyjny wirusa Zika. Wirus wiqze si¢ z receptorami na powierzchni komorki, wnika do niej przez fuzje
bton, a nastepnie uwalnia swoje RNA do cytoplazmy. RNA wirusa ulega replikacji i translacji, co prowadzi do syntezy biatek

wirusowych. Nowo zsyntetyzowane czqsteczki wirusa dojrzewajg w aparacie Golgiego, a nastgpnie sq uwalniane z komorki
1215

poprzez pgczkowanie. Rysunek na podstawie pracy Ding et al.

Ostatnie badania przedkliniczne nad samoreplikujacymi si¢ szczepionkami mRNA,
korzystajace z atenuowanych wersji replikonéw wirusa encefalopatii koni wenezuelskich VEE (ang.
Venezuelan equine encephalitis), wykazaly, ze sg one w stanie uodporni¢ myszy przeciwko wirusowi
Zika.?'® Ochronna odpowiedz immunologiczna zostata uzyskana po domie$niowym podaniu myszom
immunokompetentnym szczepionki mRNA w formulacji lipidowej. Dodatkowo, zastosowanie
zmodyfikowanych nanoczgsteczek dendrymerowych, czyli polimeréw syntetycznych o zlozonej
strukturze, spowodowato wywotanie u myszy specyficznej dla antygenu odpowiedzi immunologiczne;j
typu IgG. Wysoki poziom przeciwcial IgG wskazuje na skuteczne przetwarzanie mRNA przez komorki
prezentujace antygen (APC) oraz na aktywacje odpowiedzi immunologicznej na poziomie zaréwno
humoralnym, jak i komorkowym. Przyktad ten podkres$la znaczenie formuty szczepionki dla osiagniecia
optymalnej skutecznosci.

Szczepionki mRNA przeciwko wirusom, aplikowane bezposrednio do tkanek pacjenta, ciesza
si¢ popularnoscia ze wzgledu na prostote ich konstrukcji i tatwos¢ podania. Pomimo tego, ze badania
nad tymi preparatami rozpoczety si¢ juz w latach 80. 1 90. XX wieku, to dopiero ostatnie dwie dekady
przyniosty przelom w postaci udanych badan klinicznych i warunkowych dopuszczen tych
innowacyjnych farmaceutykéw. W czoldwce badan nad szczepionkami mRNA znajdujg si¢ wiodgce
koncerny farmaceutyczne, takie jak Moderna, ktora opracowata szczepionki przeciw grypie, oznaczone
jako mRNA-1010, mRNA-1020 i mRNA-1030, zapowiadajac nowa er¢ w profilaktyce tej sezonowe;j
choroby.?!” Dzialajg one poprzez dostarczenie do komorek gospodarza syntetycznego mRNA, ktdre
koduje biatka antygenowe wirusa grypy. W odpowiedzi organizm produkuje te biatka, co wywotuje
odpowiedZz immunologiczng, w tym produkcj¢ specyficznych przeciwciatl oraz aktywacje komorek T.
Te szczepionki, bedace na réznych etapach rozwoju (mRNA-1010 znajduje si¢ w fazie III badan
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klinicznych, a mRNA-1020 i mRNA-1030 w fazie I/II badan klinicznych), maja na celu ochrong przed
wieloma szczepami wirusa grypy, w tym HIN1, H3N2 oraz wirusami grypy typu B (Rys. 32).
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Rysunek 32 Dzialanie szczepionek mRNA przeciwko roznym szczepom wirusa grypy, takim jak HINI, HSNS, HINIpdm
i cH6/IN5. mRNA kodujgce rozne biatka wirusowe sq wprowadzane do organizmu, gdzie stymulujg produkcje przeciwcial
i aktywacje komdrek T, ktére wspélnie zapewniajq ochrone przed infekcjq wirusowq. Rysunek zapozyczony z Freyn®!'$

Podobna technologie wykorzystuje szczepionka mRNA-1647, opracowana przez Moderng
w celu zapobiegania infekcji cytomegalowirusem (CMV).?" Zakazenie wirusem CMV, nalezacym do
rodziny herpeswiruséw, moze prowadzi¢ do powaznych komplikacji, zwtaszcza u noworodkdéw oraz
0s0b z ostabionym uktadem odpornosciowym.??® Szczepionka ta zawiera mRNA kodujacy biatka
antygenowe CMV, takie jak glikoproteina B i kompleks pentameru, co wywotuje produkcje przeciwciat
neutralizujacych oraz specyficznej odpowiedzi komérkowej, zapobiegajac infekcji.

Firma CureVac, opracowujac szczepionk¢ mRNA CV7202 przeciw wsciekliznie, podejmuje
walke z jedng z najstarszych i najbardziej $miertelnych choréb zakaznych.??! Szczepionka ta dostarcza
syntetyczne mRNA kodujace biatka antygenowe wirusa wécieklizny, w tym wirusowa glikoproteine, co
inicjuje odpowiedz immunologiczng, zdolng do neutralizacji wirusa w przypadku narazenia na infekcje.
Wstepne badania kliniczne wykazaty, ze CV7202 jest dobrze tolerowana i skutecznie indukuje silng
odpowiedz immunologiczna, co daje nadzieje na skuteczna ochrong przed ta choroba w przysztosci.

Szczepionki oparte na mRNA majg zdolnos¢ do indukowania zaréwno aktywnej odpowiedzi
komorkowej w uktadzie odpornosciowym, jak i reakcji humoralnej, ktora jest kluczowa dla utrzymania
dlugoterminowej pasywnej odpornosci. Odpowiedz humoralna angazuje przeciwciata produkowane
przez limfocyty B. Po wprowadzeniu szczepionki mRNA i syntezie bialek patogennych przez komorki
gospodarza, uktad odpornosciowy identyfikuje te bialka jako obce. W reakcji na to, limfocyty
B produkuja przeciwciata, ktore mogg specyficznie wigzac si¢ z antygenami patogenu, neutralizujac go
lub oznaczajac do zniszczenia przez inne komponenty ukladu odpornosciowego. To prowadzi do
wytworzenia pami¢ci immunologicznej, zapewniajac dlugoterminowa ochrong. Przyktadem takiej
szczepionki jest preparat firmy Moderna oznaczony jako mRNA-1345 przeciwko wirusowi RSV 222
RSV jest wirusem odpowiedzialnym za infekcje dolnych drog oddechowych, szczeg6lnie niebezpieczne
dla niemowlat, matych dzieci oraz osob starszych i z ostabionym uktadem odpornosciowym. Moze

powodowaé ciezkie zapalenie oskrzeli oraz zapalenie pluc.’*® Szczepionka mRNA-1345 zawiera
56



syntetyczne mRNA kodujace biatko F (ang. fussion protein) wirusa RSV. To bialko jest kluczowe dla
zdolnosci wirusa do wnikania do komorek ludzkich i ich zakazania. Po podaniu szczepionki, komorki
gospodarza syntetyzuja biatko F, ktére nastepnie jest prezentowane na ich powierzchni. Prezentacja ta
indukuje uktad odpornosciowy do wytworzenia specyficznych przeciwciat przeciwko biatku F oraz
aktywacji limfocytéw T, co prowadzi do wyksztatcenia odpornosci na RSV.

5.3.2 Szczepionki mRNA przeciw nowotworom

Zastosowanie szczepionek mRNA w konteks$cie terapii przeciwnowotworowych otwiera nowy
rozdzial w immunoterapii, stanowigc obiecujaca alternatywe dla tradycyjnych metod leczenia raka. Ich
cel to mobilizacja ukladu odpornosciowego pacjenta do rozpoznawania i eliminacji komorek
nowotworowych. Wyjatkowos¢ tych szczepionek polega na ich zdolnosci do precyzyjnego celowania
w komorki guza z minimalnym wplywem na zdrowe tkanki. Mechanizm dzialania bazuje na
wprowadzeniu do organizmu pacjenta syntetycznego mRNA, kodujacego antygeny nowotworowe —
specyficzne biatka lub ich fragmenty, charakterystyczne lub nadmiernie wyrazane przez komorki
nowotworowe, jak rowniez neo-antygeny, czyli biatka o zmienionej strukturze i funkcji.?** Po podaniu,
mRNA dociera do komorek gospodarza, przede wszystkim do komorek prezentujacych antygen APC
(ang. antigen-presenting cells), takich jak komorki dendrytyczne. Komorki te wykorzystuja mRNA do
produkcji bialek antygenowych nowotworu, ktore sa pozniej przetwarzane w cytoplazmie i ulegaja
ubikwitynozaleznej degradacji w proteasomie. Cze$¢ powstatych w ten sposob krotkich peptydéw moze
by¢ nastepnie prezentowana na ich powierzchni w kompleksie z czasteczkami MHC klasy I lub II. Ten
proces prezentacji jest kluczowy dla aktywacji uktadu odpornosciowego. Antygeny nowotworowe,
rozpoznawane przez receptor TCR (ang. T-cell receptor) na limfocytach T, przy wspoétudziale
dodatkowych sygnatow kostymulacyjnych od komoérek prezentujacych antygen, aktywuja
limfocyty T.>*> Aktywacja ta skutkuje ich réznicowaniem na limfocyty T cytotoksyczne - CTL (ang.
cytotoxic T lymphocytes, CD8+), zdolne do bezposredniego atakowania i niszczenia komorek
nowotworowych prezentujacych antygeny w kompleksie z MHC I oraz limfocyty T pomocnicze — Th
(ang. helper T lymphocytes, CD4+), wspierajace odpowiedz immunologiczng poprzez stymulacje
innych komorek odpornosciowych, w tym CTL i limfocytow B, przez wydzielanie cytokin. Limfocyty
T pomocnicze aktywuja rowniez limfocyty B do produkcji przeciwcial specyficznych dla antygenow
nowotworowych. Te przeciwciala moga neutralizowaé¢ antygeny nowotworowe, zapobiega¢ ich
rozprzestrzenianiu lub oznacza¢ komorki nowotworowe do zniszczenia przez inne elementy uktadu
odpornos$ciowego, jak komorki NK (ang. natural kiler) i makrofagi (Rys. 33).*° Aktywacja ukladu
odpornosciowego przez szczepionke mRNA nie ogranicza si¢ do bezposredniej walki z komodrkami
nowotworowymi, ale prowadzi takze do rozwoju pamigci immunologicznej. Komorki pamigci, zarowno
limfocyty T, jak i B, sa zdolne do szybkiej reakcji na ponowne spotkanie z antygenami nowotworowymi,
co zapewnia dtugotrwalg ochrone przed powrotem choroby.??’ Jedng z najwigkszych zalet szczepionek
mRNA jest mozliwo$¢ personalizacji terapii. Sekwencjonowanie DNA guza pacjenta pozwala na
identyfikacje unikalnych mutacji i antygenow nowotworowych, ktore moga by¢ nastepnie uzyte do
stworzenia spersonalizowanej szczepionki mRNA.??® Takie podejécie zapewnia, Ze terapia jest
precyzyjnie ukierunkowana na konkretny nowotwor, zwigkszajac jej efektywnos$¢ i zmniejszajac ryzyko
uszkodzenia zdrowych tkanek.
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Rysunek 33 Mechanizm dzialania szczepionki mRNA w komorkach prezentujqcych antygen (APC), jako terapii
przeciwnowotworowej. Po endocytozie mRNA szczepionki jest uwalniane w komorce APC, gdzie ulega translacji do biatka
antygenowego. Nastepnie antygen jest przetwarzany przez proteasom i prezentowany w formie epitopu na powierzchni komorki
za pomocq czgsteczek MHC 1 i MHC II. CD8+ limfocyty T rozpoznajg antygen przez MHC I, natomiast CD4+ limfocyty
T przez MHC II. Proces ten aktywuje odpowiedz immunologiczng przeciwko komorkom nowotworowym. Rysunek na podstawie
Song??®

Dotychczas opracowano juz kilka potencjalnych przeciwnowotworowych szczepionek mRNA,
ale osiggnigcie wysokiej efektywnos$ci tych preparatow nadal stanowi kluczowe wyzwanie badawcze.
Wigkszo$¢ z tych preparatow bazuje na antygenach, ktore sa uznawane za specyficzne dla
poszczegdlnych rodzajéw nowotwordéw. Firma BioNTech opracowata kilka kandydatéw na szczepionki
przeciwnowotworowe, w tym BNT111, ktdore jest w fazie badan klinicznych jako terapia przeciwko
zaawansowanemu czerniakowi.?** Czerniak jest agresywnym typem raka skory, ktory powstaje
z melanocytow — komorek odpowiedzialnych za produkcje melaniny.?! Charakteryzuje si¢ szybkim
wzrostem i duza tendencja do tworzenia przerzutéw, co czyni go jednym z najbardziej niebezpiecznych
typow nowotworow skory. Szczepionka BNT111 dziala na zasadzie dostarczenia syntetycznego mRNA
kodujacego cztery antygeny czerniaka: NY-ESO-1, MAGE-A3, tyrozynaze¢ oraz TPTE. Te antygeny sa
czgsto prezentowane na komorkach czerniaka i s rozpoznawane przez uktad odpornos$ciowy jako obce,
co moze wywola¢ silng odpowiedz immunologiczng przeciwko komoérkom nowotworowym.
Szczepionka BNT111 jest obecnie przedmiotem badan klinicznych zaréwno jako monoterapia, jak
1 w potaczeniu z inhibitorami immunologicznych punktéw kontrolnych u pacjentéw z zaawansowanym
czerniakiem. Wstepne wyniki pokazuja, ze szczepionka jest dobrze tolerowana przez pacjentow
i wykazuje obiecujaca aktywno$¢ przeciwnowotworowg. Kluczowg zaleta BNT111, podobnie jak
innych szczepionek mRNA, jest jej zdolno$¢ do indukowania silnej i celowanej odpowiedzi
immunologicznej przeciwko nowotworowi. Dodatkowo, zastosowanie szczepionki w potgczeniu
z terapiami hamujacymi punkty kontrolne moze zwigksza¢ skuteczno$¢ leczenia, przetamujac
mechanizmy unikania odpowiedzi immunologicznej przez komodrki nowotworowe. BioNTech
opracowuje rowniez szczepionki mRNA skierowane przeciwko innym rodzajom nowotwordéw. Projekt
o nazwie BNT122 (obecnie II faza badan klinicznych) jest testowany w potaczeniu z tradycyjnymi
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metodami leczenia, takimi jak chemioterapia, aby wzmocni¢ odpowiedz immunologiczng organizmu na
raka trzustki.?*? Istotnym aspektem tej szczepionki jest jej zdolno$¢ do dostosowania do unikalnego
profilu genetycznego guza kazdego pacjenta, co pozwala na precyzyjne ukierunkowanie na specyficzne
dla nowotworu neoantygeny. Z kolei firma Moderna aktywnie bada potencjal szczepionek mRNA
w leczeniu raka piersi, skupiajac sie szczegdlnie na nowotworach, ktoére wykazujg ekspresje HER2 (ang.
human epidermal growth factor receptor 2), biatka czesto kojarzonego z agresywnymi formami tej
choroby.”® Ws¢rdd tych projektow wyrdznia sie szczepionka mRNA-4157, badana zaréwno
indywidualnie, jak i w kombinacji z inhibitorami punktéw kontrolnych immunologicznych, aby
zaoferowac nowe opcje terapeutyczne pacjentom (Rys. 34).
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Rysunek 34 Mechanizm dzialania punktu kontrolnego uktadu odpornosciowego PD-1/PD-LI, ktéry prowadzi do
immunosupresji, gdy komorka nowotworowa (CRC) wigze si¢ z limfocytami T poprzez PD-L1. Dolna czes¢ rysunku pokazuje
dziatanie przeciwcial monoklonalnych (mAb), takich jak pembrolizumab i durvalumab, ktore blokujg interakcje PD-1/PD-L1,
Z;'Z)}\gfcq/qc aktywacje uktadu odpornosciowego do zwalczania komorek nowotworowych. Rysunek na podstawie pracy Chen

Szczepionka ta dostarcza syntetyczne mRNA kodujace zestaw antygendw nowotworowych,
precyzyjnie dopasowanych do indywidualnych cech guza danego pacjenta. Taki mechanizm dziatania
ma na celu aktywowanie ukladu odporno$ciowego do rozpoznania i eliminacji komorek
nowotworowych, minimalizujac jednocze$nie ryzyko uszkodzenia zdrowych tkanek. mRNA-4157 jest
obecnie testowane w roznych etapach badan klinicznych, zaréwno jako samodzielna terapia, jak
i w kombinacji z innymi lekami. Ws$rod nich szczegodlnie obiecujace wydaje sie by¢ polaczenie
z monoklonalnymi przeciwciatami specyficznie wigzacymi receptor PD-1 (ang. programmed death-1),
tj. pembrolizumab, jak rowniez przeciwciatami wigzacymi jego ligand PD-L1(ang. programmed death-
ligand 1), tj. durvalumab.?®* Stymuluja one odpowiedZz immunologiczng komorki, zwickszajac
skutecznosci terapii przeciwnowotworowej w przypadku np. raka piersi (Rys. 34).

Efektywnos¢ dziatania przeciwnowotworowych szczepionek mRNA w znaczacym stopniu
zalezy od metody, za pomoca ktdrej terapeutyczne mRNA jest wprowadzane do ciala pacjenta.
Najczesciej stosowanym mediatorem sg nanoczastki lipidowe (LNP), ktore moga bezpiecznie otoczy¢
i chroni¢ czasteczki mRNA przed degradacja przez enzymy w organizmie oraz pomoc im w przejsciu
przez blone komorkowg do cytoplazmy.?*®* W niektorych badaniach eksplorowane jest bezposrednie
wstrzykniecie czystego mRNA do organizmu bez wykorzystania no$nikow.?’ Ta metoda wymaga
ochrony mRNA przed szybka degradacjg w organizmie i jest rzadziej stosowana ze wzgledu na nizsza
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efektywnos$¢ dostarczania mRNA do komodrek docelowych. Inna metoda polega na uzyciu
zmodyfikowanych wiruséw jako wektorow do dostarczania mRNA do komorek.”*® Wirusy sa
pozbawione zdolno$ci do wywotywania choroby, ale zachowuja zdolno$¢ do infekowania komorek
i dostarczania do nich genetycznego tadunku. Kolejna strategia polega na wykorzystaniu dojrzatych
komoérek dendrytycznych, ktére wczesniej zostaly naladowane mRNA poza organizmem (metoda
elektroporacji), a nastgpnie sg reintrodukowane do ciata pacjenta, aby wywota¢ odpowiedz
immunologiczng.?** Elektroporacja, jako zaawansowana technika dostarczania szczepionek mRNA do
wnetrza komorek, znajduje zastosowanie przede wszystkim w terapiach antynowotworowych. Technika
ta opiera si¢ na tymczasowym zwigkszeniu przepuszczalno$ci blony komoérkowej za pomoca
kontrolowanych impulséw elektrycznych, co umozliwia bezposrednie wprowadzenie czasteczek mRNA
do cytoplazmy komorek dendrytycznych.?*® Elektroporacja rozpoczyna si¢ od izolacji i przygotowania
komorek dendrytycznych z krwi pacjenta, ktore nastgpnie sa hodowane, by zwigkszy¢ ich liczbe
i przygotowa¢ do procesu. W kolejnym kroku, projektowana i syntetyzowana w laboratorium
szczepionka mRNA, kodujgca biatka antygenowe specyficzne dla nowotworu, jest mieszana
z komoérkami dendrytycznymi. Podczas elektroporacji, na mieszankg komoérek i mRNA aplikowane sa
kroétkie impulsy elektryczne o wysokim napigciu, tworzac mikropory w btonie komoérkowe;j, przez ktore
mRNA moze wnikna¢ do komorek. Nastepnie, komoérki dendrytyczne prezentuja antygeny na swojej
powierzchni, co inicjuje odpowiedz immunologiczna po ich reinfuzji do organizmu pacjenta.
Glownym celem przy wyborze sposobu aplikacji szczepionki mRNA jest zachowanie jej
stabilnosci 1 funkcjonalno$ci do momentu przedostania si¢ do wnetrza dojrzatych komorek uktadu
odpornosciowego, w ktorych ma nastgpi¢ translacja. Najczeg$ciej preparaty mRNA podawane sa
naskornie, doskornie, domie$niowo, donosowo oraz bezposrednio przez wezly chlonne.?*! Podanie
podskorne polega na iniekcji szczepionki bezposrednio pod skdre pacjenta. Metoda ta jest stosunkowo
fatwa w wykonaniu i mniej bolesna. Szczepionka podana podskornie moze by¢ skutecznie wchlonigta
przez komorki prezentujace antygen, ktore nastgpnie migrujag do najblizszych weztdow chtonnych,
aktywujac odpowiedz immunologiczng.>*? Podanie domig$niowe szczepionki polega na iniekcji
bezposrednio do migénia. Ta metoda pozwala na szybka absorpcj¢ szczepionki do krwiobiegu i jest
czesto uzywana dla szczepionek, ktore wymagaja silniejszej odpowiedzi immunologicznej, poniewaz
migénie posiadaja bogata sie¢ naczyn krwionosnych i sa miejscem obecnosci roznych komorek uktadu
odporno$ciowego.?*® Domie$niowe podanie szczepionek moze indukowal silniejszg odpowiedz
immunologiczng. Iniekcja bezposrednio do weztow chtonnych jest bardziej zaawansowana technika,
ktora wymaga precyzji i znajomoSci anatomii.’** Metoda ta umozliwia bezposrednig prezentacje
antygenu komorkom uktadu odpornosciowego znajdujacym sie w weztach chtonnych, co moze
prowadzi¢ do szybszej i silniejszej odpowiedzi immunologicznej (Rys. 35). Podanie szczepionki mRNA
bezposrednio do guza, znane jako iniekcja intratumoralna, koncentruje terapeutyczne czasteczki mRNA
w miejscu, gdzie sa one najbardziej potrzebne, zwigkszajac skuteczno$¢ indukowania odpowiedzi
immunologicznej.?*® Ta lokalna aplikacja ogranicza ryzyko systemowych skutkéw ubocznych
i efektywnie stymuluje komorki uktadu odpornosciowego, np. komorki dendrytyczne, ktore sg kluczowe
dla aktywacji limfocytow T. Mozliwo$¢ kombinacji tej metody z innymi terapiami, jak chemioterapia
czy radioterapia, dodatkowo poteguje jej efektywnos$¢. Ponadto, jest to opcja mniej inwazyjna
w porownaniu do niektorych tradycyjnych metod leczenia nowotwordéw, co sprawia, ze stanowi mniej
obcigzajace rozwigzanie dla pacjentow. Eksperymentalna szczepionka mRNA-2416, rozwijana przez
Moderna, stanowi przykiad preparatu mRNA podawanego bezposrednio do guza.?*® Zaprojektowana
z mysla o leczeniu réznych typow nowotworow, dostarcza ona syntetyczne mRNA kodujace biatko
OXAIL (ang. oxidase assembly 1-like), ktore pelni funkcje¢ stymulatora odpowiedzi immunologiczne;.
Celem aplikacji mRNA-2416 jest indukcja produkcji biatka OXAI1L w komorkach nowotworowych
oraz w komorkach uktadu odpornosciowego znajdujacych si¢ w ich bezposrednim sgsiedztwie.

Produkowane biatko ma za zadanie aktywowac¢ i przycigga¢ do guza limfocyty T oraz inne elementy
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uktadu immunologicznego, co wzmacnia zdolno$¢ organizmu do rozpoznawania, atakowania
i eliminowania komorek nowotworowych.
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Rysunek 35 Najczesciej stosowane sposoby podawania szczepionek mRNA. (a) iniekcja srodskorna, (b) iniekcja podskorna, (c)
iniekcja domiesniowa, (d) iniekcja dozylna orvaz (e) iniekcja do wezta chlonnego. Kazda metoda rézni sie glebokoscig
wprowadzenia igly oraz rodzajem docelowej tkanki, co wplywa na dziatanie mRNA oraz odpowiedz uktadu odpornosciowego.
Rysunek na podstawie pracy Zeng et al.?*’

6. Metody otrzymywania syntetycznych czasteczek mRNA

Opracowanie skutecznych metod syntez mRNA, zaréowno w skali laboratoryjnej, jak
i przemystowej, stanowi jedno z najwickszych wyzwan wspolczesnej biotechnologii. Celem niniejszego
rozdziatu jest przedstawienie gldéwnych technik wykorzystywanych do otrzymywania syntetycznych
czasteczek mRNA, z uwzglednieniem ich zalet, ograniczen oraz zastosowan w kontekscie terapii oraz
biotechnologii. Skupi¢ si¢ na omowieniu dwoch podstawowych metod otrzymywania syntetycznych
czagsteczek RNA, w tym wykorzystywane] do generowania krotkich oligonukleotyddéw syntezy
chemicznej oraz metody transkrypcji in vitro, jako uniwersalnego i szeroko wykorzystywanego
podejscia do wytwarzania mRNA na wigksza skalg.

6.1 Syntezy RNA na podlozu statym

Chemiczna synteza RNA jest metodg pozwalajacg na precyzyjne wytwarzanie krotkich
fragmentow RNA (oligonukleotydow) o zdefiniowanej sekwencji.?*® Synteze RNA rozpoczyna si¢ od
przyltaczenia pierwszego nukleotydu do statego podtoza, ktorym najczesciej jest szkto o kontrolowanej
porowatosci (CPQG) lub sieciowany polistyren. Nukleotydy sa przytaczane do nosnika stalego poprzez
swoje grupy 3'-hydroksylowe, a tancuch wydtuzany jest w kierunku 5°. Proces elongacji polega na
sekwencyjnym dodawaniu aktywowanych nukleotydow do rosnacego tancucha RNA. Nukleotydy sa
wprowadzane w formie chronionych chemicznie monomerdéw, ktore sa stopniowo odblokowywane
w kontrolowanych warunkach. Po kazdym cyklu dodawania nukleotydu konieczne jest usunigcie grupy
ochronnej z konca 5’, co pozwala na przylaczenie kolejnego nukleotydu. Proces ten jest powtarzany, az
do uzyskania pelnej sekwencji RNA (Rys. 36). Po zakonczeniu syntezy tancucha RNA mogg by¢
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wprowadzane dodatkowe modyfikacje koncowe, takie jak dodanie struktury 5' czapeczki czy
3' poliadenylacja. Gotowy produkt jest poddawany procesom oczyszczania, aby usungé wszelkie
niepozadane produkty uboczne i zanieczyszczenia. Najczesciej stosowanymi metodami oczyszczania sa
chromatografia wysokosprawna (HPLC) oraz elektroforeza w Zelu poliakrylamidowym (PAGE).
Chemiczna synteza RNA ma kilka istotnych zalet. Przede wszystkim pozwala na precyzyjne
kontrolowanie sekwencji nukleotydowej i wprowadzenie modyfikacji chemicznych, ktére moga
poprawi¢ stabilnos¢ RNA, jego odporno$¢ na degradacje enzymatyczng oraz zmniejszy¢
immunogennos$¢. Dodatkowo, synteza chemiczna jest skalowalna i moze by¢ dostosowana do produkc;ji
na duzg skalg, co jest istotne dla zastosowan komercyjnych i terapeutycznych. Jednoczesnie metoda ta
posiada swoje wady. Synteza na fazie statej ogranicza si¢ do produkc;ji krétszych sekwencji, zazwyczaj
ponizej 100 nukleotydow.?* Przy dluzszych czgsteczkach, wzrasta ryzyko bltedow i znacznie spada
wydajnos¢. Podczas syntezy moga powstawac produkty uboczne, takie jak niepeine lub nieprawidlowo
zsyntetyzowane czasteczki RNA, co utrudnia oczyszczanie i zmniejsza jakos$¢ produktu koncowego.
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Rysunek 36 A) Schemat cyklu syntezy RNA w fazie statej. B) Wydtuzanie polimeru RNA zachodzi w kierunku od 3" do 5' (B).
Rysunek zapozyczony z pracy Becette et al.?*"

6.2 Otrzymywanie syntetycznych mRNA z wykorzystaniem transkrypcji in vitro

Transkrypcja in vitro (IVT) zostala opracowana i wdrozona w latach 70-tych i 80-tych
ubiegtego wieku. Kluczowy wktad w jej rozwdj miaty badania nad polimerazg RNA z bakteriofaga T7,
ktore opublikowat David Baltimore i jego wspotpracownicy w 1969 roku.?! Znaczacy wklad mial
rowniez Walter Fiers 1 jego zespoél, ktorzy w latach 70-tych szczegdtowo zbadali mechanizm dziatania
polimerazy T7 i opracowali pierwsze protokoty transkrypcji in vitro.** Obecnie IVT jest jedna
z najczesciej stosowanych technik umozliwiajacych produkcje syntetycznego mRNA, ktore znajduje
zastosowanie w badaniach naukowych, diagnostyce oraz rozwijajacych si¢ technologiach
terapeutycznych, takich jak szczepionki mRNA. Dzigki wysokiej efektywnosci, prostocie wykonania
oraz mozliwosci skalowania reakcji do poziomu produkcji przemystowej, IVT stata si¢ nieodtgcznym
elementem w badaniach nad terapeutycznym mRNA zaréwno w $wiecie akademickim, jak i w sektorze
przemystowym.

Metoda transkrypcji in vitro pozwala na syntez¢ czasteczek RNA z wykorzystaniem
matrycowego DNA oraz prostych czasteczek budulcowych, stabilizatorow i enzymu polimerazy RNA
przeprowadzang w kontrolowanych warunkach laboratoryjnych.?> Gtéwng role w tym procesie
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odgrywa polimeraza RNA o masie okoto 100 kDa, ktora jest wysoce specyficzna wzgledem promotora
o dhlugosci 23 nukleotydow. Dzicki tym dwom sktadnikom mozliwe jest tworzenie transkryptow
o rozmiarach od niespelna 30 do ponad 10* nukleotydow, w skali produkcji od mikrograméw do setek
miligraméw. Wigkszos¢ wykorzystywanych systeméw IVT bazuje na polimerazach pochodzacych
z bakteriofagow T3, T7 oraz SP6, z czego najszersze zastosowanie znajduje system T7 pochodzacy
z bakteriofaga T7 E. coli, ktory byl rowniez stosowany w trakcie realizacji opisanych w niniejszej
rozprawie badan.?*

Strategia konstruowania matrycy DNA do IVT polega na umieszczeniu pozadanej sekwencji za
promotorem. Promotor obejmuje sekwencje od pozycji -17 do +6, gdzie +1 to pierwszy nukleotyd
ulegajacy transkrypcji.?>> W zwigzku z tym wybor sekwencji na samym 5'-koncu transkryptu in vitro
jest czesciowo ograniczony. Wiekszo$¢ sekwencji promotoréw, w tym promotory klasy III, w pozycjach
+1, +2 i +3 posiadaja guaning (G), a pierwsze dwie reszty G sa kluczowe dla wysokiej wydajnosci
transkrypcji.>>® Alternatywne promotory klasy II rozpoczynajg transkrypcje od adeniny (A) i majg
podobne preferencje co do G w pozycji +2. Matryce DNA do transkrypcji mozna podzieli¢ na 3 rodzaje
ze wzgledu na ich pochodzenie. NajczesSciej wykorzystywana grupe stanowig plazmidy, ktore
umozliwiaja tatwe wklonowanie pozadanej sekwencji genu, zapewniaja wysoka powtarzalnos¢ oraz
nisko-kosztowe namnazanie w komoérkach bakteryjnych (najczesciej Escherichia coli). Druga grupe
stanowig matryce DNA w postaci produktow reakcji PCR, ktore powstaja przy uzyciu odpowiednich
starterOw zawierajagcych sekwencje promotorowe poprzez amplifikacje fragmentow matrycy
zawierajacych sekwencje pozadanego genu. Trzecia grupg stanowig syntetyczne fragmenty
komplementarnego DNA, poddane hybrydyzacji oligonukleotydy, ktore zawieraja wytacznie sekwencje
promotora T7 oraz sekwencje ulegajaca transkrypcji (Rys. 37). Dobor optymalnego rodzaju matrycy
DNA zalezy w gtownym stopniu od skali produkcji RNA. W przypadku duzej iloci RNA, preferowane
jest zastosowanie matrycy opartej o wektory plazmidowe, z racji na prosty i ekonomiczny sposob
namnazania takiej matrycy z wykorzystaniem hodowli bakteryjnych i ekstrakcji plazmidow. Z kolei w
przypadku matej skali, produkty PCR sa prawdopodobnie najwygodniejsze ze wzglgdu na elastycznos¢
w projektowaniu, jak i tatwo$¢ w produkcji takich matryc.
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Rysunek 37 Trzy rézne typy matryc DNA do transkrypcji in vitro. Rysunek zapozyczony z pracy Beckert et al.?>

Przeprowadzenie reakcja transkrypcji in vitro wymaga przygotowania mieszaniny reakcyjnej
zawierajacej wspomniang matryce DNA, odpowiednig polimeraz¢ RNA, trifosforany nukleotydow
(ATP, GTP, CTP, UTP/ yTP), bufor reakcyjny oraz inne sktadniki biatkowe, takie jak pirofosfataza
nieorganiczna, ktora zapobiega inhibicji reakcji przez gromadzenie si¢ pirofosforanu, czy inhibitorow
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RNaz, ktére mogltyby obnizy¢ wydajnos¢ procesu. Mieszaning reakcyjng inkubuje si¢ w odpowiednie;j
temperaturze (zazwyczaj 37°C) przez okreslony czas (zwykle 1-3 godzin), co pozwala na syntezg
mRNA. Terminacja transkrypcji w naturalnych warunkach zachodzi poprzez tworzenie struktury spinki
na koncu 3° mRNA o dtugosci okoto 7-20 par zasad, bezposrednio po ktorej nastepuje region bogaty
w U.?” Formowanie si¢ spinki prowadzi do zatrzymania polimerazy RNA i rozbicia kompleksu
transkrypcyjnego. Jednakze w przypadku transkryptéw in vitro terminacja zazwyczaj nastgpuje przez
odlaczenie si¢ polimerazy na samym koncu matrycy. W przypadku wektoréw plazmidowych, osiaga si¢
to poprzez linearyzacje plazmidu za pomoca trawienia enzymami restrykcyjnymi ponizej pozadanej
sekwencji. Z kolei dla matryc PCR, jak i zhybrydyzowanych oligonukleotydow jest to zdefiniowane
przez konce 3’ zastosowanych fragmentdéw DNA. Po zakonczeniu reakcji transkrypcji, uzyskane mRNA
musi zosta¢ oczyszczone z zanieczyszczen, takich jak resztkowe trifosforany nukleotydow, biatka oraz
immunogenne dsRNA (Rys. 38). Proces oczyszczania mRNA mozna przeprowadzi¢ za pomoca kilku
metod. Jedng z najczesciej stosowanych jest oczyszczanie na ztozu krzemionkowym, ktére umozliwia
szybkie i1 efektywne usunigcie wigkszosci zanieczyszczen. Kolejng powszechnie stosowang technikg
jest oczyszczanie na zlozu oligo(dT).s, ktére wykorzystuje specyficzne oddziatywanie pomiedzy
ogonem poli(A) mRNA a oligonukleotydami dT unieruchomionymi na nosniku. Dzigki temu mozliwe
jest selektywne wyizolowanie pelnowartosciowego mRNA o wiasciwej strukturze. Dodatkowo,
W procesie oczyszczania czesto stosuje si¢ metode filtracji tangentowej (TFF, ang. tangential flow
filtration), ktéra pozwala na skuteczne usunigcie mniejszych czasteczek zanieczyszczen oraz zatezenie
preparatu mRNA, jednoczesnie minimalizujac straty. Alternatywnie, mRNA mozna oczyszczac za
pomoca wytracania izopropanolem i wysokosprawnej chromatografii cieczowej (HPLC)
z zastosowaniem dedykowanych kolumn, ktére umozliwiajg separacj¢ zanieczyszczen o bardzo
zblizonej budowie, jak i immunogennych czasteczek dwuniciowego RNA. Finalnie mRNA poddawane
jest kontroli jakos$ci, aby potwierdzi¢ odpowiednig homogennosc¢ i czystos¢. W tym celu wykorzystuje
si¢ techniki spektrofotometrii UV, sekwencjonowania RNA, jak rowniez elektroforezy, wizualizujac
probki RNA na zelach agarozowych oraz poliakrylamidowych. Kontrola jakosci pozwala na wykrycie
ewentualnych zanieczyszczen, degradacji mRNA oraz potwierdzenie poprawnosci sekwencji
nukleotydowej, stanowigc nieodtaczony etap przygotowania produktu mRNA.

Reakcja transkrypciji In Vitro
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Rysunek 38 Schemat reakcji transkrypcji in vitro (IVT), w ktorej z wielu substratow wejsciowych, takich jak liniowa matryca
DNA, polimeraza RNA, nukleotydy (NTP) i kap, syntetyzowany jest mRNA. Potencjalne zanieczyszczenia wynikajgce
z przygotowania mieszaniny obejmujqg RNazy, endotoksyny (LPS), jony metali i rozpuszczalniki, ktore mogg powodowaé
powstawanie produktow ubocznych, takich jak mRNA bez kapu, zdegradowany RNA, fragmenty niefunkcjonalnego RNA,
dsRNA oraz hybrydy RNA:DNA. Rysunek zapozyczony z pracy Lenk et al.**
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6.3 Mechanizmy powstawania dSRNA podczas transkrypcji in vitro

Jednym z kluczowych probleméw zwigzanych z przygotowaniem mRNA jest obecno$¢
dwuniciowego RNA (dsRNA) jako produktu ubocznego technologii ich wytwarzania za pomoca [VT.
Powstawanie dsRNA w preparatach mRNA jest niepozadane ze wzglgdu na jego wysoka
immunogenno$¢, ktéra moze aktywowal procesy odpowiedzi immunologicznej organizmu.
Dwuniciowy RNA jest silnym stymulatorem wrodzonego uktadu odpornosciowego, aktywujac
wczesniej opisane receptory RIG-I i MDAS.> Receptory te rozpoznajg dsRNA jako sygnat alarmowy
wskazujacy na obecno$¢ wirusa, co prowadzi do indukc;ji szlaku interferondéw typu I (IFN), wyzwalajac
odpowiedz przeciwwirusowg. W kontek$cie zastosowan terapeutycznych, takich jak szczepionki
mRNA, niepozadana aktywacja tych receptoroOw moze prowadzi¢ do standw zapalanych, reakcji
autoimmunologicznych oraz zmniejszenia skutecznos$ci transkrybowanego mRNA. Zrozumienie
mechanizméw powstawania dsRNA podczas IVT jest kluczowe dla opracowania strategii
zmniejszajacych jego obecno$¢ w koncowych produktach. Ponizej przedstawiono gléwne mechanizmy,
ktore prowadza do formowania dsSRNA podczas tego procesu.

Jednym z najczestszych mechanizméw prowadzacych do powstawania dsRNA jest rozszerzenie
konca 3’ ssRNA.2%° Podczas transkrypcji, polimeraza RNA moze kontynuowaé synteze RNA, nawet po
osiggnigciu konca zamierzonej sekwencji transkryptu. W wyniku tego zjawiska dochodzi do wydtuzenia
nici ssRNA, ktéra moze wigzac si¢ z komplementarnymi sekwencjami obecnymi w innych czasteczkach
ssRNA lub w obrebie tej samej czasteczki, tworzac struktury dwuniciowe. Mechanizm ten obejmuje
zjawisko typu cis, wystepujace gdy koniec 3’ ssRNA ulega hybrydyzacji z komplementarng sekwencja
wewnatrz tej samej czasteczki RNA, prowadzac do tworzenia dsRNA. W takim przypadku powstaja
struktury petlowe (ang. hairpin loops). Z kolei w momencie, gdy dochodzi do hybrydyzacji pomig¢dzy
koncem 3’ jednej czasteczki RNA, a komplementarng sekwencja w innej czasteczce RNA, powstaja
struktury dwuniciowe pomigdzy roznymi czgsteczkami ssSRNA i mamy do czynienia ze zjawiskiem typu
trans (Rys. 39).
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jako wiasnej matrycy z komplementarnymi transkryptami komplementarnymi, przerwanymi transkryptami

Rysunek 39 Mechanizmy generowania dsRNA podczas transkrypcji in vitro. (4) Ni¢ matrycowa DNA jest transkrybowana na
mRNA, tworzgc petle na koncu 3' z powodu komplementarnosci, a T7RNAP wykorzystuje mRNA jako matryce do kontynuacji
transkrypcji. (B) Polimeraza moze przelgczy¢ sie na ni¢ nie-matrycowq i wytworzy¢ komplementarng ni¢ do oryginalnego
mRNA. (C) Niepetne fragmenty RNA powstate podczas transkrypcji in vitro, ktore majq sekwencje komplementarne, mogq
lgczyé sie z transkryptem ,, run-off”. Rysunek zapozyczony z pracy Martinez et al.*®!

Innym mechanizmem prowadzacym do powstawania dsRNA jest transkrypcja niezalezna od
promotora z konca 3’ matrycy DNA.?** Polimeraza T7 RNA moze w wyjatkowych sytuacjach inicjowaé
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syntez¢ RNA od konca 3’ matrycy DNA, niezaleznie od klasycznego promotora. W rezultacie, nowo
powstate czgsteczki RNA sg transkrybowane w kierunku przeciwnym do gléwnej transkrypcji, co
prowadzi do powstania petnej dtugo$ci antysensownego RNA. Taki antysensowny RNA moze nastepnie
hybrydyzowac¢ z oryginalna, sensowna nicig RNA, tworzac strukture dsSRNA. Mechanizm ten zalezy od
specyficznej sekwencji w regionie konca 3’ matrycy DNA, co oznacza, ze nie wszystkie sekwencje
DNA sg podatne na ten typ nieprawidtowej transkrypcji. Dugos¢ i struktura powstajacego dsRNA moga
by¢ bardzo zréznicowane w zaleznosci od warunkow reakcji transkrypcji oraz uzytej matrycy DNA.

Kolejnym mechanizmem prowadzacym do formowania dsRNA jest hybrydyzacja wewnatrz-
i miedzyczasteczkowa ssRNA.?** Powstawanie dsRNA moze nastgpi¢, gdy obecne sg sekwencje
komplementarne w réznych fragmentach tej samej czasteczki RNA (hybrydyzacja intramolekularna)
lub w roznych czasteczkach RNA (hybrydyzacja intermolekularna). Hybrydyzacja intramolekularna
zachodzi, gdy komplementarne sekwencje w tej samej czasteczce RNA tworza dwuniciowe struktury
wewnatrz jednej czasteczki. Moga to by¢ krotkie odcinki komplementarne lub dluzsze struktury, ktére
w duzym stopniu przypominaja dsRNA, aktywujac receptory immunologiczne. Hybrydyzacja
intermolekularna z kolei wystepuje w przypadku hybrydyzacji migdzyczasteczkowej, gdy dwie rdézne
czasteczki RNA ulegaja potaczeniu poprzez swoje komplementarne sekwencje, tworzac stabilne
struktury dwuniciowe. Zjawisko to jest bardziej prawdopodobne w wysokich stgzeniach RNA, co jest
typowe dla warunkoéw reakcji IVT. Ostatecznie, réwniez niedoktadna terminacja transkrypcji moze
prowadzi¢ do powstawania skroéconych transkryptow, ktore sa komplementarne do sekwencji sSRNA
1 moga tworzy¢ struktury dwuniciowe. Polimeraza T7 RNA jest szczegdlnie podatna na tego typu bledy,
co prowadzi do produkcji réznych niekompletnych produktow RNA, ktére moga hybrydyzowac
z pelnowymiarowymi czasteczkami ssSRNA, tworzac dsRNA.

Aby zredukowa¢ immunogenno$¢ dsRNA w szczepionkach mRNA, nalezy przeprowadzi¢
optymalizacje warunkow prowadzenia syntezy.?** Zmiana warunkow reakcji transkrypcji, takich jak
temperatura i sktad buforu, moze zmniejszy¢ ilos¢ dsRNA w koncowym produkcie. Zastosowanie
wyzszej temperatury reakcji (51-55°C) oraz polimeraz RNA z bakteriofagdw psychrofilnych (zdolnych
do aktywnosci w niskich temperaturach od -20°C do 10°C) mogg ograniczy¢ powstawanie dsRNA.
Dodatkowo wprowadzenie chemicznych modyfikacji, takich jak pseudourydyna (y), 2'-O-metylowane
nukleotydy lub 5-metylocytozyna, zmniejsza immunogenno$¢ mRNA.?®> Modyfikacje te moga
ogranicza¢ interakcje dsRNA z receptorami wrodzonej odpornosci (takimi jak RIG-I i MDAS) oraz
zmniejsza¢ aktywacj¢ kinazy PKR. Uzycie zaawansowanych metod oczyszczania, takich jak
chromatografia jonowymienna i powinowactwa oraz selektywne trawienie z uzyciem RNaz
specyficznych dla dsRNA, rowniez pozwala na skuteczniejsze usunigcie dSRNA z preparatow mRNA.
Wreszcie, stosowanie rekombinowanych polimeraz RNA, ktére maja zmniejszong tendencje do
produkcji dsRNA (wiele enzyméw tego typu jest juz handlowo dostepnych), moze skutecznie
ograniczy¢ powstawanie niepozadanych struktur dwuniciowego RNA, prowadzac do wytwarzania
mRNA o wyzszej czysto$ci i nizszej immunogennos$ci.?®®

6.4 Metody detekcji dwuniciowych RNA w preparatach mRNA

Zapewnienie bezpieczenstwa i efektywnosci terapii opartych na mRNA, takich jak szczepionki
i terapie genowe wymaga skutecznej detekcji i usuwania dwuniciowego RNA z produktow koncowych.
W literaturze opisano wiele metod wykrywania dsRNA, ktore roznig si¢ specyficznoscia, czutoscig
1 zastosowaniem.

Najszersze zastosowanie w tym temacie znajduja immunotesty oparte na przeciwciatach.
Immunoprecypitacja i Western blot sg technikami, ktore wykorzystuja specyficzne przeciwciata, takie
jak J2, rozpoznajgce dsRNA.?®” Przeciwciato J2 wigze si¢ z dlugimi odcinkami dsRNA (nie krotszymi
niz 40 nukleotydow), niezaleznie od ich sekwencji, co umozliwia wykrycie dsSRNA w r6znorodnych
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preparatach mRNA. Immunoprecypitacja pozwala na selektywne wyodrebnienie dSRNA z mieszaniny
RNA, natomiast Western blot umozliwia wizualizacj¢ dsSRNA po elektroforetycznym rozdziale probki
RNA i transferze na membrane. Sa to metody o wysokiej czutosci, jednak wymagaja duzych ilosci
materiatu biologicznego i nie pozwalaja na w pelni ilo§ciowa oceng zawartosci dsSRNA w preparacie.
Do ilosciowej oceny dsRNA stuzy z kolei test ELISA (ang. enzyme-linked immunosorbent assay).
Uzywa si¢ w nim dwoch przeciwcial — pierwszorzegdowego monoklonalnego do wychwytywania
dsRNA (J2) i drugorzgdowego poliklonalnego, znakowanego enzymem, do detekcji. Metoda ta
charakteryzuje si¢ wysoka czuto$cig i specyficzno$cia, a takze umozliwia iloSciowe okreslenie stezenia
dsRNA w preparacie mRNA dla duzych serii analizowanych probek.

Techniki hybrydyzacji molekularnej, takie jak dot-blot rowniez doskonale nadaja si¢ do detekcji
dsRNA w preparatach mRNA. Dot-blot to narzedzie analizy molekularnej stosowane do wykrywania
i ilosciowego okreslania obecnos$ci specyficznych biatek, kwasow nukleinowych lub innych biomolekut
w probee.?®® Jest podobna do techniki Western blot lub Southern blot, ale rézni si¢ prostszym
przygotowaniem probki i brakiem etapu rozdziatu elektroforetycznego, co umozliwia szybka analizg
duzej ilosci preparatow. W celu wykonania takiej analizy, nalezy nanies¢ preparat RNA prosto na
membrang nitrocelulozowa lub PVDF, kowalencyjnie przytwierdzi¢ RNA do membrany za pomoca
sieciowania UV, zablokowaé niezwigzane miejsca na membranie i przeprowadzi¢ seri¢ inkubacji
i ptukan z dwoma przeciwciatami, analogicznie jak w przypadku testu ELISA. Detekcja dSRNA odbywa
si¢ przy uzyciu odpowiedniego systemu, w przypadku zastosowania przeciwciata J2, wykorzystuje si¢
drugorzedowe przeciwciato sprzezone z enzymem, takim jak peroksydaza chrzanowa (HRP), wraz
z odpowiednim substratem chemiluminescencyjnym, ktory emituje §wiatlo w miejscach zwigzania
dsRNA (Rys. 40). Sygnal wykryty podczas analizy jest przetwarzany za pomocg analizatora
chemiluminescencyjnego lub densytometru. Intensywno$¢ sygnalu jest proporcjonalna do ilo$ci
dwuniciowego RNA (dsRNA) w probcee, co umozliwia ilo§ciowa ocene jego obecnosci. Metoda ta jest
szybka i pozwala na precyzyjne oznaczenie dsRNA, jednak jej czuto$¢ moze byC ograniczona przy
niskich stezeniach dsRNA. Dlatego konieczna jest optymalizacja i dostosowanie tej techniki do
specyficznych wymagan eksperymentalnych i analitycznych danego preparatu mRNA.

Blokowanie

}

Pierwszorzedowe przeciwciato
J2 anty-dsRNA

}

Drugorzedowe przeciwciato
sprzezone zHRP

e |

Naktadanie mRNA na uv e linki Detekcja
membrane nitrocelulozowg rosssiinking chemiluminescencji

Rysunek 40 Procedura detekcji dwuniciowego RNA (dsRNA) oparta na technice dot-blot. mRNA jest naktadane na membrang
nitrocelulozowq, a nastgpnie wigzane z membrang za pomocq sieciowania UV. Membrana nastgpnie jest blokowania
i oplaszczana przeciwciatami. dsRNA wykrywane sq za pomocq sygnatu chemiluminescencji pochodzqcego od sprzezonego z
drugorzedowym przeciwcialem enzymem HRP- peroksydazq chrzanowq.

Detekcja dsRNA moze by¢ przeprowadzona rowniez za pomocg specyficznych RNaz, takich
jak RNaza III, ktora tnie dwuniciowe RNA, oraz RNazy I, ktora degraduje jednoniciowe RNA.?%
Zastosowanie kombinacji tych enzyméw pozwala na okreslenie ilosci i lokalizacji dsRNA
w preparatach. Probka RNA moze by¢ najpierw trawiona RNaza I, aby usuna¢ ssRNA, a nastepnie
analizowana pod katem obecnosci pozostalych fragmentéw dsRNA. Jest to metoda doktadna, jednak
wymagajgca starannego doboru warunkow reakcji enzymatycznych.
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7. Modyfikacje mRNA wptywajace na efekt biologiczny czasteczki

Chemiczna modyfikacja nukleotydow znaczaco wplywa na wilasciwosci fizykochemiczne
zawierajacych je RNA oraz efektywno$¢ ich funkcjonowania w organizmie pacjenta. Przedstawione we
wcezesniejszych podrozdziatach zmiany wprowadzane w obrgb naturalnych molekul mRNA warto
rozszerzy¢ o dodatkowe informacje poglebiajace zrozumienie ich istotnosci w kontekscie zastosowan
terapeutycznych. Wykorzystanie niemodyfikowanych czasteczek mRNA, jako gltéwnego narzedzia
w leczeniu chordb jest znaczaco utrudnione ze wzgledu na cechy tych biomolekut, w szczegolnosci
niskg stabilno$¢ oraz wysokg immunogenno$¢ egzogennego mRNA. Podanie choremu
niezmodyfikowanego mRNA mogloby teoretycznie umozliwi¢ produkcje brakujacego biatka lub
neoantygenéw nowotworowych. Jednak kluczowym wyzwaniem pozostaje uzyskanie czasteczki
o odpowiedniej czystosci, stabilnosci i jakosci, ktore sa niezbgdne do jej skutecznego dostarczenia do
komorek i osiagniecia pozadanego efektu terapeutycznego. W ponizszych podrozdziatach pragne skupic
si¢ wlasnie na sposobach zwigkszania stabilno$ci czasteczek mRNA, ograniczeniu ich
immunogennosci, ale rowniez naturalnych elementach budowy tych biomolekul, ktérych optymalizacja
strukturalna znaczaco wptywa na udoskonalanie metod leczniczych opartych na platformie mRNA.
Koncowym efektem zastosowania czasteczek mRNA w organizmie pacjenta jest produkcja biatka,
z tego powodu potencjat translacyjny biomolekut mRNA odgrywa jeden z najistotniejszych aspektow,
na ktérym opiera si¢ skutecznos¢ terapeutyku. Co wazne, na ostateczny efekt biologiczny uzyskany dla
danego preparatu mRNA wplyw oprocz bezposredniej interakcji mRNA z maszyneria translacyjng
komorki maja réwniez: sposdb dostarczania, drogi przetwarzania oraz reakcje obronne organizmu na
wprowadzone molekuty.?’® Ze wzgledu na tematyke mojej pracy doktorskiej, szczegdlng uwage zwroce
na modyfikacje struktur ochronnych obu koncow mRNA, czyli 5’ kapu oraz 3’ ogona poli(A).

7.1 Regulacja immunogennosci mRNA

Wprowadzanie egzogennych czasteczek mRNA do organizmow zywych wigze si¢ z ryzykiem
potencjalnej odpowiedzi ukladu immunologicznego gospodarza. Reakcje naturalnych systeméw
obronnych organizmu w kontakcie z syntetycznym mRNA moga przypominaé te charakterystyczne dla
wykrycia patogenow, a to skutkowa¢ moze ostrym stanem zapalnym i pogorszeniem og6lnego stanu
zdrowia. Po wykryciu syntetycznego RNA w organizmie, aktywacji ulegajg receptory rozpoznajace
wzorce PRR, ktore wywoluja odpowiedz wrodzonego ukladu immunologicznego. Zaréwno
jednoniciowe mRNA (ssRNA), jak i dwuniciowe czasteczki mRNA (dsRNA) moga aktywowac
mechanizmy nieswoistej odpornosci.?’! Dzieje sie to poprzez rozpoznanie charakterystycznych struktur
mRNA, tj. struktur drugorzedowych typu spinki do wlosow (ang. hairpin), ktore lokalnie przypominaja
dsRNA pochodzenia wirusowego. Zaktywowane biatka wchodzace w sktad PRR rozpoczynaja kaskade
sygnatows, skutkujacg wydzielaniem cytokin prozapalnych oraz interferondw, o czym szczegdtowo
pisalem we wczesniejszych rozdziatach.

Odpowiedz immunologiczna organizmu, wywolana kontaktem mechanizmow obronnych
z egzogennym mRNA, niesie zarowno korzysSci wynikajace z zastosowania technologii mRNA
w leczeniu, jak i pewne zagrozenia. Wszystko jest zalezne od celu terapeutycznego, jaki chce si¢
osiggng¢. Jedna z gtdwnych zalet naturalnej immunogennos$ci (lub inaczej reaktywnos$ci) syntetycznych
mRNA jest zdolno$¢ do indukowania silnej odpowiedzi odpornosciowej, co jest pozadanym efektem w
przypadku szczepionek przeciwwirusowych. mRNA mogg kodowaé biatka, ktére po translacji sa
prezentowane przez komorki dendrytyczne, stymulujagc odpowiedz zaréwno humoralng, jak
i komérkowa. Dodatkowo same czasteczki mRNA moga stanowi¢ cel dla komoérek odpornosciowych,
stajac sie wlasnym adiuwantem, czyli wzmacniaczem odpowiedzi obronnej.?’! Te wiasciwosci sg
szczegoblnie korzystne w przypadku profilaktycznych szczepionek mRNA, gdzie indukcja silnej i trwatej
odpowiedzi immunologicznej jest decydujaca dla skutecznos$ci szczepionki. Przyktad mogg stanowié
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szczepionki mRNA przeciwko SARS-CoV-2, ktére wykazaty wysoka skuteczno$¢ w zapobieganiu
COVID-19. Jednakze, naturalna immunogennos$¢ syntetycznych mRNA wigze si¢ rowniez z pewnymi
wyzwaniami. Jednym z gléwnych problemdéw jest ryzyko wywolania niepozadanej odpowiedzi
immunologicznej, ktora moze prowadzi¢ do powstawania stanéw zapalnych i uszkodzenia tkanek.?’
Naturalne mechanizmy obronne organizmu moga rozpoznawa¢ syntetyczne mRNA jako obce, co
prowadzi do aktywacji receptorow Toll-podobnych (TLR) i innych $ciezek immunologicznych,
powodujac potencjalne skutki uboczne, a to mogloby ograniczy¢ skutecznos$¢ oraz zakres stosowania
wybranych terapii opartych na mRNA.

Istnieje wiele drog umozliwiajacych regulacje immunogenno$ci mRNA, w duzej mierze
poprzez optymalizacje sekwencji kodowanych genow, regiondw nieulegajacych translacji oraz
pozostatych elementow budujgcych molekularne narzedzia mRNA.?”® Duze znaczenie ma rowniez
dopracowywanie metod uzyskiwania finalnych preparatow mRNA poprzez optymalizacje ich syntezy
i procesu oczyszczania (Rys. 41).
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Rysunek 41 Porownanie produkcji mRNA na matq oraz polprzemystowq skale. Poczgwszy od klonowania plazmidu, poprzez
ekspansje plazmidu, transkrypcje in vitro, oczyszczanie, az po koncowy produkt mRNA. Proces obejmuje transformacje
bakterii, ekspansje plazmidu w bioreaktorach, linearyzacje DNA, transkrypcje RNA, kapowanie oraz poliadenylacje mRNA,
a nastepnie oczyszczanie za pomocq roznych technik, takich jak chromatografia. Ostateczny produkt to oczyszczony mRNA
gotowy do zastosowania terapeutycznego. Rysunek na podstawie pracy Webb et al.”’

Wykorzystanie metody transkrypcji in vitro (IVT) umozliwia wydajng i stosunkowo tanig
produkcje materiatu mRNA.?”> Dodatkowo zastosowanie IVT umozliwia tatwe skalowanie syntezy, co
jest szczegdlnie istotne w kontekscie zwigkszania produkcji do skali przemystowej. Niemniej jednak
efektem IVT jest powstanie kilku populacji czasteczek mRNA. Koncowa mieszanina oprocz
docelowych czasteczek zawiera réwniez czasteczki o wysokim potencjale immunogennym, takich jak
nickapowane mRNA oraz dwuniciowe mRNA (dsRNA). Bardzo dobre rezultaty w usuwaniu dsRNA
wykazuje zastosowanie w trakcie oczyszczania technik HPLC (ang. high-performance liquid
chromatography) oraz FPLC (ang. fast protein liquid chromatography), ktére umozliwiaja separacjg
immunogennych czasteczek 1 uzyskanie wysokiej czystosci preparatow mRNA. Inng metoda
ograniczania powstawania dsRNA w procesie IVT jest zastosowanie specjalnie zmodyfikowanej
polimerazy T7 RNA, ktora dzigki zmianie kilku aminokwaséw w centrum aktywnym znaczaco
ogranicza powstawanie dsSRNA w trakcie transkrypcji mRNA.?’® Najpowszechniej wykorzystywang
modyfikacja, ktora ogranicza immunogenno$¢ mRNA jest wprowadzenie do sekwencji czasteczek
mRNA modyfikowanych nukleotydéw, takich jak pseudourydyna, 5S-metylocytydyna oraz 2-tiourydyna
czy N1-metylopseudourydyna (Rys. 42).2”
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A Urydyna (U)  B. Pseudourydyna (V) G. N'-metylpseudourydyna (m1¥) Rysunek 42 Wzory strukturalne nukleozydow
5 modyfikowanych i niemodyfikowanych. A. Urydyna

o
)]\ i (U), B. Pseudourydyna (¥), C. N'-metylo-
| NH HN NH SN N pseudourydyna (m'¥), D. Cytydyna (C), E. 5-
HO

N/l\ HO S HO x metylocytydyna (m5C. Rysunek zapoZyczony z pracy
o 0 o 0 o O ; 278
Andries et al.”

S s %z
& ~ “-
OH

wo' o o' on HO : .
Pierwsze zastosowania pseudo-
D. Cytydyna (C) E. 5-metylcytydyna (m5C)

NH; NH3

urydyny udokumentowano juz w 2008

EJ\ \(1\ roku, kiedy badania pokazaly, ze

N N . .o

- O| N/Ko o 1 . Ao wlaczenie pseudourydyny do 'sekwe.ncp

\U K@ mRNA  znaczaco  poprawia  jego
. wiasciwoséci.’’”® Pseudourydyna zmniej-
HO “OH HG® “oH

szala niepozadana odpowiedz immuno-
logiczna, co minimalizowato ryzyko powstania stanéw zapalnych i innych skutkéw ubocznych, jak
rowniez stabilizowata mRNA, chronigc je przed degradacja przez rybonukleazy. W wyniku mniegjszej
reaktogennosci, mRNA zawierajgce pseudourydyne ulegalo wydajniejszej translacji w komorkach niz
mRNA pozbawione tej modyfikacji, co prowadzito do produkcji wickszej ilosci biatka terapeutycznego.
Rozwojem tego podej$cia jest zastosowanie NI-metylopseudourydyny, ktéra oprécz pehienia
identycznej roli w kontek$cie minimalizowania odpowiedzi odpornosciowej, w niektoérych uktadach
eksperymentalnych wykazuje rowniez kilkunastokrotnie wyzszy potencjal translacyjny mRNA
w poroéwnaniu z transkryptami zawierajacymi pseudourydyne (Rys. 43).2%

A) Niemodyfikowane, nieoczyszczone mRNA B) Nukleotydowo-modyfikowane, oczyszczone mRNA
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Rysunek 43 Réznice w odpowiedzi immunologicznej na mRNA niemodyfikowane i nieoczyszczone (a) oraz modyfikowane
nukleozydowo i oczyszczone (b). W przypadku mRNA niemodyfikowanego aktywowane sq receptory RNA w endosomach
(TLR3, TLR7, TLRS) oraz w cytoplazmie (PKR, OAS, MDAS5, RIG-1), co prowadzi do wydzielania interferonow typu [
i dojrzewania komorek dendrytycznych (DC). W przypadku mRNA modyfikowanego nukleozydowo odpowiedz
immunologiczna jest bardziej kontrolowana, z ekspresjg natywnych antygenow i prezentacjq peptydow przez czgsteczki MHC.
Rysunek na podstawie pracy Wuebben et al.*!

7.2 Wpltyw modyfikacji konca 5’ na stabilno$¢ i potencjal translacyjny mRNA

Naturalna funkcja czasteczek mRNA promuje ich niestabilnosé, dzigki temu w komorce
ograniczana jest mozliwos$¢ nadprogramowego zuzycia energii i zasobow do produkcji biatek. Jednakze
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zastosowanie mRNA w terapiach medycznych wymaga zwigkszenia ich trwatosci. Gtowne elementy
budujace mRNA, ktore wplywaja na jego stabilno$¢ znajduja si¢ na obu koncach tych czasteczek i sa to
5’-kap oraz 3’-ogon poli(A). Badania z ostatnich dziesiecioleci skupiajace si¢ nad ulepszaniu
terapeutycznych mRNA znaczaco rozwingly sposoby stabilizowania obu tych koficowych struktur.
W pierwszej kolejnosci skupie si¢ na koncu 5° mRNA. Istnieja dwa gtowne sposoby wprowadzenia
czasteczki kapu do syntetycznego mRNA.?*? Tradycyjna metoda wykorzystuje rekombinowany
kompleks enzymatyczny pochodzacy z wirusa krowianki. Coraz powszechniej obecnie stosowang
metoda jest ko-transkrypcyjne kapowanie mRNA w trakcie [IVT z wykorzystaniem gotowych analogéw
kapu.”®® Zastosowanie drugiego rozwigzania dalo mozliwo$¢ wprowadzenia bardzo szerokiej gamy
chemicznych modyfikacji konica 5> mRNA, dzieki przygotowaniu odpowiednich analogéw czapeczki.
Najprostszym rozwigzaniem kapingu ko-transkrypcyjnego mRNA jest zastosowanie dinukleotydowego
analogu kapu-0 (m’GpppN), jednakze powaznym ograniczeniem takiego podejscia jest mozliwo$é
odwrotnego wbudowania (inkorporacji) analogu na poczatku czasteczki i powstania populacji molekut
mRNA, w ktorych struktura m’G znajduje si¢ na pozycji pierwszego transkrybowanego nukleotydu
(Rys. 44).% Prowadzi¢ to moze do nierozpoznania takiej czgsteczki przez komérkowg maszynerie
translacyjna, w tym biatka wigzace kap i uniemozliwienie syntezy biatka. Rozwigzaniem tego problemu
stata si¢ kolejna modyfikacja kapu, typu ARCA (ang. anti-reverse cap analog), ktora dzigki swojej
budowie uniemozliwia odwrotne wbudowanie molekuty mRNA do kapu (Rys. 44).%%
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Rysunek 44 Schemat przedstawiajgcy roznice miedzy klasycznym kapem mRNA (m’GpppG), a analogiem kapu ARCA (ang.
anti-reverse cap analog). Klasyczny kap mRNA moze by¢ wigczony w odwrotnej orientacji, co uniemozliwia translacje. ARCA,
dzigki modyfikacji chemicznej, zapobiega wlgczeniu w odwrotnej orientacji, zapewniajgc prawidlowy kierunek inicjacji
translacji i zwigkszajgc efektywnos¢ syntezy biatka

Obecnos¢ grupy metylowej w pozycji 3’-O rybozy przylagczonej do podjednostki m’G blokuje
jej wykorzystanie, jako pierwszego transkrybowanego nukleotydu. Zastosowanie kapu ARCA,
ogranicza ilo$¢ biologicznie nieaktywnego mRNA z odwrotnie przylaczonym kapem, co zwicksza
dostepnos¢ aktywnych czasteczek mRNA dla bialek wiazacych kap (elF4E) w komorkach
eukariotycznych, a to poprawia efektywno$¢ inicjacji translacji i prowadzi do wyzszej produkcji biatek.
Preparaty mRNA z kapem ARCA sg rowniez mniej podatne na degradacje. To pozwala na dtuzsze
istnienie mRNA w komorkach, co jest kluczowe dla terapeutycznego wykorzystania mRNA. Ta
modyfikacja jednak nie rozwigzuje problemu konkurencji analogu kapu z czasteczkag GTP o pierwsza
pozycje w tancuchu RNA podczas inicjacji transkrypcji. Prowadzi to do powstawania w trakcie syntezy

mRNA populacji niekapowanych czasteczek mRNA, ktéore na koncu 5' posiadajg wolng grupe
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trifosforanowg, bedaca silnym czynnikiem immunogennym.?®® Aby zredukowaé negatywny wplyw
nickapowanego mRNA, stosuje si¢ enzymatyczng $ciezk¢ usuwania tych molekut po procesie IVT,
jednakze jest to kosztowna metoda, ktéra wplywa negatywnie na ogo6lna wydajnos¢ produkcji mRNA.
Aktualnie najszerzej stosowane sg trinukleotydowe analogi kapu, ktore skomercjalizowane zostaty
przez firme TriLink, jako czgsteczka m’GpppAmpG sprzedawana pod nazwg CleanCap.?®” Molekuty
m’GpppAmpG zyskaty popularnos¢ dzieki korzystnemu dziataniu w kilku kluczowych aspektach. Ich
struktura zapewnia prawidlowe wbudowywanie si¢ na koncu 5' mRNA, a wydajnos¢ ko-
transkrypcyjnego kapowania z ich udzialem przekracza 90%, co eliminuje problem powstawania
niekapowanego mRNA w procesie IVT.?”® Dodatkowo, grupa metylowa w pozycji 2'-O pierwszego
transkrybowanego nukleotydu pozwala unikna¢ wywotania odpowiedzi immunologicznej organizmu
w kontakcie z tymi czgsteczkami. Warto w tym miejscu przypomnie¢, ze eukariotyczne mRNA obecne
naturalnie w komorkach nigdy nie zawiera na koncu 5’ struktury kapu-0 (bez grupy 2’-O-metylowej).
Wykorzystanie czasteczek bedacych analogami kapu-1 zapewnia wydajng translacje i ogranicza
cytotoksycznos¢ egzogennego mRNA (Rys. 45).

A o o 0 B ¢ o
N7 NS - N~ N NZ N NS
L L) g9 ¢AL L e», o o o <
HN"NT N ~O0-P-0-P-0-P-0- o " "N" "NH; HNTNT N —0-P-0-P-0-P-0- diRL o
S SRR so= N e o o R
RO O-g2 OH OH OH: O 0 o &
0-P=01 _o_ N” NH,
3-ARCA: R'=H, R?=CH, m’GpppA,pG o
2-ARCA: R'=CH,, R?=H CleanCap® Reagent AG OH
2
P
N
N7 NH,
N
G v 0 <
; ) o o o ¢l 0-p-0 o " 0
H:N,A:,N,,N/‘ oaligikis é =, NN N, Phosphorotriazole 0 N— N A -
Sor 6 6 O 1_/ cap-1 o 6. ¢T X
-0 OH | 0-P-0 N7 NTTNK,
H OH 8 —O—,
a-PSL cap b R

Rysunek 45 Schemat réznorodnych struktury analogow kapu stosowanych w mRNA. (A) 3'-ARCA i 2'-ARCA, (B) CleanCap®
m’GpppAmpG analog, (C) B-S-ARCA z wigzaniem tiofosforanowym, (D) m’(LNA)GpppAmpG analog, (E) a-PSL kap
z modyfikacjami siarkowymi oraz (F) fosfotriazolowy kap-1. Przedstawione modyfikacje kapu sq stosowane komercyjnie w
celu zwigkszenia stabilnosci mRNA i poprawy efektywnosci translacji. Rysunek zapozyczony z pracy Warminski et al.>%

Projektujac narzedzia oparte na mRNA, szczegdlng uwage nalezy zwroci¢ na stabilnosé
syntetycznych czasteczek, poniewaz im diuzej przetrwaja one w komorce, tym dtuzej bedzie trwala
aktywna synteza pozadanego biatka. Gtownym wyzwaniem w zapewnieniu stabilno$ci jest zwiekszenie
odpornosci mRNA na degradacj¢ przez enzymy. Z tego powodu wiele modyfikacji strukturalnych
i chemicznych mRNA koncentruje si¢ na zmniejszeniu podatnosci transkryptow na enzymatyczng
degradacje.

W ostatnich dekadach opracowano szereg modyfikacji chemicznych kapu, majgcych na celu
poprawe stabilnosci transkryptow i1 zwigkszenie wydajnosci translacji. Pierwszym krokiem na drodze
do poprawy funkcjonalnoéci kapu bylo wprowadzenie wigzania B-tiofosforanowego.?® Analogi te
charakteryzujg si¢ zwigkszonym powinowactwem do czynnika elF4E, ktory jest kluczowym elementem
kompleksu inicjujacego translacj¢. Badania wykazaly, ze wprowadzenie grupy tiofosforanowej nie
tylko zwicksza stabilno$¢ kapu wobec enzymow dekapujacych, ale rowniez prowadzi do znacznej
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poprawy wydajno$ci translacji. Mechanizm ten wynika z silniejszego wigzania kapu z eIF4E, co
skutkuje efektywniejsza rekrutacja rybosomow. Pomimo swojej skutecznosci, analogi te posiadaja
istotne ograniczenie w postaci obecno$ci diastereoizomerdw, ktorych rozdziat na skale przemystowa
jest trudny i kosztowny. Niemniej jednak, B-tiofosforanowe analogi kapu znalazly zastosowanie
w badaniach nad terapeutycznym mRNA 1 sg przedmiotem intensywnych prac rozwojowych.
Alternatywa dla analogdéw B-tiofosforanowych sa modyfikacje zawierajace wigzania 5’-fosfotioestrowe,
ujawnione w pracy Wojtczaka i wsp. (2018).2° Podobnie jak analogi B-tiofosforanowe, wigzania
fosfotioestrowe wzmacniaja stabilnos¢ mRNA wobec enzymatycznego usuwania kapu i zwiekszaja jego
wydajno$¢ translacyjng poprzez poprawe powinowactwa do elF4E. Jednoczesnie, brak konieczno$ci
rozdziatu diastereoizomerow stanowi znaczaca zalet¢ w kontek$cie zastosowan przemystowych
i klinicznych. Analogi te sa prostsze w syntezie i bardziej ekonomiczne w produkcji na duza skale, co
czyni je atrakcyjng alternatywa dla bardziej skomplikowanych modyfikacji. Wykazano, ze mRNA
zawierajace fosfotioestrowe kapy charakteryzuje si¢ nie tylko wieksza stabilno$cia w cytoplazmie, ale
réwniez wyzszym potencjatem terapeutycznym w modelach komorkowych. Jednym z najnowszych
osiggnig¢ w dziedzinie modyfikacji kapu jest wprowadzenie zmodyfikowanych zasad azotowych, takich
jak adenina z podstawnikiem benzylowym w pozycji N6 struktury ™A, (P"A.),'°¢ ktora zostata
dodatkowo zmodyfikowana w celu poprawy jej wlasciwosci biochemicznych. Badania wykazaty, ze
BnA ., wzmacnia wigzanie kapu z elF4E i dodatkowo przyczynia sie do modulacji stabilnosci mRNA
oraz regulacji jego funkcji w odpowiedzi na sygnaty komorkowe. Analogi te sg obiecujace z punktu
widzenia terapii mRNA, poniewaz oferuja wyjatkowe potaczenie stabilnosci, efektywnosci
translacyjnej i potencjalnej zgodnos$ci z naturalnymi procesami komoérkowymi. Modyfikacje konca
5> RNA stanowig jeden z kluczowych obszaréw badan nad poprawa stabilno§ci mRNA i translacji.
Analogi B-tiofosforanowe, 5’-fosfotioestrowe oraz zmodyfikowane zasady azotowe, takie jak B"A,
reprezentujg trzy komplementarne podejscia do optymalizacji struktury kapu. Kazda z tych klas
modyfikacji wykazuje unikalne zalety i potencjat aplikacyjny, od zwigkszonej stabilnosci transkryptow

po uproszczenie procesow produkcyjnych (Rys. 46).25
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Rysunek 46 Modyfikacje mostkow polifosforanowych (w réznych kolorach) oraz naturalne warianty kapu mRNA. Modyfikacje
te odgrywajq kluczowg role w optymalizacji stabilnosci mRNA, efektywnosci translacji oraz modulacji odpowiedzi
immunologicznej. Szkic ilustruje modyfikacje, takie jak siarka (S), grupa metylenowa (CH) oraz dichlorofosforan (CCls),
a takze ich wigczenie do struktury mRNA. Rysunek zapozyczony z pracy Warminski et al.**!
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7.3 Modyfikacje sekwencji niekodujgcych UTR

Sekwencje nieulegajace translacji (UTR) odgrywaja kluczowa role w regulacji stabilnosci
mRNA, a takze wptywaja na poziom ekspresji genow i dynamike procesow komodrkowych. Zarowno
57 UTR, jak i 3° UTR zawierajg liczne elementy regulacyjne, ktore moga wigzac specyficzne biatka oraz
miRNA, kontrolujgc stabilno$¢ i efektywnosé translacji mRNA.>? Sekwencja 5° UTR obejmuje miejsca
wigzania biatek regulatorowych, ktore kontroluja proces inicjacji translacji. Ztozone struktury
drugorzedowe moga hamowac¢ dostep rybosomoéw do migjsca startu translacji, obnizajagc dynamike
syntezy biatek. Natomiast region 3° UTR jest bardziej zaangazowany w regulacje stabilnosci mRNA
przez interakcje z biatkami wigzacymi mRNA oraz z miRNA. Biatka te mogg stabilizowa¢ mRNA,
chronigc je przed degradacja, lub — przeciwnie — rekrutowaé kompleksy degradacyjne. Sekwencje
bogate w adening i uracyl — ARE (ang. AU-rich elements) w regionie 3° UTR sa szczegolnie istotne dla
regulacji stabilnoSci mRNA.?>** Sg one miejscem wigzania zaréwno biatek stabilizujacych, jak
i destabilizujacych mRNA. Przyktadem biatka stabilizujacego jest HuR (ang. human antigen R), ktore
wigzgc si¢ do ARE, chroni mRNA przed degradacjg (Rys. 47).%* Sekwencja 3' UTR pelni rowniez
wazng role w procesowaniu nici mRNA. Region ten moze wplywac¢ na czas zycia mRNA w komorce
oraz jego efektywnosc translacyjna. Przyktadem tego sg sekwencje 3' UTR B-globiny, ktére zwigkszaja

poziom ekspresji biatek w mRNA, ktore je zawierajg.”
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Rysunek 47 Rola biatka HuR w regulacji stabilnosci mRNA. HuR wigze si¢ z regionami bogatymi w adening i uracyl (ARE)
w mRNA, co zwigksza stabilnos¢ takich czgsteczek. Proces ten moze by¢ przerwany przez sygnalizacje ubikwitynowq, po
zwiqzaniu biatka p97 biatko HuR oddysocjowuje, a mRNA trafia na droge degradacji. Po zakonczeniu procesu HuR jest
odzyskiwane i moze ponownie uczestniczyé w stabilizacji innych czgsteczek mRNA. Rysunek zapozyczony z pracy Zhou et al.?*

Bialka takie jak TTP (ang. tristetraprolin) przyspieszaja degradacje mRNA poprzez rekrutacje
kompleksoéw egzo- i endonukleazowych.?’” Interakcje miedzy 3° UTR a miRNA rowniez odgrywaja
istotng rolg w regulacji stabilnosci mRNA. miRNA, poprzez komplementarne wigzanie si¢ do sekwencji
w 3> UTR, mogg prowadzi¢ do represji translacyjnej lub degradacji mRNA.?*® W celu zwigkszenia
stabilnosci mRNA oraz poziomu ekspresji biatek, regiony UTR projektuje si¢ na podstawie sekwencji
pochodzacych z gendéw ulegajacych wydajnej ekspresji, kodujacych biatka, ktore w organizmie stale
powstajg w duzej ilo$ci. Obecnie najczesciej wykorzystywanymi regionami 3' UTR sa te pochodzace z
genu ludzkiej hemoglobiny, zaréwno podjednostka o (HBA), jak i podjednostka B (HBB).'”
Wykorzystuje si¢ rowniez sekwencje z genow albuminy (ALB), biatka szoku cieplnego 70 (Hsp70),
hydroksylazy tyrozyny (TH) oraz kolagenu alfa 1 (COL1A1). Natomiast region 5' UTR jest najczesciej
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pozyskiwany z genow takich jak globina, Hsp70, cigzki fancuch dyneiny aksonalnej 2 (DNAH?2) oraz
dehydrogenazy hydroksysteroidowej (3f-HSD), ten ostatni znalezé mozna w produktach firmy
CureVac.?3% Znaczgcy zaletg mRNA jest jego dynamiczny charakter — po wprowadzeniu do komorki
szybko podlega translacji, a nastgpnic moze rownie szybko ulec degradacji. W celu uzyskania
ograniczonej ekspresji biatka mozna zastosowacé sekwencje UTR, szczegdlnie 3° UTR (ARE), ktére
przyspieszg degradacje syntetycznych czgsteczek mRNA. !

Struktura 5' UTR rowniez odgrywa kluczowsg role w regulacji potencjatu translacyjnego
mRNA, wpltywajac na etapie inicjacji translacji zarowno na stabilno§¢ mRNA, jak i na efektywno$¢
syntezy biatek. R6znorodne elementy w obrebie 5' UTR moga modulowac te procesy, przyczyniajac si¢
do zwigkszenia lub zmniejszenia translacji. Jednym z istotnych czynnikéw jest dtugos¢é 5' UTR (Rys.
48). Krotsze sekwencje 5' UTR zwykle utatwiajg dostep rybosomow do miejsca startu translacji (AUG),
co sprzyja efektywnej translacji.’®> Diuzsze 5' UTR mogg obejmowaé wiecej elementow
regulatorowych, ktore hamuja translacje poprzez tworzenie ztozonych struktur drugorzedowych, takich
jak petle, G-kwadrupleksy czy inne stabilne formy, utrudniajgce procesowanie mRNA przez
rybosomy.’*® Struktury drugorzedowe w 5' UTR, zwlaszcza te o ujemnej entalpii swobodnej, mogg
znaczaco ogranicza¢ dostep rybosoméw do sekwencji kodujacych, co prowadzi do spowolnienia lub
zatrzymania translacji. Regiony bogate w pary GC lub obecnos¢ struktur spinki do wtos6w moga
negatywnie wplywa¢ na inicjacje translacji.’® Z kolei destabilizacja tych struktur moze utatwi¢
translacje (Rys. 48). Dodatkowo, biatka wigzace RNA- RBPs mogg stabilizowa¢ Iub destabilizowac
struktury drugorzedowe w 5' UTR, modulujac dostepnos¢ mRNA dla maszynerii translacyjnej.>®
Kluczowym elementem 5' UTR jest sekwencja Kozak, ktora utatwia rozpoznanie miejsca startu przez
rybosomy. Obecnos¢ sekwencji GCC(A/G)CCAUGG w poblizu kodonu startowego (AUG) jest istotna
dla efektywnej inicjacji translacji.’*® Dodatkowe elementy w 5' UTR, takie jak sekwencje kodujgce
znajdujace si¢ przed gtowna ramka odczytu — uORFs (ang. upstream open reading frames), moga
rowniez regulowac translacje. UORFs sg w stanie zatrzymywac procesowanie nici RNA przez rybosomy
lub skierowaé je do ponownej reinicjacji, co zazwyczaj prowadzi do mniej efektywnej translacji
gtéwnego ORF 3%

.....

Rysunek 48 Struktury drugorzedowe sekwencji 5" UTR mRNA. (a) a-globina 5'UTR mRNA. (b) Minimalny 5'UTR mRNA. (c)
pB-globina 5'UTR mRNA. (d) CYBA 5'UTR mRNA. (e) albumina 5'UTR mRNA. Rysunek zapozyczono z Ma*"
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W warunkach stresu komoérkowego, kiedy klasyczna $ciezka inicjacji translacji zalezna od kapu
jest hamowana, wewngetrzne miejsca wejscia rybosomoéw — IRES (ang. internal ribosome entry sites)
majg znaczacy wplyw na efektywnos$¢ translacji. IRES to specyficzne sekwencje RNA, ktore
umozliwiaja rekrutacje rybosomow niezaleznie od kapu.*® Mechanizm ten jest szczeg6lnie istotny dla
wirusOw oraz niektorych eukariotycznych mRNA, ktére musza ulega¢ translacji w niekorzystnych
warunkach. Sekwencje IRES sg zazwyczaj bogate w struktury drugorzedowe, ktoére moga bezposrednio
wigzac si¢ z malg podjednostka rybosomu (40S) oraz specyficznymi czynnikami inicjacji translacji,
takimi jak eIF4G lub elF4A, pomijajac potrzebe wigzania eIF4E z kapem (Rys. 49).>!° Badania
wykazaty, ze w warunkach, w ktorych klasyczna $ciezka translacji jest nieaktywna, mRNA zawierajace
sekwencje IRES moga nadal by¢ efektywnie wykorzystywane, umozliwiajac ciagla synteze biatek
niezbednych do odpowiedzi komoérkowej na stres.’!! Sekwencje IRES mogg pochodzi¢ z réznych
zrodet. Wiele wirusow RNA wykorzystuje IRES do przejecia translacyjnej maszynerii komorkowe;j, co
pozwala im na efektywna replikacje nawet wtedy, gdy translacja zalezna od czapeczki jest
zahamowana.’'? Ponadto, niektore eukariotyczne mRNA, zwlaszcza te kodujace biatka zaangazowane
w odpowiedz na stres, rowniez zawieraja IRES, co umozliwia im adaptacje do zmieniajacych sig¢
warunkéw $rodowiskowych.*'* Wykorzystanie sekwencji IRES w regionie 5' UTR czgsto wigze sie
z zastosowaniem chemicznie modyfikowanego kapu, co znaczaco zwicksza translacyjny potencjat
danego transkryptu.

a b 1
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AAAAAAAAAAA AAAAAAAAAAA

translacja kap-zalezna translacja za posrednictwem IRES EMCV

translacja za posrednictwem IRES HCV translacja za posrednictwem IRES CrPV

Rysunek 49 Porownanie inicjacji translacji zaleznej od kapu i od IRES. (a) Translacja zalezna od czapeczki. (b) Translacja
niezalezna od czapeczki, w ktorej posredniczy EMCV IRES. (c) Translacja niezalezna od czapeczki, w ktorej posredniczy IRES
wirusa HCV. (d) Translacja niezalezna od czapeczki, w ktorej posredniczy intergeniczny IRES CrPV. Otwarte ramki odczytu

oznaczono jako grube zakrzywione czarne linie. Struktury drugorzedowe IRES sq przedstawione jako grube czarne linie

zwigzane przez czynniki translacyjne i/lub podjednostki rybosomalne. Rysunek zapozyczono z Beilharz3'?

7.4 Modyfikacje sekwencji kodujacej CDS

Sekwencja kodujaca CDS (ang. coding sequence) odgrywa kluczowa role w procesie translacji,
determinujgc rodzaj i jakos¢ syntezowanego biatka. Jednoczes$nie, sekwencja ta wptywa na stabilno$¢
czasteczki mRNA oraz jej potencjat translacyjny. Wspolczesne strategie projektowania mRNA,
szczegolnie w konteks$cie terapeutycznym, skupiaja si¢ na modyfikacjach CDS, ktore umozliwiajg

76



optymalizacje translacji przy jednoczesnym zapewnieniu trwatosci transkryptu w komorce.
Optymalizacja kodonow stanowi jedno z podstawowych narzedzi poprawy wydajnosci translacji.
Kodony sa wybierane na podstawie ich czgstosci uzycia w danym organizmie gospodarza, co zapewnia
efektywniejsze wykorzystanie dostepnych tRNA. Substytucja rzadziej uzywanych kodonoéw na bardziej
powszechne moze znaczni zwigkszy¢ efektywnos$¢ translacji. Jednak nadmierna optymalizacja
kodon6éw moze prowadzi¢ do utraty naturalnych mechanizmoéw regulacyjnych, takich jak zwolnienie
translacji w regionach krytycznych dla prawidlowego faldowania biatka. Dlatego projektowanie
sekwencji CDS powinno uwzglednia¢ nie tylko czesto$¢ uzycia kodondw, ale takze ich rozmieszczenie
wzdtuz transkryptu. Drugorzedowa struktura mRNA odgrywa kluczowa rol¢ w procesie translacji.
Stabilne struktury, takie jak spinki do wiloséw lub G-kwadrupleksy, moga hamowaé procesowanie
rybosomu, utrudniajgc translacje. Projektowanie sekwencji CDS powinno uwzglednia¢ minimalizacje
takich struktur w obszarach krytycznych, zwlaszcza w regionie poczatkowym translacji (tzw. Kozak
sequence). Strategie projektowania obejmujg réwniez zastosowanie algorytmow bioinformatycznych,
ktore przewiduja sktonno§¢ sekwencji do tworzenia struktur drugorzedowych i umozliwiajg ich
modyfikacje. Redukcja struktur stabilnych w regionach krytycznych moze zwickszy¢ szybkos¢ inicjacji
translacji i efektywnos$¢ syntezy biatka. Synonimiczne mutacje, czyli zamiana jednego kodonu na inny
kodujacy ten sam aminokwas, moga zmienia¢ dynamike translacji bez wplywu na sekwencje
aminokwasowg biatka. Badania wskazuja, ze wprowadzenie synonimicznych mutacji moze wptywac na
szybkos¢ elongacji, co w konsekwencji moduluje faldowanie biatka.*!> Ponadto synonimiczne mutacje
moga wpltywaé na stabilnos¢ mRNA, zmieniajac powinowactwo do specyficznych biatek wigzacych
RNA oraz miRNA. Wprowadzenie odpowiednich mutacji synonimicznych moze wigc przyczynic sie
do poprawy trwatosci mRNA w komorce. Wprowadzenie chemicznych modyfikacji nukleotydow
w CDS, takich jak pseudourydyna (y) czy metylocytozyna, moze wptywac na stabilnos¢ mRNA oraz
wydajno$¢ translacji. Modyfikacje te zmniejszaja immunogenno$¢ czasteczki mRNA, co jest
szczegolnie istotne w zastosowaniach terapeutycznych, takich jak szczepionki mRNA. Chemiczne
modyfikacje moga rowniez wptywac na interakcje mRNA z biatkami rybosomalnymi oraz czynnikami
inicjujgcymi translacje, co w konsekwencji poprawia efektywno$¢ syntezy biatka. Takie podejscie
znajduje szerokie zastosowanie w projektowaniu mRNA do celéw terapeutycznych. Sekwencje CDS
moga zawiera¢ motywy destabilizujace, takie jak bogate w AU regiony, ktore sprzyjaja degradacji
mRNA. Unikanie takich motywow podczas projektowania sekwencji CDS jest istotnym elementem
optymalizacji stabilno$ci transkryptu. W praktyce projektowania mRNA stosuje si¢ narzg¢dzia
bioinformatyczne, ktére identyfikujg potencjalne motywy destabilizujace i umozliwiajg ich eliminacje
lub zamiane na bardziej stabilne sekwencje.

7.5 Wptyw modyfikacji ogona poli(A) na stabilno$¢ 1 potencjat translacyjny mRNA

Skuteczno$¢ wykorzystania czasteczek RNA do celow leczniczych zalezy od cech
strukturalnych samego RNA, ktore wpltywaja zarowno na jego stabilno$¢, jak i procesy metaboliczne
regulujace przetwarzanie RNA w zywych komorkach. W poprzednich rozdziatach przedstawitem
wplyw modyfikacji chemicznych konca 5° RNA, sekwencji UTR oraz sekwencji kodujacej CDS na
terapeutyczne wilasciwosci syntetycznych mRNA. W tym podrozdziale skupie si¢ na modyfikacjach
strukturalnych konca 3> mRNA, czyli ogona poli(A), ktorego udoskonalanie zyskalo zainteresowanie
naukowcow dopiero w ostatnich latach.

Znajdujacy sie na koncu 3' wiekszosci eukariotycznych czasteczek mRNA ogon poli(A), sktada
sie z szeregu nukleotydow adeninowych (A) polaczonych wigzaniami 3',5'-fosfodiestrowymi.’!¢
Chociaz doktadna dtugos¢ ogona poli(A) moze si¢ rdznié, zazwyczaj sktada si¢ on z 100 do 250 reszt
adeninowych. Ta powtarzajaca si¢ sekwencja adeninowa nie zawiera informacji kodujacej, ale odgrywa
istotng role w kilku funkcjach komérkowych. Stuzy do regulacji stabilno§ci mRNA poprzez ochrong
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mRNA przed degradacjg enzymatyczng, zachowujac w ten sposob przenoszong przez niego informacje
genetyczng.’!” Dodatkowo, ogon poli(A) odgrywa istotng role w procesie eksportu mRNA z jadra
komoérkowego do cytoplazmy, bierze udzial w inicjacji translacji, jak réwniez ulatwia wigzanie
rybosoméw, co sprzyja syntezie biatek.’'® Podczas inicjacji translacji mata podjednostka rybosomalna,
wraz z innymi czynnikami inicjujacymi, wigze si¢ z mRNA. Obecno$¢ ogona poli(A) wzmacnia ten
proces wigzania, promujac wydajng rekrutacje rybosomdw, a w konsekwencji zwickszona produkcje
biatka (Rys. 50).3"

Kroétki ogon poli(A) Dtugi ogon poli(A)

Stan sprzezony

A.. b
AAL. ANN

« mRNA nie zwigzane z PABPC sg stabilne
SN S ANANANANNAAA * PABPC znaczaco wplywa na wydajnosé¢

translacji

,C Amw,\,\,\,ﬁ f www Stan niesprzezony

o PABPC jest wysycone

« dostepnosé¢ PABPC jest ograniczona

« mRNA nie zwigzane z PABPC sg niestabilne

L 2 /\/&V\/v ° /\/\@W\/ * PABPC minimalnie wptywa na wydajnos¢
translacji

Rysunek 50 Schemat przedstawia wplyw diugosci ogona poli(A) i stanu zwiqzania z biatkiem PABPC na stabilnos¢ mRNA
i efektywnos¢ translacji (TE). Izoformy mRNA o krotszych ogonach poli(A), ktore stabiej konkurujq o wigzanie PABPC, majg
mniejsze prawdopodobienstwo przylgczenia PABPC do swoich koncow 3, co ostabia ich translacje. W warunkach nasycenia
biatkiem PABPC zarowno krotkie, jak i dlugie ogony sq prawdopodobnie catkowicie pokryte czgsteczkami PABPC. mRNA
z dlugimi ogonami majg wiecej zwigzanych czgsteczek PABPC, co wspomaga efektywnos¢ translacji wzgledem krotkich form
poli(A4) posiadajgcych pojedynczq czgsteczke PABPC. Rysunek zapozyczony z pracy Xiang et al.’?"

Dtugos¢ ogona poli(A) moze by¢ dynamicznie regulowana, a regulacja ta znaczaco wplywa na
stabilno$¢ i efektywno$¢ wykorzystania mRNA. Badania przeprowadzone przez Chang i wsp. (2014)3?!
wykazaty, ze dtugos$¢ ogona poli(A) bezposrednio koreluje z czasem pottrwania mRNA w komorkach
ssaczych, co podkresla kluczowe znaczenie tego elementu w ochronie transkryptu przed degradacja.
W niektorych przypadkach, skrécenie ogona poli(A) moze prowadzi¢ do degradacji mRNA,
ograniczajac jego czas poltrwania i zmniejszajac produkcje biatka.* 1 odwrotnie, wydluzenie ogona
poli(A) moze stabilizowa¢ mRNA, przedtuzajac jego obecnos¢ w cytoplazmie i promujagc dtugotrwata
synteze biatek. Ta dynamiczna kontrola ogona poli(A) pozwala komérkom precyzyjnie dopasowac
poziom ekspresji genéw w odpowiedzi na rézne sygnaly wewnetrzne i zewnetrzne.*?*> Praca Eichhorn
i wsp. (2016)*** wskazuje, ze wprowadzenie modyfikacji chemicznych, takich jak 2’-O-metylowane
nukleotydy, znaczgco wydtuza stabilno$¢ transkryptow mRNA stosowanych w celach terapeutycznych,
minimalizujgc ich degradacjg¢. Ogon poli(A) utatwia takze specyficzne interakcje miedzy czasteczkami
mRNA a biatkami, oddziatujac bezposrednio z PABP, co omodwitem szerzej w poprzednich
rozdziatach.’*** Badania Mattijssen i wsp. (2021)’* wykazaly, ze zastosowanie zmodyfikowanych
ogondw poli(A) wydtuza czas wigzania PABP z transkryptem, co skutkuje zwigkszeniem wydajnosci
translacji. Wydluzenie ogona poli(A) lub wprowadzenie nietypowych nukleotydow wzmacnia
interakcje z PABP, poprawiajac tym samym efektywnos$¢ translacyjng mRNA. Optymalizacja sekwencji
ogona poli(A) powinna jednak uwzglgdnia¢ eliminacje motywow zaktocajacych, takich jak G-
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kwadrupleksy, ktore moga negatywnie wptywac na proces translacji poprzez zaklocanie interakcji
z czynnikami btonowymi.

W kontekscie terapeutycznym, modyfikacje ogona poli(A) majg szczegdlne znaczenie dla
efektywnosci szczepionek i lekow opartych na technologii mRNA. Stabilno$¢ transkryptu oraz jego
potencjat translacyjny determinujg poziom syntezy biatka terapeutycznego w komorkach docelowych.
Modyfikacje chemiczne ogona poli(A) moga réwniez minimalizowa¢ reakcje immunologiczne, co jest
istotne dla ograniczenia efektow ubocznych terapii. Projektowanie ogona poli(A) powinno uwzglgdniac
specyfike komorek docelowych i warunki fizjologiczne, w jakich mRNA bedzie dziataé. Jak podkreslaja
wyniki badan Zhang i wsp. (2023)*”%, wprowadzenie stabilniejszych wersji ogona poli(A) moze by¢
korzystne w terapii nowotworow, gdzie transkrypty sa szczegoélnie narazone na degradacje
w agresywnym $rodowisku komoérkowym.

Ze wzgledu na istotng role w regulacji zardwno translacji jak i stabilno$ci mRNA, modyfikacje
ogona poli(A) wydaja sie mie¢ ogromny potencjal do modulowania aktywno$ci terapeutycznych
mRNA. Potencjal ten przez wiele lat pozostat jednak niewykorzystany. W momencie gdy
rozpoczynatem badania opisane w niniejszej pracy doktorskiej (2020 r), w literaturze niemal nieopisane
byly badania nad modyfikacjami tej czesci mRNA. Wynika to prawdopodobnie z faktu, ze precyzyjne
badanie zaréwno chemicznych jak i genetycznych modyfikacji tej struktury jest skomplikowane
i wymaga duzych nakladow pracy. W ostatnich latach rozwdj biologii molekularnej i chemii
biologicznej oraz duze zainteresowanie tematyka terapeutycznych mRNA doprowadzily jednak do
pojawienia sig¢ kilku prac opisujacych wptyw réznorodnych modyfikacji ogona poli(A) na wlasciwosci
mRNA, co omawiam w rozdziatach ponizej.

8. Metody wprowadzania ogona poli(A) do mRNA powstatego na drodze [VT

Ogon poli(A) jest kluczowym elementem strukturalnym mRNA, pelnigcym istotng role
w stabilizacji transkryptu, jego eksporcie z jadra komoérkowego oraz efektywnej translacji
w rybosomach. Wprowadzenie ogona poli(A) do mRNA moze odbywac¢ si¢ na dwa gldwne sposoby:
ko-transkrypcyjnie, czyli juz podczas syntezy mRNA, oraz post-transkrypcyjnie, w osobnym etapie,
przy uzyciu enzymu polimerazy poli(A) PAP (ang. poly(4) polymerase). Oba podej$cia maja swoje
zalety 1 ograniczenia, ktére decydujg o ich wyborze w kontekscie konkretnych zastosowan badawczych
lub terapeutycznych.

Poliadenylacja ko-transkrypcyjna polega na wprowadzeniu ogona poli(A) do czasteczki mRNA
juz w trakcie procesu IVT. W metodzie tej ogon poli(A) jest bezposrednio zakodowany w matrycy
DNA, ktora stuzy jako szablon dla polimerazy RNA. Sekwencja poli(A) jest projektowana jako ciag
nukleotydow adeninowych, zazwyczaj o dlugosci od 50 do 150 nukleotyddéw i umieszczana na koncu
regionu kodujacego biatko, tuz przed sygnatem terminacji transkrypcji. W trakcie transkrypcji RNA
polimeraza przepisuje cata sekwencje, lacznie z regionem poli(A), tworzac kompletny transkrypt
zakonczony ogonem poli(A). Kluczowym etapem jest staranne zaprojektowanie matrycy DNA,
zawierajacej odpowiednio zaprogramowany fragment poli(A), aby zapewni¢ jednorodnos$c¢ i stabilnos¢
koncowego produktu. Jedna z glownych zalet tego podejscia jest prostota oraz integracja procesu
poliadenylacji z etapem transkrypcji, co eliminuje potrzebe dodatkowej enzymatycznej obrobki mRNA
1 zmniejsza ryzyko kontaminacji preparatu. Metoda ta jest mniej czasochlonna i tansza niz podejscie
post-transkrypcyjne, gtownie dlatego, Zze eliminuje potrzebg dodatkowych reakcji enzymatycznych
1 etapOw oczyszczania po zakonczeniu transkrypcji. Jednakze, pomimo tych zalet, podejscie ko-
transkrypcyjne nie jest pozbawione istotnych ograniczen, ktore wynikajg przede wszystkim
z wlasciwos$ci polimerazy RNA i1 specyfiki procesu transkrypcji. Jednym z kluczowych probleméw jest
trudnos¢ w uzyskaniu bardzo dlugich i jednorodnych ogonow poli(A) (powyzej 150 nukleotydow).
Wynika to z faktu, ze polimeraza RNA wykazuje tendencje do przedwczesnej terminacji transkrypcji
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w rejonie sekwencji poli(A). Mechanizm ten jest zwigzany z powtarzalnym charakterem sekwencji
adeninowych, ktore tworzg niestabilny kompleks hybrydowy RNA-DNA podczas transkrypcji. Adenina
stabiej wigze si¢ z tyming (w przypadku hybryd RNA-DNA) niz guanina z cytozyng, co prowadzi do
zwigkszonego ryzyka dysocjacji polimerazy od matrycy w tym regionie. W rezultacie synteza RNA
moze zosta¢ przerwana, zanim petna sekwencja poli(A) zostanie przepisana, co skutkuje czasteczkami
mRNA o zrdznicowanej dlugosci ogona poli(A). Dodatkowym problemem jest heterogenno$¢ dlugosci
ogona poli(A), ktéra moze wynika¢ nie tylko z przedwczesnego zakonczenia transkrypcji, ale takze
z trudno$ci w precyzyjnym kontrolowaniu liczby powtarzanych nukleotydow A w matrycy DNA.
W praktyce polimeraza RNA moze w réznym stopniu przechodzi¢ przez region poli(A), w zaleznosci
od warunkdéw reakcji transkrypcji oraz struktury samej matrycy. W efekcie uzyskane transkrypty moga
rozni¢ si¢ dlugo$cia ogona poli(A), co prowadzi do heterogennosci calej populacji mRNA.
Konsekwencje tych zjawisk sg istotne z perspektywy funkcjonalnosci i stabilnosci mRNA. Dlugosé
i jednorodno$¢ ogona poli(A) maja bezposredni wplyw na efektywnos$¢ translacji oraz czas zycia
czasteczki mRNA w komorce. Krotsze ogony poli(A) sa bardziej podatne na dziatanie rybonukleaz, co
skutkuje szybsza degradacja mRNA i zmniejszona wydajnoscia translacji. Z kolei dtuzsze i bardziej
jednorodne ogony poli(A) sprzyjaja efektywnemu wigzaniu bialek wiazacych poli(A) (PABP) oraz
inicjacji translacji, co przektada si¢ na wigksza stabilno$¢ i dluzszy okres aktywnos$ci biologicznej
mRNA. Heterogenno$¢ ogondéw poli(A) moze réwniez wplywaé na powtarzalnos¢ wynikow
w eksperymentach oraz na skuteczno$¢ terapeutyczng mRNA w zastosowaniach klinicznych. Produkcja
terapeutycznych czasteczek mRNA wymaga niezwykle $cistej kontroli nad jakos$cig i jednorodno$cia
koncowego produktu. Nawet niewielkie roznice w dlugosci ogona poli(A) moga prowadzi¢ do
zmienno$ci w wydajnosci translacji oraz w odpowiedzi immunologicznej organizmu. Ponadto,
heterogeniczne ogony poli(A) moga zaktoca¢ interakcje z biatkami regulatorowymi i wptywaé na
transport oraz lokalizacic mRNA w komodrkach. Pomimo tych ograniczen poliadenylacja ko-
transkrypcyjna znajduje szerokie zastosowanie w produkcji mRNA przeznaczonego do badan nad
ekspresja biatek, w szczepionkach opartych na mRNA oraz w badaniach nad strukturg i funkcja kwasow
nukleinowych. Metoda ta jest szczegolnie uzyteczna w przypadkach, gdy wymagana jest szybka
i zautomatyzowana produkcja duzych ilosci mRNA o przewidywalnej strukturze i stabilnosci.
Poliadenylacja post-transkrypcyjna to metoda, w ktérej ogon poli(A) jest dodawany do
czasteczki mRNA po zakonczeniu procesu IVT. W tym podejsciu, enzym polimeraza poli(A) PAP
katalizuje przylaczanie nukleotydéw adenozynowych do konca 3> mRNA, niezaleznie od matrycy
DNA. Jest to proces enzymatyczny, ktdry nasladuje naturalng poliadenylacj¢ zachodzacg w komérkach
eukariotycznych, jednak odbywa si¢ w kontrolowanych warunkach laboratoryjnych. Proces
poliadenylacji post-transkrypcyjnej rozpoczyna si¢ od syntezy mRNA metoda IVT, zazwyczaj bez
ogona poli(A) lub z krotkg, wstgpna sekwencjg adeninowa. Nastgpnie przeprowadza si¢ reakcje
enzymatyczng, w ktorej polimeraza poli(A), w obecnosci ATP jako substratu, katalizuje przylaczanie
nukleotydow adenozynowych do konca 3’ czasteczki mRNA. Reakcja ta moze by¢ kontrolowana przez
stezenie ATP, ilo$¢ uzytego enzymu, czas reakcji oraz warunki srodowiskowe, takie jak temperatura i
pH. W efekcie uzyskuje si¢ mRNA z ogonem poli(A) o okreslonej dlugosci i stosunkowo wysokiej
jednorodno$ci, co znaczaco wplywa na stabilno$¢ 1 wydajnos¢ translacji mRNA w komorkach
docelowych. Jednym z kluczowych atutéw post-transkrypcyjnej poliadenylacji jest jej elastycznosc.
Mozliwos¢ dostosowania dtugosci ogona poli(A) pozwala na optymalizacje funkcji mRNA w zaleznosci
od konkretnego zastosowania terapeutycznego lub badawczego. Krotsze ogony poli(A) mogg by¢
preferowane w aplikacjach wymagajacych szybszej degradacji transkryptu, natomiast dluzsze ogony
poli(A) zapewniajg wicksza stabilno§¢ mRNA oraz bardziej efektywng translacje. Dodatkowo, reakcja
poliadenylacji enzymatycznej umozliwia rowniez wprowadzanie modyfikacji chemicznych do ogona
poli(A), takich jak analogi nukleozydow (np. 2'-O-metyloadenozyna), co dodatkowo zwigksza
odporno$¢ mRNA na enzymy degradacyjne oraz poprawia jego wydajno$¢ translacyjna.
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Naturalny ogon poli(A) mRNA sktada si¢ z tancucha nukleotydéw adeninowych (A), ktory nie
wykazuje charakterystycznych struktur wyzszego rzgdu, co wynika bezposrednio z wystgpowania
sekwencji homoadeninowej. Brak réznorodnos$ci w sekwencji konca 3> mRNA uniemozliwia tworzenie
skomplikowanych struktur przestrzennych, takich jak petle czy spinki do wtosdw, ktore sa czesto obecne
w innych regionach mRNA. Z tego wzgledu wprowadzanie ukierunkowanych modyfikacji w tym
regionie jest trudne. Istnieje jednak kilka metod modyfikacji ogona poli(A), ktére pozwalaja na
manipulacje jego dlugoscia, budowa oraz funkcjg. Najprostszym rozwigzaniem jest wykorzystanie
zmodyfikowanych 5’-trifosforanéw adenozyny na etapie syntezy mRNA w reakcji IVT. Polimeraza
RNA w trakcie transkrypcji dobudowuje zmodyfikowane nukleotydy na podstawie matrycy DNA, ktora
zawiera sekwencj¢ ogona poli(A). W efekcie uzyskiwane sa czasteczki mRNA ze zmodyfikowanymi
nukleotydami w ogonie poli(A), jednak modyfikacje wprowadzane sg rowniez w sekwencji kodujacej
(ORF) w calym przebiegu tworzonej czasteczki. Dodatkowo zastosowanie zmodyfikowanych 5°-

i) e« an 288 o SR8 trifosforandéw adenozyny wplywa negatywnie na wydajno$¢
procesu IVT, a to jest zwigzane ze zmniejszong specyficznoscia
substratowa polimerazy RNA wzgledem odmiennych

622 -
527 - konformacyjnie nukleotydéw. Powyzsze ograniczenia eliminuja
as IB mozliwo$¢  powszechnego  wykorzystywania  takiego
rozwigzania w celu produkcji syntetycznych mRNA
309 - o potencjale terapeutycznym. Kolejny sposdéb wprowadzania
modyfikacji w obrgbie ogona poli(A) zaklada wykorzystanie
22 = zmodyfikowanych nukleotydéw oraz polimerazy poli(A) (PAP)
217 = do procesu post-transkrypcyjnej poliadenylacji enzymatycznej
201 bez udzialu matrycowego DNA.*** To rozwigzanie zapewnia
190 - . o . . .
180 - wprowadzenie modyfikacji jedynie w obrebie ogona poli(A),
o B eliminujagc ~ wcze$niej opisany problem  wystgpowania
modyfikowanych nukleotydow w calej czasteczce mRNA.
- Jednak to podejscie rowniez posiada swoje wady. Produkty
poliadenylacji przeprowadzonej przez polimerazg¢ PAP
122 = charakteryzuja  si¢  zmienng  dlugoscia, co  wynika
10 z nierdbwnomiernego czasu dziatania enzymu na poszczegolnych
czasteczkach mRNA w mieszaninie reakcyjnej. Finalnie kazda
reakcja poliadenylacji PAP konczy sie uzyskaniem ogondéw
20 poli(A) o innej $redniej dlugosci, co uniemozliwia powtarzalne
- B przygotowywanie produktow mRNA (Rys. 51).
7 @ Rysunek 51 Wykorzystanie polimerazy PAP do poliadenylacji RNA in vitro
§ - | prowadzi do uzyskania heterogennego rozktadu dlugosci ogona poli(A)
L3pre-Azq L3pre-Azso zaleznego od czasu trwania reakcji. Rysunek zapozyczony z Wahle®?”

Zjawisko to mozna czgsciowo ograniczy¢ poprzez doktadne okreslenie warunkéw prowadzenia
poliadenylacji (stezenia ATP oraz czasu inkubacji), aby uzyska¢ zaktadane dugosci ogonow poli(A).>’
Jednak finalnie i tak uzyskiwana jest mieszanina czgsteczek o zréznicowanej dtugosci ogona poli(A),
a skrajne przypadki mogg r6zni¢ si¢ dhugoscia tancucha poli(A) nawet o kilkadziesiat podjednostek.
Wprowadzanie zmodyfikowanych nukleotydow z wykorzystaniem PAP moze ogranicza¢ wydajnos¢
tego procesu z powodu niskiej specyficzno$ci substratowej enzymu PAP wzgledem nienaturalnych
nukleotydow, a to doprowadzi do spowolnienia lub zatrzymania poliadenylacji. Dodatkowa trudnosé¢
stanowi proba selektywnej modyfikacji ogona poli(A), realizowana poprzez zastosowanie mieszaniny
ATP i jego analogu podczas reakcji poliadenylacji. W takich warunkach precyzyjne sterowanie liczbg
oraz lokalizacja zmodyfikowanych nukleotydow w obrebie ogona poli(A) jest znacznie utrudnione, co
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prowadzi do jego niejednorodnej struktury i zmniejsza przewidywalnos¢ wiasciwosci biologicznych
koncowego produktu. W konsekwencji, tego rodzaju heterogeniczno$¢ stanowi powazne wyzwanie
w kontek$cie uzyskiwania jednorodnych czasteczek mRNA o oczekiwanych wiasciwosciach
biologicznych, co ogranicza potencjat tej metody w zastosowaniach terapeutycznych i przemystowych.

Wprowadzanie modyfikacji nukleotydowych w obrebie ogona poli(A) jest rowniez mozliwe
poprzez zastosowanie odpowiedniej sekwencji konca 3’ czasteczki na poziomie matrycowego DNA.
Jest to jednak mozliwe wylacznie w przypadku ko-transkrypcyjnego dodawania naturalnych
nukleotydow w ciagu adeninowym tancucha ogona poli(A), poniewaz zastosowanie odmiennych
modyfikacji nukleotydowych skutkowatoby wprowadzaniem zmian w obszarze catej sekwencji mRNA.
W tej metodzie sekwencja matrycowego DNA musi zawiera¢ zmienione nukleotydy w pozadanych
miejscach regionu ogona poli(A).>”> Aby przygotowaé takg matryce niezbedny jest etap klonowania
DNA, w ktorym syntetyczne oligonukleotydy kodujace modyfikowang sekwencje ogona poli(A) sa
dotaczane do reszty genu. Matryca DNA jest nastepnie uzywana w reakcji IVT, w ktorej polimeraza
RNA przepisuje informacj¢ z DNA na czasteczke RNA, wprowadzajac modyfikacje nukleotydowe
w odpowiednich miejscach ogona poli(A) finalnych molekul mRNA. Najwickszym wyzwaniem w tym
procesie jest uzyskanie jednorodnej matrycy DNA o zatozonej dtugosci tancucha poli(A), o czym
doktadnie pisalem na poczatku tego rozdzialu. Matryce DNA moga by¢ przygotowywane
i amplifikowane za pomoca tancuchowej reakcji polimerazy (PCR) lub poprzez amplifikacj¢ wektora
plazmidowego w systemie bakteryjnym (Rys. 52).

Rekombinowany
plazmid DNA

\

Komorka \ \ /J
bakteryjna M =
i ! ¥ )

N —
Plazmid wprowadzony Kultura bakteryjna produkuje Oczyszczone kopie
do komérki bakteryjnej miliony bakterii rekombinowanego plazmidu DNA

Rysunek 52 Schemat procesu amplifikacji plazmidowego DNA. Rekombinowany plazmid DNA jest wprowadzany do komorki
balkteryjnej, ktora nastepnie jest hodowana w kulturze mikrobiologicznej, co prowadzi do powielenia milionow nowych bakterii
zawierajgcych plazmid. Na koncu uzyskuje si¢ oczyszczone kopie rekombinowanego plazmidu DNA.

Stosowanie plazmidowego DNA jest zalecane ze wzgledu na wigkszg kontrole i powtarzalno$é
procesu amplifikacji, co jest szczegoélnie istotne przy zwigkszaniu skali produkcji zgodnie z dobrymi
praktykami wytwarzania - GMP (ang. good manufacturing practice). Jednak amplifikacja
plazmidowego DNA w systemach bakteryjnych, pomimo zalet, takich jak wysoka kontrola procesu
i nizszy koszt produkcji na duza skale w poréwnaniu z PCR, ma swoje wady. Bakteryjna maszyneria
transkrypcyjna w E. coli ma tendencje¢ do niedoktadnej amplifikacji "trudnych" sekwencji, takich jak te
zawierajagce powtarzajgce si¢ elementy i niestabilne wstawki. Amplifikacja dtugich homosekwencji,
przekraczajacych 80-100 nukleotydow, takich jak sekwencja ogona poli(A), jest szczegélnie
problematyczna.’?%3%° Rozlegly taficuch powtarzajacych sie adenin sprawia, ze polimeraza bakteryjna
przeslizguje si¢ przez t¢ sekwencje, nie replikujac doktadnie petnej dlugosci fragmentu DNA. W efekcie
dochodzi do skrocenia sekwencji ogona poli(A) podczas amplifikacji, redukujac go do okoto 30 zasad
adeninowych.?*° Ta redukcja dtugo$ci ogona poli(A) zwieksza heterogenno$¢ mRNA i zmniejsza jego
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wzgledng aktywnos$¢ biologiczng. W procesie amplifikacji plazmidowego DNA znaczacym problemem
jest rowniez zréznicowany poziom replikacji w roznych komoérkach bakteryjnych, co prowadzi do
heterogennosci populacji plazmidow. Komorki bakteryjne moga preferencyjnie amplifikowac¢ plazmidy
o uproszczonej strukturze, co zmniejsza udzial plazmidow z dlugimi i powtarzalnymi sekwencjami,
takimi jak poli(A), w koncowym preparacie. Ponadto, zastosowanie systemdow bakteryjnych wiaze si¢
z ryzykiem kontaminacji preparatu mRNA resztkami bakteryjnego DNA, endotoksynami oraz innymi
sktadnikami bakteryjnymi. Wymaga to dodatkowych etapow oczyszczania, ktore moga zwigkszac koszt
produkcji i czas trwania catego procesu. Czasteczki mRNA ze skréconymi ogonami poli(A) sa bardziej
podatne na degradacj¢ i maja krotszy okres pottrwania w zywych komoérkach. Skrécony ogon poli(A)
moze roéwniez prowadzi¢ do nizszych poziomow ekspresji kodowanego biatka z powodu mniej
wydajnego procesu inicjacji translacji.?'® Czgsteczki mRNA syntetyzowane z takich zmodyfikowanych
matryc DNA z krotkimi ogonami poli(A) maja krotszy okres pottrwania, sa szybciej degradowane
i wykazujg znacznie nizsze poziomy translacji biatek w zywych komorkach.3** Taki efekt biologiczny
jest skaranie niepozadany, szczegdlnie w zastosowaniach terapeutycznych. Jednakze istnieja metody
zapobiegania skracaniu ogonow poli(A) w trakcie ich amplifikacji w bakteriach. Do takich strategii
nalezg: stosowanie szczepow bakteryjnych zoptymalizowanych pod katem replikacji sekwencji
powtarzalnych, modyfikacje wektorow plazmidowych w celu zwigkszenia ich stabilno$ci oraz uzycie
niskokopijnych plazmidow, ktore zmniejszaja presje selekcyjna na amplifikacje uproszczonych
wariantow DNA. Coraz cze¢$ciej rozwaza si¢ rowniez alternatywy, takie jak amplifikacja w systemach
eukariotycznych, ktore lepiej toleruja dhugie i powtarzalne sekwencje, czy zastosowanie technologii
syntezy chemicznej DNA, eliminujacych potrzebe replikacji w zywych organizmach.

8.1 Modyfikacje sekwencji nukleotydowej ogona poli(A)

Wraz z rozwojem technologii mRNA zrozumiano, ze modyfikacje ogona poli(A) moga
znaczaco wplyna¢ na funkcjonalno$¢ czasteczki mRNA, szczegdlnie w zastosowaniach
terapeutycznych. Poczatkowe badania nad rolg ogona poli(A) w mRNA pojawity si¢ w latach 70. XX
wieku, kiedy badacze, tacy jak Singer oraz Fraenkel (1970)*!, zaczeli opisywac jego strukture i funkcje.
Jednak intensywny rozwoj w kierunku modyfikacji nukleotydowych ogona poli(A) nastapit w ostatnich
dwoch dekadach, gléwnie dzieki badaniom nad zastosowaniami mRNA w szczepionkach i terapiach
genowych (Kariké i Weissman, 2005).>** Jednym z podejs¢ do modyfikacji ogona poli(A) jest
wprowadzanie analogéw nukleotydow. Zastgpowanie naturalnych nukleotydow ich chemicznymi
odpowiednikami, takimi jak metylowane adeniny (np. ™A), pozwala na zwiekszenie stabilno$ci mRNA
oraz zmniejszenie jego podatnosci na dziatanie rybonukleaz. Karikd i Weissman wykazali, ze takie
modyfikacje nie tylko wydtuzaja okres pottrwania mRNA w komorkach, ale takze zmniejszaja jego
immunogennos¢, co odegrato kluczowa role w rozwoju szczepionek mRNA, takich jak te opracowane
przez Pfizer/BioNTech i Moderna. Innym podej$ciem jest wykorzystanie zmodyfikowanych matryc
DNA, ktore zawieraja odpowiednio zaprojektowane sekwencje kodujace ogon poli(A). Dzigki
zastosowaniu klonowania oligonukleotydow do wektoréw plazmidowych, mozliwe jest precyzyjne
zaprojektowanie dtugosci i struktury ogona poli(A). To podejscie, cho¢ obiecujace, wymaga precyzyjnej
kontroli jako$ci matrycy DNA, poniewaz btedy podczas amplifikacji w systemach bakteryjnych moga
prowadzi¢ do heterogennej dtugosci ogona poli(A), co negatywnie wptywa na stabilnos¢ 1 wydajnosé
translacji.

W komorkach somatycznych konce 3’ ogondéw poli(A) mogg naturalnie zawieraé reszty
uracylowe (U). Szacuje si¢, ze okolo 5% ogondéw poli(A) w polowie wszystkich mRNA konczy si¢
wlasnie tymi resztami. Za ten proces odpowiada urydylacja, polegajaca na dodawaniu reszt
urydylowych przez enzymy TUT4 i TUT7. Badania przeprowadzone przez Chang i wspolpracownikow
(2014)*! wykazaty, ze urydylacja odgrywa kluczowa role jako sygnat inicjujacy degradacje mRNA,
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szczegblnie w przypadku transkryptow z krotkimi ogonami poli(A). Z kolei reszty guaninowe (G) na
koncu 3’ ogona poli(A) zostaly powigzane z wickszg stabilnoscig mRNA. Badania przedstawione przez
Lim i wspotpracownikow (2018)*33 wskazuja, ze guanylowe zakonczenie jest skutkiem mieszanej
poliadenylacji katalizowanej przez enzymy TENT4A i TENT4B. Obecnos$¢ G na koncu poli(A) moze
spowolni¢ proces deadenylacji przez kompleks CCR4-NOT, zwigkszajac tym samym czas zycia mRNA
1 wydajno$¢ translacji (Rys. 53). Nie-adeninowe reszty w obrgbie ogona poli(A) odgrywaja roéwnie
wazng role w regulacji translacji i stabilnosci mRNA. Na przyktad, praca Jia et al. (2021)*** pokazata,
ze reszty cytozynowe (C) w obrebie ogona poli(A) moga zwickszac stabilnos¢ mRNA poprzez redukcje
tempa deadenylacji. W badaniach wykorzystano syntetyczne mRNA, w ktérych celowo wprowadzono
reszty C w poli(A). Wyniki wskazaty, ze takie modyfikacje moga réwniez poprawia¢ wydajnosé
translacji, cho¢ ich efektywno$¢ zalezy od specyficznych warunkéow komorkowych.

mRNA
— Addama,
Modyfikacje
nukleotydowe poli(A)
“AAAAAA , ACIGAA
Dynamiczne Spowolnienie
skracanie ogona skracania
poli(A) ogona poli(A)
AAAAA, AC/G f? CNOT
/¥ kompleks
o — -AAA

Degradacja mRNA

Rysunek 53 Wphw zastosowania modyfikacji nukleotydowych w obrebie ogona poli(A) mRNA na proces deadenylacji
i degradacji mRNA. Modyfikacje nukleotydowe ogona poli(A4) w postaci heteronukleotydow cytozynowych i guaninowych
spowalniajg proces skracania ogona poli(4) poprzez zmniejszenie oddziatywania tancucha poli(A) z kompleksem CNOT.
Rysunek zaadaptowany z pracy Lim et al.’%}

W pracy Trepotec et al. (2019)*** wykazano, ze wprowadzenie (poprzez zastosowanie reakcji
PCR) tacznikéw nukleotydowych w sekwencje poli(A) stabilizuje konstrukty DNA podczas ich
amplifikacji. Sekwencja kofica 3° RNA sktadajgca si¢ z 120 adenin zostala przedzielona za pomoca
tacznika mono- lub heksa-nukleotydowego w celu utworzenia segmentowanego (Ago linker Aso)
systemu ogona poli(A).*** Testowano rowniez wersje, ktore dzielity caty ogon poli(A) na trzy fragmenty
po 40 adenin, tworzac uklad (A4 linker Aso linker A4). Tak pofragmentowane ogony poli(A)
zmniejszyly wystepowanie zdarzen rekombinacji w plazmidowym DNA. W wigkszosci badanych
systemow, w tym in vivo, ogon A linker Ag nie mial negatywnego wplywu na translacje oraz
stabilno§¢ mRNA.. Praca Li et al. (2022)**° ukazata wplyw nukleotydow innych niz adenina w poblizu
konca 3' ogona mRNA na produkcje biatka. Przygotowano seri¢ mRNA kodujacych EGFP z ogonami
poli(A) o diugosci 40 nukleotydoéw, zawierajacymi rozne pojedyncze podstawienia nukleotydowe.
Badanie wykazato, ze podstawienia cytozyny (C) w poblizu konca ogona zwigkszaty produkcje bialka.
Efekt podstawienia cytozyny (C) byt spojny w réznych ludzkich liniach komérkowych, niezaleznie od
ich bazowych pozioméw ekspresji biatka. Badanie szczegoétowo przeanalizowato mechanizmy

84



odpowiedzialne za te efekty i zidentyfikowalo kompleks CCR4-NOT (CNOT), zaangazowany
w degradacje¢ mRNA, jako kluczowy element. Zablokowanie wybranych biatek CNOT ograniczyto
efekt zwigkszonej produkcji biatek przez ogony zawierajace cytozyne, wskazujac na ich role
w wydtuzaniu okresu pottrwania mRNA.

Ogromny potencjal modyfikacji regionu konca 3' mRNA znajduje odzwierciedlenie
w sukcesach sektora przemystowego oraz osrodkéw badawczych, ktore rozwijajg te technologie na
potrzeby zastosowan komercyjnych. Ujawnione prace badawczo-rozwojowe firmy BioNTech
zidentyfikowaty fragment 30-50 zasad od konca 5' ogona poli(A), jako krytyczny w procesie
amplifikacji DNA w systemach bakteryjnych. W jednym z rozwigzan tej firmy zaproponowano
wykorzystanie pojedynczego 10-nukleotydowego tacznika w sekwencji poli(A), jako elementu
stabilizujagcego w procesie replikacji plazmidowych matryc DNA w bakteriach.** Podejscie to
umozliwito syntez¢ matryc DNA kodujacych ogon poli(A) o dtugosci do 110 zasad adeninowych, przy
zachowaniu petnej aktywnosci biologicznej kodowanego mRNA. Wyniki tych prac zostaly ujete
w zgloszeniu patentowym WO2016005004A1 i znalazly zastosowanie w szczepionce Comirnaty
(Pfizer/BioNTech)**® przeciw wirusowi SARS-CoV-2. Kolejnym istotnym zastosowaniem
przemystowym zmodyfikowane]j sekwencji ogona poli(A) jest szczepionka firmy Moderna (mRNA-
1273), ktoéra rowniez zostala zatwierdzona do uzytku w trakcie pandemii SARS-CoV-2. Czasteczki
mRNA w tej szczepionce zawieraly regiony poli(A) skladajace si¢ z 90 adenin, zakonczonych
pentamerem mYCmWYAG. Badania nad tg szczepionka opublikowane na famach czasopisma Nature
w pracy Krawczyk et al. (2025), wykazaly ze pentamer m¥YCmWAG umozliwia tatwe rozréznienie
nienaruszonych i przetworzonych ogonow poli(A), co jest kluczowe dla analizy stabilnosci mRNA
w roznych typach komorek. Okazato sig, ze szczegdlng rolg w tym procesie odgrywaja makrofagi, ktore
wykazuja wysoki poziom ekspresji polimerazy TENTSA. Makrofagi byly zdolne do re-adenylacji
mRNA-1273, co dodatkowo zwickszylo stabilnos¢ mRNA i efektywnos¢ produkcji biatka
antygenowego. Cze$¢ badan przedstawionych w niniejszej rozprawie rowniez dotyczyta eksploracji
»genetycznych” modyfikacji ogona poli(A) w kontekscie ich wplywu na stabilno$¢ sekwencji
plazmidowych, a takze stabilnos$ci i aktywnosci translacyjnej samego mRNA.

8.2 Chemiczne modyfikacje ogona poli(A)

W ostatnich latach pojawily si¢ rowniez badania koncentrujgce si¢ na chemicznych
modyfikacjach ogona poli(A), ktore maja na celu zwigkszenie stabilnosci mRNA oraz poprawe
efektywnosci translacyjnej, co jest kluczowe dla mRNA stosowanego w celach terapeutycznych.
Pierwsze proby chemicznych modyfikacji ogona poli(A) skupialy si¢ na jego wydluzeniu lub
zastapieniu poszczegélnych nukleotydéw analogami adenozyny. Przyktadem takich dziatan jest
zastosowanie 3'-deoksyadenozyny (kordycepiny) oraz 8-aza-adenozyny, ktore stabilizowaly mRNA
w sposob analogiczny do wydtuzenia naturalnego ogona poli(A). Niemniej jednak, jak zauwazyli
Rabinovich i wsp. (2006)**, wyniki tych modyfikacji nie przyniosty spodziewanych rezultatow pod
wzgledem poprawy efektywnosci translacyjnej. Mimo ze kordycepina i 8-aza-adenozyna zwigkszaty
stabilno§¢ mRNA, to nie wykazywaly wyzszego potencjatu translacyjnego wzgledem naturalnych
poli(A).

Znacznie bardziej obiecujace rezultaty przyniosty modyfikacje tiofosforanowe ogona poli(A).
Strzelecka i wspotpracownicy (2020)**® wykazali, ze wprowadzenie modyfikacji tiofosforanowej na
koncu 3' mRNA wptynelo pozytywnie na stabilnos$¢ czasteczki. Tiofosforany zastepuja jeden z atomow
tlenu w grupie fosforanowej atomem siarki, co prowadzi do zwigkszonej odpornoSci mRNA na
degradacje¢ enzymatyczng przez nukleazy. Dodatkowo, w niektorych systemach biologicznych mRNA
zmodyfikowane tiofosforanami wykazywato wyzsze wskazniki translacji niz mRNA z naturalnym
ogonem poli(A), co czyni t¢ strategie obiecujacg w konteksScie zastosowan terapeutycznych opartych na
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mRNA. Alternatywne podejscie stanowilo wprowadzenie modyfikacji boranofosforanowej. W tej
strategii jeden z atomoéw tlenu w reszcie fosforanowej zostaje zastgpiony grupa boranowa (-BHs).
Chociaz teoretycznie modyfikacja ta powinna prowadzi¢ do zwickszonej stabilnosci mRNA, badania
wykazaty, ze boranofosforany nie byty tak skuteczne jak tiofosforany. Interesujagcym kierunkiem badan
nad modyfikacjami ogona poli(A) byla réwniez proba przylaczenia matych czasteczek
fluorescencyjnych, takich jak sulforodamina B (SRB), za pomoca chemii "click" z wykorzystaniem
2'-azydo-2'-dATP. Anhduser i wsp. (2019)**° pokazali, ze przylaczenie SRB do konca 3' mRNA
zaowocowato znacznym wzrostem wydajnosci translacyjnej, cho¢ mechanizm tego zjawiska nie zostat
w pelni wyjasniony. Co ciekawe, modyfikacje fluorescencyjne, ktore teoretycznie miaty jedynie stuzy¢
celom obrazowania, wykazaty znaczacy wptyw na poprawg translacji, co otwiera nowe mozliwosci dla
dalszych badan.

W jednym z najnowszych badan nad modyfikacjami ogona poli(A), Chen i wspotpracownicy
(2024)** skupili si¢ na projektowaniu wielogaleziowych (ang. multitail) struktur poli(A), ktére miaty
na celu zwigkszenie stabilnosci mRNA oraz wydajnosci jego translacji (Rys. 54). Modyfikacje te byly
ukierunkowane na zwigkszenie odpornosci na degradacje przez egzonukleazy oraz zachowanie funkcji
translacyjnej. Wielogateziowe struktury poli(A) zaprojektowano w taki sposdb, aby kazda gataz mogta
pehi¢ funkcje naturalnego ogona poli(A), taczac si¢ z biatkami PABPC, ktore stabilizuja czasteczke
mRNA i wspomagaja translacje. Kazda z gatezi poli(A) zostata dodatkowo zmodyfikowana chemicznie
w celu zwigkszenia odpornosci na degradacje. Wprowadzono modyfikacje tiofosforanowe oraz
2'-metoksyetylowe w obrgbie szesciu ostatnich nukleotydow, co znaczaco poprawito stabilnos¢ tej
struktury. W celu oceny biologicznej aktywnos$ci multitail mRNA, naukowcy przeprowadzili badania
w systemach komorkowych linii HEK293T oraz HeLa, uzywajac dwoch biatek reporterowych:
lucyferazy Firefly (Fluc) oraz lucyferazy Renilla (Rluc). Wyniki wykazaty, ze wielogaleziowe struktury
poli(A) znaczaco zwigkszaty translacyjng wydajnos¢ mRNA, co obserwowano jako wzrost stosunku
Fluc/Rluc w poréwnaniu do mRNA z tradycyjnym, liniowym ogonem poli(A). Dzigki zastosowaniu
takich narzedzi jak STARmap (ang. spatially-resolved transcript amplicon readout mapping) mozliwe
byto $ledzenie translacji i stabilno§ci mRNA w komorkach, co potwierdzilo, ze wielogateziowe poli(A)
poprawito stabilnos¢ oraz efektywnos¢ translacyjng bez uszczerbku dla funkcji mRNA.

A O o}

Rysunek 54 Schemat budowy rozgatezionych ogonow poli(A). Rozgale¢zione oligonukleotydy sq sprzezone przez wigzania
triazolowe. Modyfikacje odporne na nukleazy (fosforotioan i 2'-metoksyetyl) sq wigczone do ostatnich szesciu nukleotydow
kazdej gatezi. Dideoksycytydyny konczqce tancuch sq wprowadzane na koncu 3', aby zapobiec samoligacji. Rysunek
zapozyczony z pracy Chen et al. 3%

86



Jednym z najbardziej obiecujacych zastosowan multitail mRNA bylo jego wykorzystanie
w systemach edycji genomu z wykorzystaniem technologii CRISPR. Zwigkszona stabilno$¢
i translacyjna wydajno$¢ multitail mRNA umozliwita poprawe efektywnosci edycji gendw w systemie
CRISPR przy minimalnych dawkach mRNA. W badaniach przeprowadzonych na liniach komérkowych
oraz w modelach zwierzecych wykazano, ze multitail mRNA prowadzi do wyzszej ekspresji biatka Cas9
oraz bardziej efektywnej edycji docelowych gendw w pordwnaniu do mRNA z tradycyjnym ogonem
poli(A).

Warto wspomnie¢, ze modyfikacje sekwencji poli(A) ekslorowane byty rowniez w kontekscie
tworzeni inhibitorow translacji celujgcych w biatko PABP. W pracy Perzanowska et al. (2022)**! badano
wptyw chemicznych modyfikacji ogona poli(A) na jego zdolno$¢ do wigzania si¢ z biatkiem PABP oraz
na inhibicje translacji. Autorzy skupili si¢ na analizie roznorodnych substytucji, w tym modyfikacji
tiofosforanowych, 2'-O-metyloadenozyny (Am), 2'- fluoroadenozyny (AF), N6-metyloadenozyny (™°A)
oraz podstawienia guaning (G) w poli(A). Przeprowadzono szereg testOw wigzania z PABP za pomoca
metody termoforezy mikroskalowej, ktora pozwolita doktadnie zmierzy¢ zmiany w powinowactwie
PABP do zmodyfikowanych sekwencji adeninowych w poréwnaniu do niezmodyfikowanego A12.
Badania wykazaly, ze modyfikacje tiofosforanowe oraz 2'-fluoroadenozynowe miaty najmniejszy
wplyw na zdolnos¢ modyfikowanych oligomerow do wigzania PABP, jednoczesnie zapewniajac
ochrone przed enzymatyczna degradacja, zwlaszcza gdy byly umiejscowione na koncu tancucha. Inne
modyfikacje, takie jak ™A oraz guanina, wprowadzone w $rodku oligonukleotydu, znaczgco obnizaty
zdolno$¢ wigzania z PABP. Autorzy wykazali rowniez, ze modyfikacje te moga wplywac na stabilno$¢
mRNA 1 jego podatno$¢ na degradacje¢ przez deadenylazy. W eksperymentach dotyczacych inhibicji
translacji autorzy wskazali, Ze strategiczne wprowadzenie grupy metylowej w odpowiedniej pozycji
(A™), prowadzilo do efektywnej inhibicji translacji w systemie RRL (ang. reticulocyte lysate system).
Wyniki te sugeruja, ze zmodyfikowane sekwencje adeninowe moga by¢ uzyteczne jako inhibitory
translacji, co ma potencjalne zastosowania w kontrolowaniu syntezy biatek w terapiach RNA.

9. Termoforeza mikroskalowa w badaniach interakcji kwaséw nukleinowych
z biatkami

Metody fluorescencyjne stanowia niezwykle cenne narzgdzie w badaniach oddziatywan
migdzyczasteczkowych ze wzgledu na swoja wysoka czulo$¢, specyficzno$¢ oraz zdolnos¢
monitorowania procesow w czasie rzeczywistym. Obejmuja szeroki zakres zastosowan, takich jak
precyzyjne $ledzenie zmian konformacyjnych, tworzenia wigzan oraz oddziatywan miedzy molekutami,
w tym biatkami, kwasami nukleinowymi i ligandami. Metody te umozliwiajg réwniez badanie kinetyki
enzymatycznej oraz okreslanie statych dysocjacji roznych kompleksow biomolekularnych. Niewatpliwa
zaleta tych metod jest réwniez zdolnos¢ do badania interakcji w szerokim zakresie stezen oraz ich
nieinwazyjno$¢, co pozwala na przeprowadzanie eksperymentéw w warunkach bliskich fizjologicznym.
Techniki oparte na zjawisku fluorescencji staty si¢ fundamentem w rozwoju biologii molekularnej
i biofizyki, wykorzystujac réznorodne zjawiska fizyczne oraz specyficzne wlasciwosci biomolekut.
Wigkszos¢ z tych technik umozliwia precyzyjne okreslenie parametrow danej czasteczki lub interakcji,
w ktorej bierze ona udziat, jednakze ich zastosowanie wymaga spetnienia $cisle okreslonych warunkow
w danym uktadzie badawczym.

Jedng z pierwszych zastosowanych metod fluorescencyjnych byta analiza wygaszania
fluorescencji, ktora pozwalata na badanie oddzialywan molekul poprzez monitorowanie zmian
w intensywno$ci emisji fluorescencyjnej w obecnos$ci wygaszaczy. Z czasem rozwinigto technike
Forsterowskiego transferu energii rezonansowej FRET (ang. Férster resonance energy transfer),
umozliwiajaca poznanie odlegto$ci migdzy molekutami w skali nanometrow, co otworzyto nowe
mozliwosci w badaniach struktury i dynamiki biatek oraz kwasoéw nukleinowych.>* Kolejnym
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przelomem byto wprowadzenie anizotropii fluorescencji, ktorej istota jest pomiar dyfuzji rotacyjnej
czasteczek.** Metoda ta dostarcza informacji o wielkosci i ksztalcie molekut oraz dynamice ich ruchow
rotacyjnych, co jest kluczowe w badaniach konformacyjnych bialek. Rownolegle rozwijana
spektroskopia korelacji fluorescencji FCS (ang. fluorescence correlation spectroscopy) umozliwita
badanie dyfuzji translacyjnej czasteczek w roztworach, pozwalajac na doktadne okreslanie stgzen
i ruchliwo$ci molekut na poziomie pojedynczych czasteczek.>** W kolejnych latach zaawansowane
techniki fluorescencyjne zostaly wzbogacone o izotermiczng kalorymetri¢ miareczkowa ITC (ang.
isothermal titration calorimetry), ktora cho¢ nie opiera si¢ na fluorescencji, stanowi cenny
uzupelniajacy element w badaniach oddzialywan molekularnych.’* ITC mierzy ciepto generowane
podczas reakcji wigzania, dostarczajac bezposrednich informacji o termodynamice oddzialywan, co
w polaczeniu z metodami fluorescencyjnymi pozwala na pelniejsze zrozumienie procesow
biomolekularnych.

Termoforeza mikroskalowa MST (ang. microscale thermophoresis) jest unikalng technika
wsrod metod fluorescencyjnych, wyrozniajacg si¢ szerokim zakresem zastosowan w badaniach
interakcji biomolekularnych.>*¢ W przeciwienstwie do tradycyjnych metod, takich jak FRET czy
anizotropia fluorescencji, ktore czesto wymagaja szczegdlnego przygotowania probek i Scisle
okreslonych warunkow eksperymentalnych, MST oferuje wicksza elastycznos¢ i mozliwos¢ badania
roznych uktadow molekularnych bez konieczno$ci stosowania zaawansowanego znakowania. Jej
kluczowa zaletg jest czuto$¢ na zmiany w rozmiarze, konformacji, tadunku oraz otoczce hydratacyjnej
czgsteczek, co pozwala na dokladne monitorowanie zmian zachodzacych podczas tworzenia si¢
kompleksow biomolekularnych.’*” Dzieki zdolnosci do precyzyjnego badania czgsteczek o bardzo
r6znych wlasciwosciach, od matych ligandow po ztozone kompleksy biatkowe, MST stanowi narzedzie
o szerokim spektrum zastosowan. Dodatkowo, metoda ta charakteryzuje si¢ niewielkim zuzyciem
probek, co jest szczeg6lnie korzystne przy pracy z rzadkimi lub drogimi materiatami biologicznymi.
Krotki czas pomiaru oraz stosunkowo prosta analiza danych sprawiaja, ze MST jest wygodnym
i wydajnym rozwigzaniem, nawet w przypadku skomplikowanych uktadéw eksperymentalnych.

9.1 Podstawy termoforezy mikroskalowej- badania komplekséw biomolekut

Zjawisko termoforezy opisuje ruch czasteczek w gradiencie temperatury i cho¢ zostalo
zaobserwowane juz w potowie XIX wieku przez Ludwiga, wykorzystanie tego fenomenu w badaniach
nastgpito dopiero wiele dekad pdzniej.’*® Kluczowym parametrem opisujagcym termoforeze jest stata
Soreta (S7), okreslajaca w jaki sposob molekuly rozpuszczone w roztworze rozmieszczaja si¢ w
odpowiedzi na r6znice temperatury, i jest wyrazona przez zalezno$¢:

Chot
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Stosunek stezen czasteczek w punktach o réznych temperaturach zalezy wyktadniczo od statej
Soreta (S7) oraz roznicy temperatur (AT), okreslajac ich rozktad w stanie rownowagi w odpowiedzi na
gradient temperatury.* Stata Soreta okre$la, czy czasteczki bedg przemieszczaé sie w strone wyzszej
temperatury (termoforeza ujemna) czy nizszej temperatury (termoforeza dodatnia). Warto$¢ Sr zalezy
od réznych wlasciwosci molekularnych, takich jak rozmiar czasteczek, ich fadunek, konformacja oraz
charakterystyka otoczki hydratacyjnej. Zmiany tych wlasciwosci, wynikajace np. z oddzialywania
czasteczki z innymi molekutami majg bezposrednie przetozenie na warto$¢ tej statej. W kontrolowanych
warunkach buforowych termoforeza umozliwia badanie tadunku, rozmiaru oraz entropii solwatacji
czasteczek. Termoforeza wolnego biatka znaczaco rozni si¢ od termoforezy kompleksu biatka
z ligandem, co wynika z r6znic w rozmiarze oraz fadunku. Nawet jesli wigzanie nie wywiera istotnego
wplywu na tadunek lub rozmiar kompleksu, termoforeza wcigz moze wykry¢ te interakcje dzieki
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zmianom w entropii solwatacji, wynikajacym z procesu wigzania.

Termoforeza mikroskalowa w typowym ukladzie eksperymentalnym jest indukowana
i mierzona w szklanych kapilarach (Rys. 55).3*¢ Wigzka lasera podczerwonego (IR) skupiana jest we
wnetrzu kapilar, tworzac mikroskopijny gradient temperatury. W trakcie indukowania tego gradientu,
fluorofory w roztworze sa wzbudzane, a emitowana przez nie fluorescencja jest monitorowana, co
umozliwia okre$lanie zmian w stezeniu czastek fluorescencyjnych w obszarze objetym zasiegiem lasera
IR. Po poczatkowym skoku temperatury (ang. MST temperature jump, T-Jump), ciepto rozprasza sig¢
rownomiernie w calej objetosci probki, a w wyniku zjawiska termoforezy powstaje gradient stgzenia
czasteczek w badanym roztworze. Aby wyznaczy¢ stale wigzania, przygotowuje si¢ kilkanascie probek
(najczesdciej 12 — 16) o niezmiennym stezeniu czasteczki fluorescencyjnej oraz seryjne rozcienczenie
drugiego sktadnika kompleksu.
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Rysunek 55 Schemat i przebieg eksperymentu MST. (A) Aparat Monolith NT.115 firmy NanoTemper Technologies GmbH
z tackq kapilarng na 16 kapilar. (B) Schemat optyki MST: eksperymenty sq prowadzone w kapilarach o objetosci okoto 4 uL,
gdzie fluorescencja jest wzbudzana i wykrywana za pomocq tego samego obiektywu. Lokalnie podgrzewany obszar probki za
pomocq skoncentrowanego lasera IR powoduje termoforesje fluoroforow przez gradient temperatury. (C) Typowy sygnal
eksperymentu MST: po aktywacji lasera IR obserwuje si¢ skok temperatury (,, T-Jump”), po czym fluorofory przemieszczajg
sig termoforycznie. Fluorescencja jest mierzona przez 30 s, a po wylqczeniu lasera zachodzi proces dyfuzji powrotnej. (D)
Typowy eksperyment wigzania: ruch termoforyczny czgsteczki fluorescencyjnej zmienia sie¢ po zwigzaniu z niefluorescencyjnym
ligandem, co skutkuje odmiennymi Sladami sygnatu. Analiza zmian termoforesji jako AFnorm (Fhot/Fcold) pozwala na
wyznaczenie krzywej wigzania oraz statych wigzania (Kd). Rysunek zapozyczony z pracy Jerabek-Willemsen et al. 3%

Obserwowane zmiany w termoforezie czgsteczek fluorescencyjnych powstate w wyniku
wigzania ligandu sg nastepnie wykorzystywane do obliczania stalych rownowagi wigzania, w tym statej
dysocjacji Kp. Pomiar MST sktada si¢ z kilku faz, ktore rozr6zni¢ mozna na podstawie ich kolejnosci
wzgledem trybu pracy lasera IR (wiaczony lub wylaczony).?® W poczatkowym stanie czasteczki sg
rOwnomiernie rozmieszczone, a rejestrowana jest stata fluorescencja poczatkowa w temperaturze
pokojowej (25°C). W ciggu pierwszej sekundy po aktywacji lasera IR obserwuje si¢ tzw. skok
temperaturowy (T-Jump), gdzie zmiana intensywnosci fluorescencji jest wynikiem podwyzszenia
temperatury, zanim nastapi ruch czasteczek wywotany termoforezg. W ciggu kolejnych kilku sekund
dzialania lasera IR, temperatura w probcee stabilizuje si¢, co umozliwia obserwacje termoforetycznego
ruchu fluorescencyjnie znakowanych czasteczek. Zmiana fluorescencji jest zazwyczaj mierzona przez
okoto 30 sekund, co pozwala na ustalenie rownowagi gradientu stezen molekut. Wylaczenie lasera IR
powoduje ochtodzenie probki, czego efektem jest odwrotny skok temperaturowy (ang. inverse T-Jump),
prowadzacy do krotkiego okresu bezwladnosci ukladu. Nastepnie, na skutek dyfuzji, czasteczki

rozprzestrzeniajg si¢ rOwnomiernie w roztworze.
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W kontekscie pomiarow MST mozliwe jest zastosowanie liniowego przyblizenia statej Soreta,
co upraszcza interpretacje wynikow. Standardowo stosowane rownanie opisujace stosunek stgzen
czasteczek w goracej i zimnej czesci kapilary, przedstawione we wcze$niejszym paragrafie, moze by¢
przyblizone do postaci:

%’;: ¢~ STAT ~1— STAT

Przyblizenie to jest uzasadnione w sytuacjach, gdy warto$¢ StAT jest niewielka, co odpowiada
matym réznicom temperatur (AT) i umiarkowanym warto§ciom statej Soreta (St). Doktadnie taka
sytuacja wystepuje w trakcie pomiarow MST, poniewaz réznice w stosunku steZen Cpor/Ceoia $3 bardzo
niewielkie. Pomiar standardowo prowadzony jest w temperaturze 298K, a laser IR tworzy gradient
temperatury w przedziale 2-6 K, przez co dyfuzja powodowana termoforeza czastek nie powoduje
znaczacych zmian w lokalnym stezeniu. Taki liniowy model utatwia analize danych i pozwala na
prostsza ocen¢ zmian stgzenia czasteczek w wyniku termoforezy. W celu analizy zmian stgzen
wywolanych termoforeza wyznacza si¢ znormalizowane warto$ci fluorescencji (AFnorm), definiowanej
jako stosunek Fror/Froia, gdzie wartosci F odpowiadajg srednim warto§ciom fluorescencji w okreslonym
momencie.

Fhot

F
norm
Fcold

Warto$¢ Feoa odpowiada poczatkowej fluorescencji probki przed wigczeniem lasera IR,
natomiast Fjo: to fluorescencja mierzona w wybranym momencie po uruchomieniu lasera. W celu
doktadniejszego opisu tej zaleznosci nalezy uwzgledni¢ rowniez wpltyw skoku temperatury na
intensywnos¢ fluorescencji wyrazonej jako JdF/JT. T¢ zmiane fluorescencji fluoroforu w odpowiedzi
na jednostkowa zmian¢ temperatury mozna wyznaczy¢ na podstawie zmian fluorescencji
zaobserwowanych w fazie T-Jump. Uwzgledniajac powyzszy parametr, liniowe przyblizenie
znormalizowanej fluorescencji w momencie, gdy ustali si¢ rownowaga termoforezy, mozna wyrazié
W nastgpujaco:

JoF
Foorm =1+ (ﬁ — Sr)AT

Pomiary MST w fazie T-Jump polegaja na monitorowaniu natychmiastowej zmiany
fluorescencji czasteczek po naglym skoku temperatury wywotanym przez laser IR. Faza T-Jump
wystepuje w ciagu pierwszej sekundy po wiaczeniu lasera. W tym okresie termoforeza jeszcze si¢ nie
rozpoczyna, jednak obserwuje si¢ zmiany wiasciwoséci fluorescencyjnych fluoroforu, takich jak
intensywnos¢ czy wydajno$¢ kwantowa. Zmiany te sg spowodowane wptywem temperatury na strukture
molekularng i mikrosrodowisko fluoroforu. Ro6znice w czasie wystgpowania fazy T-Jump i nastgpujacej
po nigj termoforezy umozliwiajg bardziej szczegdlowa analiz¢ dynamiki i mechanizmow oddziatywan
miedzyczasteczkowych. Ponadto, wptyw samego wigzania na wtasciwos$ci oznakowanych czasteczek
moze by¢ najlepiej widoczny wlasnie w fazie T-Jump. Pomiary MST wymagajg przygotowania zestawu
probek z seryjnie rozcienczonym nieoznakowanym sktadnikiem kompleksu. Aby okresli¢ zaleznosé
miedzy Frorm (znormalizowang wartoscig fluorescencji), a stezeniem nieoznakowanych czasteczek
w probce mozna postuzy¢ si¢ odpowiednim wzorem:

*k
Fnorm (1 - x)Fnorm(zwiqzane) +X Fnorm(niezwiqzane)

W tym réwnaniu parametr x stanowi frakcje czasteczek znajdujacych si¢ w stanie zwigzanym,
czyli proporcje oznakowanych czasteczek, ktore sg cze$cia kompleksu. Fporm stanowi znormalizowang
warto$¢ fluorescencji znakowanej czasteczki w stanie zwigzanym, czyli w kompleksie, z kolei *Fporm to
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znormalizowana warto$¢ fluorescencji znakowanej czasteczki w stanie wolnym, czyli bez zwigzania
z ligandem lub inng molekuta, ktora stanowi punkt odniesienia pomiaru. Rownanie to pozwala na
obliczenie znormalizowanej fluorescencji probki jako sumy znormalizowanych fluorescencji czasteczek
w stanie wolnym i1 zwigzanym. Warto$¢ parametru x zmienia si¢ w zaleznosci od st¢zenia ligandu, co
wplywa na rozktad znakowanych czgsteczek miedzy stanem wolnym i zwigzanym. Poprzez analize tych
warto$ci mozna okresli¢, jak duza czgs¢ znakowanych czasteczek tworzy kompleksy, co w polgczeniu
z odpowiednimi danymi pomiarowymi pozwala na wyznaczenie statych wigzania i dysocjacji (Kp) dla
badanego uktadu.

Wyznaczenie wartoci stalej dysocjacji Kp w pomiarach MST*!, czyli stezenia liganda, przy
ktorym potowa oznakowanego biatka jest zwigzana w kompleksie jest mozliwe na podstawie
ponizszego réwnania:

[A] - [B"]

Ko = TaB

Wzoér ten opisuje rownowage pomiedzy wolnymi czasteczkami znakowanego biatka (B*),
wolnymi czasteczkami liganda (A), a kompleksem (AB*), ktory te czasteczki tworzg. Warto$¢ Kp jest
wigc ilorazem iloczynu st¢zen wolnych czasteczek bialka i liganda oraz st¢zenia kompleksu. Im nizsza
warto$¢ Kp, tym silniejsze jest powinowactwo wigzania migdzy biatkiem a ligandem. Aby wyznaczy¢
stala dysocjacji Kp dla modelu wigzania 1:1 w termoforezie mikroskalowej, nalezy przeanalizowaé
zmiang znormalizowanej fluorescencji F, w zaleznosci od stezenia czasteczki nieznakowanej (A),
dodawanej do probki zawierajacej znakowang czasteczke (B*). Dla kazdej probki mierzy sie
znormalizowanga fluorescencj¢ F,, ktora jest suma fluorescencji wolnej czasteczki (B*) i kompleksu
(AB*) zgodnie z rbwnaniem:

F, ( B F, ) + (AB* F, )
= *_ . ,B* *_ . ,AB*
" B*or " B*or "

Zaleznos¢ ta pokazuje, ze catkowita fluorescencja F;, jest suma fluorescencji pochodzacej od
wolnych czgsteczek (B*/B*o - Fnp+) oraz fluorescencji pochodzacej od kompleksow (AB* /B*iot * Fnag+).
Kazdy z tych sktadnikéw jest proporcjonalny do udziatu danej formy czasteczki w catkowitym stgzeniu
znakowanego biatka. Aby dokladnie obliczy¢ stgzenie kompleksu AB*, nalezy skorzysta¢ z bardziej
zaawansowanego rownania, ktore uwzglednia catkowite stezenia biatka (B*ior) i liganda (Acor).*** Jest
ono wynikiem rozwigzania rGwnania kwadratowego i1 przedstawia si¢ nastgpujaco:

_ (Kp + Avor + B" o) =/ (Kp + Avor + B*101)% — 4+ Aot B o
2

Roéwnanie to pozwala uzalezni¢ rzeczywiste stezenie kompleksu AB* w badanym uktadzie od

AB*

stezen catkowitych (analitycznych) sktadnikéw tego kompleksu, a jednym z parametrow tego rownania
jest stala dysocjacji Kp. Jest to niezbedne do precyzyjnego okreSlenia stopnia zwigzania w danym
momencie pomiaru. Stalg t¢ mozna wyznaczy¢ na podstawie zaleznosci migdzy stezeniem sktadnika
A (ligandu) a stopniem wysycenia sktadnika B (receptora), czgsto poprzez analize¢ krzywej wigzania,
uzyskanej na drodze technik takich jak spektroskopia fluorescencyjna, termoforeza mikroskalowa lub
inne metody ilo§ciowe. Dzigki znajomosci stezenia kompleksu AB* w danej probee 1 wyliczeniu Kp,
mozna precyzyjnie okresli¢ powinowactwo miedzy czasteczkami A i B oraz przewidzie¢ stabilno$¢ ich
interakcji w r6znych warunkach §rodowiskowych.

Termoforeza mikroskalowa (MST) jest niezwykle czula metoda umozliwiajaca badanie
interakcji biomolekularnych, jednak jak kazda technika, posiada swoje ograniczenia. W kontekscie
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wyznaczania statych dysocjacji Kp dla kompleksow molekularnych, gléwnym ograniczeniem jest
zakres wykrywalnosci zalezny od rodzaju uzywanego urzadzenia. Standardowe urzadzenia MST, takie
jak Monolith NT.115, pozwalajg na pomiary Kp w przedziale od 1 nM do okoto 10 uM.*** Oznacza to,
ze s one skuteczne w badaniach umiarkowanie silnych oddzialywan molekularnych, jednak nie nadaja
si¢ do analizy bardzo silnych interakcji, ktorych warto$¢ Kp lezy ponizej 1 nM. Aby sprostac
wymaganiom badan uktadow o bardzo wysokim powinowactwie, opracowano bardziej czule
instrumenty, takie jak Monolith NT.Pico, ktére umozliwiajg pomiary w zakresie Kp od 1 pM do 10
nM.%* Dzigki tak niskiej dolnej granicy wykrywalnosci, urzadzenia te pozwalajg na doktadng analize
silnych oddziatywan molekularnych, takich jak interakcje biatko-ligand czy kompleksowanie
przeciwciat. Jednak mimo wysokiej czutosci, badania w tym zakresie wymagaja stosowania bardzo
niskich stezen znakowanych czasteczek, co moze wplywac na precyzj¢ pomiaru w warunkach niskiego
stosunku sygnatu do szumu. Z drugiej strony, wyznaczanie wysokich wartosci Kp (powyzej 10 uM)
moze by¢ ograniczone przez koniecznos$¢ stosowania wysokich stgzen sktadnikéw kompleksu, co moze
prowadzi¢ do agregacji czgsteczek oraz zaburzen w ich ruchliwosci termoforetycznej. Ponadto,
obecnos$¢ niefizjologicznych stezen bialtka w roztworze moze wptywaé na stabilno$¢ ukladu oraz
wiarygodno$¢ uzyskanych wynikéw. Wysokie stezenia sa roéwniez trudne do osiagniecia w przypadku
rzadkich Iub drogich biomolekut, co dodatkowo ogranicza mozliwos¢ pomiaru wysokich wartosci Kbp.
Niemniej jednak MST oferuje szeroki zakres czutosci, ktoéry umozliwia badanie bardzo réznorodnych
zjawisk tworzenia kompleksow molekularnych. Wybrane przyktady zastosowan tej techniki opisano
w nastepnych podrozdziatach.

9.2 Pomiary tworzenia komplekséw za pomoca termoforezy mikroskalowe;j

MST umozliwia precyzyjna analiz¢ interakcji biatko-DNA o wysokim powinowactwie.
W jednym z przyktadéw wykorzystania MST przeanalizowano wigzanie biatka EcoSSB z Escherichia
coli do jednoniciowego oligonukleotydu ssDNA oligo(dT)7, ktore odgrywa kluczowa role w procesie
replikacji DNA.% EcoSSB wigze ssDNA, zapobiegajac ponownemu potaczeniu si¢ nici, co umozliwia
dalsza prace enzymow replikacyjnych — prymaz oraz polimeraz DNA. Dotychczasowe badania
wykazaty, ze jeden tetramer EcoSSB wigze 70-nukleotydowy fragment ssDNA, a stata dysocjacji Kp
dla tej interakcji jest bardzo niska, w zakresie pM lub nawet fM. Z powodu ograniczen czutosci
konwencjonalnych metod nie udato si¢ precyzyjnie zmierzy¢ tej wartosci. Dzigki MST, przy uzyciu
oligo(dT)7 znakowanego Cy5 w niskim st¢zeniu 20 pM i miareczkowaniu EcoSSB od 5 nM do 10 M,
udalo si¢ uzyskac¢ doktadna krzywa wigzania i wyznaczy¢ Kp na poziomie 1 £ 0,1 pM.

Termoforeza mikroskalowa jest skuteczng metoda do wykrywania i ilo§ciowego okreslania
oddzialywan biatko-biatko o wysokim powinowactwie, co ma istotne znaczenie w badaniach
biomedycznych. Takie biatka sg czesto modyfikowane, aby skuteczniej leczy¢ choroby, takie jak
nowotwory czy schorzenia autoimmunologiczne. Znajomos$¢ dokladnego powinowactwa biatka
terapeutycznego do jego celu molekularnego jest kluczowa przy projektowaniu nowych lekéw oraz
ocenie wptywu wprowadzanych modyfikacji. Przyktadem jest bialko anakinra, antagonista receptora
interleukiny-1 (IL-1), ktory blokuje jego dziatanie i fagodzi objawy reumatoidalnego zapalenia stawow
(Rys. 56).>* Wykorzystujac technike MST, przeprowadzono miareczkowanie natywnego biatka
anakinra wzgledem 500 pM fluorescencyjnie znakowanego fragmentu IL-1 i wyznaczono warto$¢ Kp
dla tej interakcji, uzyskujac wynik 620 + 61 pM, co potwierdza wysokie powinowactwo anakinry do tej
cytokiny. Wynik ten jest zgodny z wcze$niejszymi danymi i podkresla skuteczno$¢ MST w badaniu
takich oddziatywan w poréwnaniu z innymi metodami biofizycznymi, jak réwniez wskazuje na
mozliwos¢ wykorzystania tej techniki do szybkiego testowania modyfikacji bialek terapeutycznych,
umozliwiajac walidacje wptywu wprowadzonych zmian na ich stabilno$¢ oraz efektywnos¢ biologiczng.
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Rysunek 56 Mechanizm dzialania anakinry jako inhibitora sygnalizacji IL-
1p.  Anakinra wigze si¢ z receptorem IL-IRI, blokujgc interakcje
z koreceptorem IL-1RAcP, co uniemozliwia transdukcje sygnatu i hamuje
aktywacje szlaku zapalnego

W badaniach biomedycznych istotna jest nie tylko
analiza rownowagi molekularnej, ale rowniez analiza kinetyki

4..x_

Anakinra - enzymatycznej, aby lepiej zrozumieé, jak rozne zwigzki
wpltywaja na procesy zachodzace w komorkach. Technika MST

——— -~ e ZOstala zastosowana do analizy kinetyki dziatania DNazy I,
r T | [ il . 0 enzymu zaleznego od Mg*", ktory niespecyficznie rozklada
ITTTTTTTT I WTTTTTITT1]

%&L’J)&U} J;fl,lxuxklxlxlxjx‘l,l‘x&u: DNA, tworzac fragmenty di-, tri- i oligonukleotydowe.?*®

W badaniu monitorowano degradacje DNA znakowanego

IL-IRI IL-1RACP SybrGold w obecno$ci DNazy I, mierzac zmiany termoforezy
—— co 3 sekundy. Probka kontrolna zawierala EDTA, ktory hamuje
transdukcji sygnatu aktywno$¢ DNazy I. W obecnos$ci DNazy I sygnat termoforezy

wyraznie si¢ zmienial, podczas gdy w probie kontrolnej
pozostawat staty. Wyniki te potwierdzaja, ze MST skutecznie monitoruje fragmentacje DNA, a analiza
zalezno$ci stopnia fragmentacji od czasu wykazata kinetyke o statej czasowej 1 = 247 sekund, co
doktadnie odzwierciedla tempo degradacji DNA przez DNazg 1.

Tradycyjne metody badania oddzialywan biatko-biatko, ktore sa kluczowe dla wielu procesow
biologicznych zar6wno wewnatrz, jak i na zewnatrz komoérek, wymagaja stosowania uproszczonych
uktadow z jednorodnymi roztworami, znaczaco odbiegajacymi od warunkéow panujacych w zywych
tkankach. Srodowisko komorkowe charakteryzuje si¢ bardzo wysokim zageszczeniem biomolekut,
takich jak biatka, kwasy nukleinowe, lipidy oraz inne czgsteczki, ktore wptywaja zarowno na dyfuzje
molekutl, jak i lepkos$¢ srodowiska. Mnogos¢ czastek wptywa na wzajemne interakcje molekut,
obejmujace oddzialywania elektrostatyczne, van der Waalsa, czy oddziatywania hydrofobowe.
Najlepszy wglad w taczny efekt oddzialywan badanych czasteczek mozna uzyska¢, mierzac te
zaleznosci w warunkach jak najbardziej zblizonych do fizjologicznych. Niestety, wiekszos¢
standardowych technik, takich jak ITC czy SPR, ze wzgledu na swoje ograniczenia, nie nadaje si¢ do
oceny interakcji w zlozonych plynach biologicznych. MST w odrdznieniu od tych technik, umozliwia
szybka 1 precyzyjng analizg interakcji w Srodowisku wysokiego zattoczenia bialek i uzyskanie
parametréw termodynamicznych w warunkach bliskich fizjologicznym z pominigciem znakowania
fluorescencyjnego. Przykladem zastosowania techniki MST jest analiza wigzania B-laktamazy TEM1
z jej inhibitorem, biatkiem BLIP (Rys. 57).%7 Biatko TEMI zostato znakowane kowalencyjnie na
resztach lizyny i uzyte w statym stezeniu 5 nM, podczas gdy stezenie BLIP bylo zmienne. Wyznaczona
wartos¢ Kp wyniosta 4,2 = 0,8 nM, co bylo zgodne z wczesniejszymi wynikami. W kolejnych
eksperymentach wyznaczono Kp dla interakcji bialek fuzyjnych mCherry-TEM1 i Ypet-BLIP,
uzyskujac wartos$¢ 17,7 £ 4 nM, co wskazato na niewielki wptyw fluorescencyjnych tagéw na wigzanie
biomolekut. Ostatecznie zbadano t¢ samg interakcje w zatloczonym lizacie komoérek HEK?293,
uzyskujac Kp na poziomie 13,8 + 3,6 nM, co potwierdzilo, Ze state Kp uzyskane w eksperymencie MST
sa zblizone do wartosci tych stalych w warunkach bliskich fizjologicznym. Ponadto, technika
termoforezy mikroskalowej umozliwia precyzyjne badanie interakcji biatko-biatko na poziomie
komoérkowym i molekularnym, nawet bez koniecznos$ci oczyszczania biatek czy znajomosci ich stezenia
w komorkach.
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B ) Rysunek 57 Wigzanie NT-647 znakowanego
i TEM] z biatkiem BLIP. (A) Wigzanie BLIP-WT
z NT-647 znakowanym TEMI-WT, gdzie
{|  wyznaczono Kd réwny 3,5 nM + 0,6 nM dla tej
— == —=| interakcji. (B) Wigzanie BLIP-WI1I124 z NT-647
NT.647 abeled TEM vs WT BLIP NT-647 abeled TEMvs W112A BUP znakowanym TEMI-WT, gdzie wyznaczono Kd
g T Tl T rowny 474 nM + 76 nM dla tej interakcji. Rysunek
zapozyczony z pracy Eiamphungporn et al. 3%

AFrorm (%d

Wykorzystanie MST oprocz
badania interakcji molekularnych moze
stuzy¢ rowniez do analizy wtasciwosci

AFrorm (%)

- 1 ... fatdowania biatek, stanowigc
alternatywe dla metod takich jak
dichroizm kotowy, czy pomiary fluorescencji tryptofanu. Termoforeza mikroskalowa umozliwia
skuteczne $ledzenie procesu rozwijania biatka, jak i identyfikacje wystepujacych w trakcie stanéw
posrednich. Podczas badan przeprowadzonych z wykorzystaniem urzadzenia NT.LabelFree sprawdzano
wplyw stezenia chlorku guanidyny (GdnCl) na zmiany termoforezy biatka konkanawaliny A (ConA),
ktore nalezy do lektyn wykorzystywanych tym.in. w badaniu stanu glikozylacji komoérek czy badan nad
komorkami nowotworowymi.>*¢ ConA rozwija sie¢ zgodnie z trojstopniowym mechanizmem, co
wcezesniej wykazano w eksperymentach denaturacji chemicznej. Pod wptywem GdnCl biatko ConA
przechodzi przez dwa stany przejsciowe, przy stezeniach okoto 0,8 i 1,8 M GdnCl. W zakresie stezen
od 1 do 1,6 M GdnCl pojawia si¢ stabilny stan posredni, ktory charakteryzuje si¢ wyzsza termoforeza
niz biatko w stanie natywnym lub catkowicie rozwinietym. Te stany przejsciowe oraz posredni zostaty
wczesniej potwierdzone za pomoca pomiardw fluorescencji tryptofanu. Wyniki te dowodza, ze MST
skutecznie odwzorowuje ztozone mechanizmy rozwijania biatek i stanowi atrakcyjng metode do analizy
denaturacji, szczegdlnie dzigki niskiej ilosci wymaganych probek i krotkim czasom pomiaru.

9.3 Zastosowania termoforezy mikroskalowej w badaniach oddziatywan biatek z RNA

Poczatkowo uwazano, ze RNA pehi jedynie funkcje kodowania biatek i wspomagania ich
syntezy w rybosomach. Obecnie wiadomo, ze RNA odgrywa znacznie szerszg role, regulujac liczne
procesy biologiczne i homeostatyczne. Ma réwniez kluczowe znaczenie w wielu schorzeniach,
infekcjach wirusowych oraz mutacjach w mRNA, ktore zaburzajg proces splicingu i prowadza do
powstawania nieprawidlowych bialek. Ponizszy podrozdziat przedstawia szerokie mozliwosci
wykorzystania techniki MST w badaniach nad czasteczkami RNA, ilustrujac to na przyktadach
zastosowania termoforezy mikroskalowej do analizy interakcji RNA z biatkami o réznorodnych
funkcjach.

W pracy autorstwa Schulz, et al. (2013)*® uzyto techniki MST w celu ilo$ciowego okre$lenia
powinowactwa wigzania biatka HuR typu dzikiego (HuRwt) oraz jego fosfomimetycznych wariantow
do réznych klas motywoéw ARE w RNA. Biatko HuR pehi istotng role w kontroli ekspresji genow
zaangazowanych w odpowiedzi na stres, réznicowanie komorek, proliferacje oraz procesy
nowotworowe. Wiaze si¢ z sekwencjami bogatymi w adenozyne i urydyn¢ (ARE) w regionie 3'UTR
wielu mRNA, chronigc je przed degradacja oraz wptywajac na ich translacje. Celem eksperymentu bylo
poréwnanie w warunkach in vitro powinowactwa biatka HuRwt do sekwencji typu I i 1I-ARE, jak
rowniez do motywu typu III-ARE, ktory jest bogaty w uracyl i wystepuje w 3' UTR docelowych mRNA
dla biatka HuR. W pierwszej serii eksperymentdw badano specyficzno$¢ wigzania HuRwt do
oligonukleotyddéw RNA o dlugosci 21 nukleotydow, zawierajacych charakterystyczne sekwencje
pentamerowe typowe dla motywow ARE typu I i II. Dodatkowo, testowano wigzanie HuRwt do
oligonukleotydu RNA zawierajagcego sekwencj¢ bogata w uracyl (ang. U-rich) z 3' UTR genu Cox-2
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(ang. cyclooxygenase-2), co odpowiada motywowi typu III-ARE. W kazdej analizie stosowano 40 nM
fluorescencyjnie znakowanych, jednoniciowych oligonukleotydow RNA, ktore inkubowano z réznymi
stezeniami rekombinowanego biatka HuRwt. Wyniki eksperymentéw wykazaty typowa, sigmoidalna
krzywa wigzania dla biatka HuRwt z kazdym z trzech typow motywow ARE, a wartosci Kp znajdowaty
si¢ w wysokim zakresie nanomolarnym, przy czym najwyzsze powinowactwo odnotowano dla motywu
typu II-ARE (Rys. 58). W kolejnej serii badan poréwnano wigzanie biatka HuRwt do RNA z mutacjami
w kluczowych migjscach sekwencji ARE. Wprowadzenie kilku mutacji punktowych do motywow typu
II i HI-ARE znaczaco zaburzylo wiazanie HuR, co odzwierciedlito si¢ sptaszczeniem krzywych
wigzania oraz wzrostem wartosci Kp powyzej 4000 nM. Z kolei mutacja w motywie typu [-ARE
spowodowata umiarkowany spadek powinowactwa wigzania, co potwierdzaja warto$ci Kp wynoszace
1690 + 364 nM oraz zachowanie sigmoidalnej krzywej wigzania, wskazujac, ze zmiany w tej sekwencji
nie wptywajg tak znaczgco na interakcje z biatkiem HuR. Technika MST umozliwila szczegotowa
analize interakcji biatek z r6znymi typami motywéw ARE w RNA, a wyniki te dostarczyty istotnych
informacji na temat mechanizméw wigzania HuR do jego docelowych sekwencji w mRNA

W pracy autorstwa Schulz, et al. (2013)*® uzyto techniki MST w celu ilo§ciowego okreslenia
powinowactwa wiazania biatka HuR typu dzikiego (HuRwt) oraz jego fosfomimetycznych wariantow
do réznych klas motywéw ARE w RNA. Biatko HuR pelni istotng role w kontroli ekspresji genow
zaangazowanych w odpowiedzi na stres, réznicowanie komorek, proliferacje oraz procesy
nowotworowe. Wiaze si¢ z sekwencjami bogatymi w adenozyne i urydyn¢ (ARE) w regionie 3'UTR
wielu mRNA, chronigc je przed degradacjg oraz wptywajac na ich translacj¢. Celem eksperymentu byto
porownanie w warunkach in vitro powinowactwa biatka HuRwt do sekwencji typu I i II-ARE, jak
rowniez do motywu typu III-ARE, ktory jest bogaty w uracyl i wystepuje w 3' UTR docelowych mRNA
dla biatka HuR. W pierwszej serii eksperymentow badano specyficzno$¢ wiazania HuRwt do
oligonukleotyddéw RNA o dlugosci 21 nukleotydow, zawierajacych charakterystyczne sekwencje

A pentamerowe typowe dla motywoéw ARE typu I i II. Dodatkowo,

- Fc::f i testowano wigzanie HuRwt do oligonukleotydu RNA

z :: | KomsEon14z650M) | o R zawierajacego sekwencje bogatg w uracyl (ang. U-rich) z 3' UTR

'_'g s | I genu Cox-2 (ang. cyclooxygenase-2), co odpowiada motywowi

w” o] teecemer typu III-ARE. W kazdej analizie stosowano 40 nM

wou| I — fluorescencyjnie znakowanych, jednoniciowych

10 100 1000 10000 oligonukleotydow RNA, ktére inkubowano z réznymi stezeniami

concentrtion of Huftwt o] rekombinowanego biatka HuRwt. Wyniki eksperymentow

B wykazaly typowa, sigmoidalng krzywa wiazania dla biatka

990 1 Fc':::f P HuRwt z kazdym z trzech typéw motywow ARE,

o PO Koa5233(£101367M) |, o0 a wartoSci Kp znajdowaly sie w wysokim zakresie

& o704 ;l nanomolarnym, przy czym najwyzsze powinowactwo

“_g . i odnotowano dla motywu typu II-ARE (Rys. 58). W kolejne;j serii

0 wlaas® badan poréwnano wigzanie biatka HuRwt do RNA z mutacjami
B T T T e 1000 1oee0 W kluczowych miejscach sekwenciji ARE.

concentration of HuRwt [nM]

Rysunek 58 Powinowactwo wigzania dzikiego typu biatka HuR do roznych typow elementow bogatych w AU (ARE),
analizowane metodq mikroskalowej termoforezy (MST). State stgzenie (cRNA) 40 nM znakowanego Dy647 jednoniciowego
(ss)RNA inkubowano przez 30 minut w 25°C z rosngcymi ilosciami HuR, od 31,1 nM do 5 uM. Przedstawiono kinetyke wigzania
dzikiego typu HuR z ssRNA-oligonukleotydami zawierajgcymi odpowiednio typ I-ARE (A), typ II-ARE (B) oraz typ I1I-ARE.
Rysunek zapozyczony z pracy Schulz et al.>*
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Wprowadzenie kilku mutacji punktowych do motywoéw typu Il i III-ARE znaczaco zaburzyto
wigzanie HuR, co odzwierciedlito si¢ splaszczeniem krzywych wigzania oraz wzrostem wartosci Kp
powyzej 4000 nM. Z kolei mutacja w motywie typu [-ARE spowodowata umiarkowany spadek
powinowactwa wigzania, co potwierdzaja wartosci Kp wynoszace 1690 = 364 nM oraz zachowanie
sigmoidalnej krzywej wiazania, wskazujac, ze zmiany w tej sekwencji nie wptywaja tak znaczaco na
interakcje z biatkiem HuR. Technika MST umozliwita szczegétowa analizg interakcji biatek z réznymi
typami motywow ARE w RNA, a wyniki te dostarczyly istotnych informacji na temat mechanizméw
wigzania HuR do jego docelowych sekwencji w mRNA.

W pracy Moon i wspolpracownikow (2018)*° wykorzystano technike MST do badania
interakcji pomigdzy fragmentami RNA wirusa HIV-1 (ang. HIV Rev response element) a réznymi
ligandami, w tym peptydem pochodzacym z biatka Rev oraz neomycyna. W pierwszej czesci pracy
skupiono si¢ na badaniu kompleksu RNA-Rev, wykorzystujac wyznakowany fluoresceing peptyd Rev
(FI-Rev) oraz nieoznakowane RRE RNA. W eksperymentach zauwazono, ze wolny peptyd FI-Rev
migruje w kierunku wyzszej temperatury, co odpowiadato ujemnemu efektowi termoforezy. Natomiast
po zwiazaniu z RRE RNA kompleks wykazywat dodatnig termoforeze, co umozliwito jednoznaczne
wykrycie procesu wigzania i okre$lenie stalej dysocjacji Kp na poziomie 4,8 nM, a uzyskany wynik byt
zgodny z wczesniejszymi doniesieniami literaturowymi. Kolejnym etapem bylo zbadanie interakcji
neomycyny z RRE RNA. Neomycyna, znana z wlasciwosci wigzania do RNA i zdolno$ci do wypierania
peptydu Rev, zostala zastosowana do oceny bezposredniego wigzania RRE RNA ze znacznikiem
fluorescencyjnym DY647. Pomiary MST pozwolity na obliczenie wartosci Kp wynoszacej 1,5 uM, co
bylo zgodne z wczesniejszymi danymi literaturowymi dotyczacymi fizjologicznie istotnych miejsc
wigzania neomycyny. Dodatkowo, przeprowadzono eksperymenty wigzania kompetycyjnego,
w ktorych stopniowo zwigkszano stezenie neomycyny w roztworach zawierajacych kompleks Fl-Rev
i RRE RNA, obserwujac wypieranie peptydu przez neomycyne. Wyniki te pozwolily na okreslenie
wartoséci Kp zarowno dla interakcji RNA-Rev, jak i RNA-neomycyna, co potwierdzito skutecznos¢ MST
w badaniach nad konkurencyjnym wigzaniem réznych ligandéw. Dalsze badania w pracy skupiaty sig¢
na analizie oddziatywania dwdch ryboprzelacznikow z bakteryjnym metabolitem preQ1 (ang. pre-
queuosine 1). Oba ryboprzetaczniki, cho¢ strukturalnie podobne, wykazuja rézne mechanizmy
regulacyjne: jeden reguluje biosynteze preQ1 na poziomie transkrypcji, a drugi na poziomie translacji.
Dzigki technice MST wudato si¢ zaobserwowac roznice w zmianach konformacyjnych obu
ryboprzetacznikéw po zwigzaniu z preQ1. Jeden z nich wykazywat ujemng termoforeze, podczas gdy
drugi dodatnia, co wskazuje na odmiennos¢ struktur przestrzennych powstajacych komplekséw, mimo
ich podobnej budowy poczatkowej. Wyniki te potwierdzaja przydatno§¢ MST w badaniu ztozonych
interakcji RNA z matymi czgsteczkami i peptydami, co moze mie¢ istotne znaczenie w projektowaniu
nowych strategii terapeutycznych ukierunkowanych na specyficzne oddzialywania RNA-ligand.

Na zakonczenie przedstawi¢ zastosowanie techniki MST w badaniach podstawowych
dotyczacych globalnego zagrozenia, jakim sg choroby zakazne. Ukazuje to wszechstronne mozliwos$ci
termoforezy mikroskalowej jako narzedzia biologii molekularnej rowniez w walce z najgrozniejszymi
patogenami. W przeprowadzonych eksperymentach z 2023 roku, autorzy Chen®® i wspotpracownicy
badali zdolnos$¢ biatka CNBP (ang. cellular nucleic acid-binding protein) do wigzania RNA wirusa
SARS-CoV-2 przy uzyciu MST. CNBP to biatko wigzace kwasy nukleinowe, a jego gtowna funkcja
jest ich stabilizacja oraz regulacja ich metabolizmu. CNBP wystepuje w szeéciu izoformach, ktére
ro6znig si¢ sekwencjami w regionach wigzgcych kwasy nukleinowe, co moze wpltywaé na specyficznosé
ich oddziatywan z docelowymi RNA. Autorzy skupili si¢ na zbadaniu, ktéra z izoform ma najwicksze
powinowactwo do wirusowego RNA oraz jak réznice w budowie biatka wptywaja na jego aktywnosc
przeciwwirusowa. Najpierw autorzy uzyli techniki RIP-qPCR (ang. RNA immunoprecipitation coupled
with quantitative PCR) do wykazania, ze izoformy CNBP 1-3 majg wyzsze powinowactwo do wigzania
RNA wirusa SARS-CoV-2, niz izoformy 4—6. Nastepnie, przeprowadzono analizy MST, aby doktadnie
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zmierzy¢ powinowactwo biatka CNBP 1 jego mutantow do RNA wirusa (Rys. 59). Uzyto
rekombinowanego biatka CNBP o pelnej sekwencji oraz jego mutantow, ktore zostaty fluorescencyjnie
wyznakowane i inkubowane z r6znymi stezeniami RNA wirusa SARS-CoV-2. Badania MST wykazaty,
ze CNBP wigzato si¢ z RNA wirusa SARS-CoV-2 z warto$cig Kp wynoszaca 29,66 nM. Mutant D6,
ktory posiadat wiekszo$§¢ charakterystycznych dla CNBP domen, wykazywat podobne powinowactwo
do biatka o pelnej sekwencji. Natomiast mutant D3, ktory nie posiadat dwoch regiondéw, praktycznie
nie wigzat si¢ z wirusowym RNA, co potwierdzito kluczowg rolg tych domen w wigzaniu RNA wirusa.
W kolejnym etapie zaprojektowano mate peptydy, ktore nasladowaly brakujace regiony biatka CNBP.
Peptydy te zostaty sprz¢zone z sekwencja umozliwiajaca ich transport do komorek, co pozwolilo na
oceng ich zdolno$ci do inhibicji replikacji SARS-CoV-2. W testach przeprowadzonych na komdrkach
A549 wykazano, ze obecno$¢ jednego z tych peptydow znaczaco hamowatla replikacje SARS-CoV-2

z warto$cia EC50 wynoszaca 669 puM. Peptyd ten nie

129 o cNBP-FL . wykazywal jednak zadnego efektu przeciwwirusowego

3 199 = cNBpP-Ds wobec wirusow RSV i SeV (ang. sendai virus), co sugeruje
g 987 — cnepD3 specyficzno$é dziatania wobec SARS-CoV-2.
S 0.5 Przeprowadzone badania dowodza, ze zaprojektowane
§°-" peptydy nasladujace kluczowe regiony CNBP skutecznie
" 02- hamowaly replikacje wirusa, co otwartlo nowe mozliwos$ci
0.0 r——=t  terapeutyczne w leczeniu infekcji SARS-CoV-2, a zdolno$¢

g L °911o [SAR: < oV-21gRNA] : ol . wigzania RNA przez CNBP koreluje z jego aktywnoS$cia

przeciwwirusows.

Rysunek 59 Powinowactwo wigzania RNA przez petnej dlugosci CNBP oraz jego mutanty mierzone za pomocq testow MST.
RNA genomu SARS-CoV-2 testowano z uzyciem petnej diugosci lub zmutowanego biatka CNBP znakowanego REDTris-NTA.
Rysunek zapozyczono z pracy Chen et al.?%

Podsumowujac, przedstawione przyktady zastosowan termoforezy mikroskalowej ukazuja
zaréwno szerokie spektrum mozliwych do analizy oddzialywan, jak i duza elastycznos$¢ tej techniki.
Dotychczas jednak interakcje pelnowymiarowych czasteczek mRNA nie byty badane za pomocg MST.
W ramach prac badawczych opisanych w niniejszej rozprawie doktorskiej przeprowadzitem takie
pomiary, ktorych szczegdétowe wyniki przedstawiono w rozdziale poswigconym badaniom wiasnym.
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III. Badania wlasne

1. Cele 1 plan badan

Wykorzystanie czasteczek mRNA jako narzedzi molekularnych wymaga modyfikacji ich
naturalnej struktury, aby zapewni¢ optymalny efekt terapeutyczny. Dziatanie mRNA w organizmie
cztowieka opiera si¢ na dynamicznej rOwnowadze migdzy translacja a degradacja, co pozwala utrzymac
prawidtowa homeostaze komoérkowa. Dlatego kluczowe jest opracowywanie metod wydtuzajacych
trwato§¢ mRNA oraz sposobow oceny ich wptywu na funkcjonowanie organizmu.

Gléwnym celem realizowanego prze mnie wdrozeniowego projektu doktorskiego byt
kilkupoziomowy rozwoj technologii wytwarzania oraz kontroli jakosci preparatow mRNA w kontekscie
ich zastosowan terapeutycznych. Badania podzielono na trzy glowne zadania. W pierwszym kroku
opracowatem biofizyczng metodg oceny wplywu zastosowania réznych modyfikacji na koncu 5° RNA
(analogow kapu RNA) na interakcje RNA z biatkiem IFIT1, ktore to jest czesciag ludzkiego wrodzonego
uktadu odpornos$ciowego. Struktura kapu 5' RNA pelni istotng rolg w ochronie czasteczek mRNA przed
degradacja. Odpowiednie modyfikacje tego regionu moga wydluzy¢ okres pottrwania mRNA
w komorce, co przektada si¢ na dluzsza translacje i ostatecznie wyzsza produkcje biatek w porownaniu
z mRNA posiadajagcym naturalny kap. Jednoczesnie wprowadzenie do organizmow zywych
syntetycznych czasteczek moze doprowadzi¢ do reakcji immunologicznej i efektow ubocznych takiej
kuracji. Dlatego poznanie konsekwencji zwigzanych z wykorzystaniem modyfikowanych struktur
konca 5 mRNA na funkcjonowanie systemow obronnych czlowieka stanowi wazny aspekt rozwoju
tych narzedzi molekularnych. Podstawa opracowania wspomnianej metody badawczej byta technika
termoforezy mikroskalowej (MST) opisana w cze$ci literaturowej. Stworzona przeze mnie metoda
pozwolita na precyzyjne okreslenie réznic w powinowactwie ludzkiego biatka immunologicznego
IFIT1 do liganddw RNA o zroéznicowanych strukturach konca 5', zarowno naturalnych, jak
i syntetycznie modyfikowanych. Stanowi to pierwszy krok w kierunku oceny ryzyka zwigzanego
z zastosowaniem danego analogu czapeczki RNA w kontek$cie aktywacji interferonowej Sciezki
odpowiedzi immunologicznej. Dotychczas opublikowane badania dotyczace IFIT1 koncentrowaly si¢
na kluczowej roli tego biatka w odpowiedzi przeciwwirusowej. Dowiedziono, ze IFIT1 wykazuje
wysokie powinowactwo do RNA ze strukturg kap-0 (charakterystyczng dla wirusowego RNA), ze stalg
dysocjacji Kp wynoszacg 4-23 nM oraz znaczaco nizsze powinowactwo do RNA ze strukturg kap-1
(ludzka struktura 5' RNA), ze stala Kp wynoszaca okoto 440 nM. Do przeprowadzenia powyzszych
badan wykorzystano metody poétilosciowe tj. EMSA (ang. electrophoretic mobility shift assay) oraz test
wydluzania starter6w (ang. primer extension assay), cechujacych si¢ niska rozdzielczoscia oraz
wysokim zuzyciem odczynnikdéw. Zastosowanie MST, jako metody badawczej umozliwito mi
doktadniejszy wglad w specyfike oddziatywan IFIT1-RNA i zdobycie wiedzy na temat oddzialywan
wielu niezbadanych wczesniej ligandow. Opracowanie tej metody badawczej odbywalo si¢ w kilku
etapach. Pracg rozpoczatem od zaprojektowania konstruktu genetycznego biatka IFIT1, ekspresji oraz
oczyszczanie tego biatka rekombinowanego. Wyselekcjonowalem syntetyczne trinukleotydowe analogi
kapu do badan, przeprowadzitem syntez¢ kapowanego RNA, wykonalem wstepne pomiary dla struktur
referencyjnych oraz zoptymalizowatem sekwencje nukleotydowg ligandow RNA. Nastepnie
przeprowadzitem optymalizacj¢ metody pomiarowej poprzez: wybor buforu dla badanego uktadu, czasu
inkubacji oraz stezen ligandow, co umozliwito powtarzalng obserwacje tworzenia kompleksow
molekularnych. Wybrane warunki umozliwity pomiary powinowactwa biblioteki RNA zakonczonych
réznorodnymi analogami kapu do IFIT1. W skiad badanych modyfikacji wchodzity 43 ligandy RNA,
reprezentujace struktury konca 5° RNA naturalnie wystepujac w organizmach zywych, jak i chemiczne
modyfikacje zawierajace dodatkowe podstawniki w pozycjach 2’- oraz N6-adenozyny, pierwszego
transkrybowanego nukleotydu. Wyniki przeprowadzonych badan doprowadzity do ujawnienia nowych
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celow molekularnych biatka IFIT1, a opracowang metod¢e wdrozono w firmie Explorna Therapeutics,
wykorzystujac ja w charakterystyce syntetycznych analogow konca 5° mRNA.

Drugim podjetym w pracy wyzwaniem bylo wudoskonalenie metody wykrywania
immunogennych, dwuniciowych czgsteczek RNA (dsRNA) w preparatach mRNA. Molekuly dsSRNA
moga powstawac, jako produkt uboczny w procesie syntezy mRNA i prowadzi¢ do silnej odpowiedzi
immunologicznej. Czasteczki dsSRNA wywotujac stres komoérkowy i hamujg translacje, dlatego tez
wykrywanie poziomoéw takich zanieczyszczen w preparatach jest kluczowe. Metode stuzaca do
szacowania zawarto§ci dsRNA oparlem o immunotest typu dot-blot, wykorzystujacy
chemiluminescencyjng detekcje specyficznych wzglgdem dsRNA przeciwciat. Poczatkowo skupitem
si¢ na doborze techniki wykonania testu dot-blot oraz selekcji odpowiedniej kontroli pozytywnej
w postaci handlowo dostepnych preparatéw dsRNA. Nastepnie optymalizowatem warunki
przygotowania probek, czas inkubacji, ilo$¢ analizowanego materiatu oraz dobor krzywej wzorcowej
dla kontrolnego dsRNA. Ostatecznie metode analizy dot-blot dsSRNA wdrozono jako rutynowa
procedure w firmie Explorna Therapeutics, wykorzystywana do badania zanieczyszczen dla kazdej
syntezy mRNA.

Ostatnim celem pracy bylo zbadanie wptywu modyfikacji strukturalnych ogona poli(A) na
koncu 3' RNA na wybrane wilasciwosci matryc DNA oraz kodujacych je czasteczek mRNA.
W szczegolnosci skupitem si¢ na zwigkszeniu stabilnosci regionu sekwencji poli(A) na poziomie matryc
DNA poprzez ograniczeniu jego skracania podczas amplifikacji wektoréw plazmidowych w bakteriach.
Dodatkowo, celem bylo poprawienie potencjatu translacyjnego czgsteczek mRNA z wprowadzonymi
modyfikacjami, szczegdlnie w kontek$cie ich zastosowan terapeutycznych. Ogon poli(A) odgrywa
bardzo istotng rolg w ochronie czasteczki przed degradacja oraz przyczynia si¢ do prawidlowe;j
i wydajnej translacji. Dtugo$¢ ogon poli(A), stanowiacego ciag kilkudziesigciu do nawet kilkuset
nukleotydow adeninowych stanowi punkt krytyczny prawidlowego funkcjonowania czasteczki mRNA.
Moim zadaniem bylo opracowanie modyfikacji sekwencji nukleotydowej ogona poli(A),
umozliwiajacych uzyskiwanie ogondéw poli(A) dtuzszych niz ~100 adenozyn i nadajacych mRNA
korzystne wlasciwosci biologiczne. W tym celu zaprojektowatem zestaw modyfikacji nukleotydowych
w obrebie struktury ogona poli(A), zawierajacych heteronukleotydowe linkery miedzy fragmentami
adeninowymi. Nastepnie, za pomoca metod klonowania na tgpe konce, wprowadzitlem zmodyfikowane
sekwencje poli(A) do wektorow plazmidowych DNA kodujacych geny reporterowe: lucyferazy, biatka
czerwone] fluorescencji mKate2 oraz erytropoetyny. Uzyskane matryce DNA wykorzystatem do
syntezy czgsteczek mRNA, ktore poddano kilkuetapowej kontroli jako$ci. Wszystkie preparaty mRNA
postuzyly do oceny poziomu ekspresji bialek w porownaniu z czasteczkami referencyjnymi
zawierajacymi naturalne lub komercyjnie wykorzystywane ogony poli(A). Aktywnos¢ biologiczna
zmodyfikowanych mRNA testowano na czterech zréznicowanych liniach komoérkowych. Czasteczki
mRNA ze zmodyfikowanymi ogonami poli(A) wykazaly istotnie wyzszy poziom ekspresji biatek
reporterowych w porownaniu z mRNA zawierajagcymi naturalne ogony poli(A). Warianty ogona
poli(A), ktére cechowaly si¢ najwyzszym poziomem ekspresji biatek w liniach komérkowych, poddano
dalszym testom w modelu mysim. Jedna z modyfikacji, zawierajaca linkery cytozynowe co 15 adenin,
wykazata znaczaco wyzszy poziom ekspresji zardbwno biatka lucyferazy, jak i1 erytropoetyny w tym
modelu. Uzyskane wyniki potwierdzity pozytywny wptyw wprowadzenia modyfikacji nukleotydowych
do sekwencji ogona poli(A) na poziom produkcji biatka z takich czgsteczek mRNA. Dodatkowo, wyniki
uzyskane dla modyfikacji ogona poli(A) staly si¢ podstawa do ztozenia zgloszenia patentowego
(PCT/PL2024/050093).
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2. Wybdr uktadu pomiarowego 1 otrzymywanie reagentoéw do badan

Zastosowanie metody termoforezy mikroskalowej do badania powinowactwa wymaga
obecnosci znacznika fluorescencyjnego w jednej z tworzacych kompleks biomolekut. Pomiar
bezposredniej interakcji biatka z czasteczka RNA zakladat wyznakowanie jednej z dwoch sktadowych
kompleksu. Pierwsza mozliwoscig byto wyznakowanie malych czasteczek RNA. Jednak dodanie
duzego znacznika fluorescencyjnego do kilkudziesigcionukleotydowego ligandu mogloby wptynaé na
oddzialywanie z biatkiem, utrudniajac prawidlowa interakcje z kieszenig wigzaca. Wprowadzenie
znacznika fluorescencyjnego do czasteczki RNA mogloby negatywnie wpltyna¢ na wydajnosé jej
syntezy w procesie IVT, zwickszajac zapotrzebowanie na trinukleotydowe analogi kapu. Ponadto,
proces znakowania RNA jest pracochtonny i kosztowny, a dodatkowo wymaga miareczkowania
ligandow za pomoca wzrastajacych stgzen biatka, co wiaze si¢ z istotnym ryzykiem agregacji. Druga
mozliwoscia bylo wyznakowanie biatka, ktore mozna przeprowadzi¢ na kilka sposobow. Jednym z nich
jest kowalencyjne przylaczenie barwnika do reszt lizyny obecnych w biatku. Taki rodzaj znakowania
moze jednak wplywac na konformacje biatka, co jest szczegdlnie niekorzystne w przypadku reszt lizyny
znajdujacych si¢ w obrebie kieszeni wigzacej biatka. Innym sposobem, ktory wykorzystatem w swoich
badaniach polega na zwigzaniu barwnika z polihistydynowsa sekwencja (His-Tag) rekombinowanego
biatka na jednym z jego koncéw. Zastosowanie IFIT1 z histydynowa metka na N-koncu pozwolito na
wydajne znakowanie fluorescencyjne biatka.

Opracowanie metody badania oddziatywan miedzy IFIT1 a RNA wymagato stworzenia
procedury umozliwiajacej efektywne pozyskiwanie zaréwno rekombinowanego biatka IFIT1, jak
i ligandow RNA o odpowiednio wysokiej czystosci. W celu pozyskania biatka IFIT1 wykorzystalem
wektor plazmidowy kodujacy konstrukt pET28a 6xHis IFIT1 przeznaczony do ekspresji
w prokariotycznym systemie opartym na Escherichia coli. Po ekspresji w bakteriach, biatko oczyscitem
metodami chromatograficznymi wykorzystujac chromatografie powinowactwa, kolumne heparynowa
oraz saczenie molekularne. Do okre§lenia powinowactwa potrzebne byty réwniez odpowiednie ligandy,
dlatego pierwszym etapem mojej pracy byto przygotowanie kapowanych czasteczek RNA, ktore petnity
te funkcje. W tym celu zamowitem oligonukleotydowe sekwencje DNA, ktore postuzytly za matryce do
syntezy czasteczek RNA w procesie IVT. Uzyskane w ten sposob preparaty byly nastgpnie poddawane
oczyszczaniu z wykorzystaniem ztozy krzemionkowych, enzymatycznego wytrawianie niekapowanego
RNA oraz metody chromatografii HPLC, co doktadniej przedstawiam w nastgpnym podrozdziale.

3. Synteza kapowanych czgsteczek RNA

Otrzymanie ligandow RNA posiadajacych zréznicowane modyfikacje 5 RNA bylo mozliwe
dzigki wykorzystaniu inicjatorow transkrypcji w postaci trinukleotydowych analogéw kapu. Syntezy
chemiczne zostaly przeprowadzone przez kolezanki oraz kolegow z Laboratorium Chemii
Bioorganicznej CeNT, w tym dr Marcina Warminskiego, dr Anais Depaix, mgr Katarzyne Grab, mgr
Kamila Ziemkiewicza oraz pracownikow firmy Explorna Therapeutics. Aby uzyska¢ wysokiej jakosci
ligandy, przygotowanie wszystkich kapowanych czasteczek RNA przeprowadzitem w dwuetapowym
procesie. W pierwszym etapie zsyntezowatem RNA metodg transkrypcji in vitro (IVT), wykorzystujac
trinukleotydowe analogi kapu, syntetyczng matryce DNA, trifosforany nukleozydow oraz inne
niezbedne sktadniki opisane w czeSci eksperymentalnej. W wyniku tego procesu, oprocz czgsteczek
RNA z pozadang modyfikacja na koncu 5', powstawaty rowniez produkty uboczne w postaci RNA
niezakonczonego kapem (tzw. niekapowanego RNA), zawierajagcego na koncu 5'-trifosforan. Obecnosé
nickapowanego RNA w finalnych preparatach ligandow moglaby prowadzi¢ do zaklocen
w obserwowanym powinowactwie do biatka IFIT1. Struktura trifosforanowa na 5’ koncu (ppp),
charakterystyczna dla niektorych egzogennych czasteczek RNA, takich jak te wykorzystywane przez
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wirusy, moze by¢ rozpoznawana i wigzana przez biatko [FIT1. Wystepowanie heterogennej mieszaniny
RNA zawierajacej zarowno RNA ze zmodyfikowanym koncem 5’ jak i nickapowane RNA
uniemozliwiloby przeprowadzenie wiarygodnych pomiardéw i wyciaggniecie prawidtowych wnioskdw.
Z tych powodow drugi etap przygotowania kapowanych czasteczek RNA polegal na dwustopniowym,
enzymatycznym usunigciu niekapowanych molekut z preparatow RNA. W pierwszej reakcji
wykorzystano enzym polifosfataze 5° RNA, ktory wytrawia grupy fosforanowe y i B z 5'-
trifosforylowanego RNA, pozostawiajagc monofosforan na koncu 5°. W drugim etapie, 5°-
monofosforylowane RNA zostalo poddane degradacji przez enzym Xrn-1, bedacy wysoce procesywna
5’—3" egzorybonukleaza. Po przeprowadzeniu reakcji enzymatycznych, RNA oczyszczono przy uzyciu
handlowo dostepnych zestawdéw do oczyszczania kwaséw nukleinowych. Ostatecznie oczekiwany
produkt RNA zostal oddzielony od zanieczyszczen za pomoca chromatografii RP-HPLC (ang. reversed
phase high-performance liquid chromatography).

3.1 Kanoniczne analogi konca 5> RNA

W pierwszej kolejnosci jako ligandy w pomiarach MST uzylem RNA zawierajace kanoniczne
struktury kapu (tzw. kap-0 i kap-1). Z tego tez powodu do badan przygotowano czasteczki RNA
posiadajace strukture kap-0 (m’GpppNpG) na koncu 5° RNA, charakterystyczng dla wielu wirusow
RNA. Wykorzystano wszystkie cztery analogi struktury kap-0, rdznigce si¢ pierwsza transkrybowang
zasadg, otrzymujgc referencyjny wariant m’GpppApG zawierajacy adenozyne w pierwszej pozycji,
wariant m’GpppGpG zawierajacy guanozyne, wariant m’GpppCpG zawierajacy cytozyne oraz
m’GpppUpG, w ktorej sktad wchodzi urydyna. Dodatkows referencije stanowit wystepujacy najczesciej
w ludzkich RNA analog kap-1 (m’GpppAmpG), posiadajacy metylacje w pozycji 2°-O pierwszej
transkrybowanej zasady. Przygotowano rowniez inne warianty umozliwiajace ocen¢ wplywu metylacji
pierwszej transkrybowanej zasady analogu kapu na oddzialywania z IFIT1. W tym celu otrzymano
molekulty RNA zawierajace na koncu 5’ wariant kap-0 z metylacja w pozycji N6 pierwszej
transkrybowanej zasady (m’Gppp™ApG) oraz strukture zawierajacg metylacje zarbwno w pozycji 2’-
O, jak i N6 w pierwszej transkrybowanej zasadzie (m’Gppp™AmpG) (Rys. 60).

Do przeprowadzenia syntezy powyzszych 7 wariantow kapowanych RNA w procesie IVT
wykorzystatem sekwencj¢ promotora T7 6.5 (TAATACGACTCACTATAGGG) zawarta na
syntetycznej matrycy kodujgcej 5’UTR oraz poczatek sekwencji kodujacej ludzkiej beta globiny (HBB).
Warunki IVT dla okre$lonych analogdéw zostaly odpowiednio zbalansowane w celu zapewnienia
wysokiej wydajnosci wlaczania analogu na koncu 5' RNA (wydajno$¢ kapowania), opierajac si¢ na
wezesniejszych badaniach.**!*2 Optymalizacja polegata na odpowiednim doborze stosunku stezef
pomiedzy trinukleotydowym analogiem kapu, a guanozyno-5'-trifosforanem (GTP) wykorzystywanym
do reakcji IVT. Dla analogbw m’GpppApG, m’GpppGpG, m’GpppAmpG, m’Gppp™ApG
i m’Gppp™ AmpG zastosowano 2.5 krotnie wyzsze stezenie trinukleotydowego analogu kapu nad GTP,
a dla wariantow m’GpppCpG i m’GpppUpG przygotowano 4 krotnie wyzsze stezenie analogu kapu nad
GTP. Te stosunki molowe kluczowych sktadnikéw IVT umozliwily uzyskanie wydajnosci reakcji IVT
na poziomie okoto 2.5 —3.2 ug RNA/ 1 pl reakeji IVT oraz wydajnos¢ kapowania na poziomie powyzej
85% dla wszystkich badanych analogéw. Po reakcji IVT preparaty RNA poddano dwustopniowemu
trawieniu enzymatycznemu, degradujac nickapowane RNA oraz oczyszczono za pomocg RP-HPLC
wykorzystujac kolumne do oczyszczania oligonukleotydéw (Phenomenex Clarity® 3 uM Oligo-RP),
uzyskujac produkty w postaci soli trietyloamoniowych. RNA nast¢pnie wytragcono solami sodowymi
(3M NaOAc pH 5,2, izopropanol) i rozpuszczono w wodzie, uzyskujgc srednio okoto 8 — 10 nmoli
koncowego produktu. Ilos¢ ta byla wystarczajaca do przeprowadzenia kontroli jakosci w postaci zelu
poliakrylamidowego (przyktadowy elektroforegram oraz profile HPLC przedstawiono dla modyfikacji
2’-adenozyny), jak rowniez wykonania trzech niezaleznych pomiaréw interakcji z biatkiem IFIT1.
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A Kanoniczne kapy mRNA
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Rysunek 60 Struktury kanonicznych i niekanonicznych kapéw RNA badanych w tej pracy. Struktury A) kanonicznych oraz B)
niekanonicznych analogéw kapu RNA na koncu 5', uzywanych do przygotowania RNA metodg transkrypcji in vitro

3.2 Niekanoniczne analogi kofica 5 RNA

W celu pehiejszego zrozumienia wptywu roznorodnych modyfikacji czapeczki 5> RNA na
oddzialywanie z IFIT1 przygotowano réwniez czasteczki RNA zawierajace niekanoniczne struktury
konca 5 RNA (Rys. 60). Zsyntezowano dwa warianty rdznicujace poziom metylacji struktury
7-metylguanozyny, w tym: modyfikacje pozbawiong metylacji (GpppApG), ktora jest zwigzana
z nieprawidtowym procesem inicjacji translacji oraz wersje trimetylowang (ms>>’GpppApG, skrotowo
nazywang TMG) obecng w snRNA, ale wystepujaca rowniez na niektorych RNA HIV-1 zaleznych od
Rev/RRE.*®* Kolejne warianty RNA posiadaty na kofcu 5° dinukleotyd nikotynoamidoadeninowy
(NAD), wystepujacy na czesci RNA wielu organizméw oraz dinukleotyd flawino-adeninowy (FAD),
ktory zostal niedawno zidentyfikowany jako gtowna czasteczka modyfikujaca koniec 5' HCV RNA *%
Otrzymano rowniez RNA zakonczone nukleotydocukrem (Glc-ppUpG), jak rowniez odpowiadajgca mu
wersje niekapowanego RNA z urydyng w pierwszej transkrybowanej pozycji (pppUpG) (Rys. 60).

Do syntezy 6 powyzszych wariantéw niekanonicznych, kapowanych RNA wykorzystalem
analogiczng procedure do przedstawionej dla kanonicznych wariantow, zwigkszajac jedynie stezenie
molowe analogdéw kapow do 4 krotnego nadmiaru wzgledem st¢zen GTP w procesie IVT, co umozliwito
utrzymanie wysokiej wydajnosci kapowania RNA. Zastosowanie wyzszych st¢zen analogow kapu
wzgledem GTP umozliwilo utrzymanie wydajnos$ci reakcji IVT na akceptowalnym poziomie okoto 2—
2.5 pg RNA/ 1 pl reakcji IVT oraz zachowanie odpwiedniego stopnia kapowania, ktory pozostat na
poziomie okoto 85% dla wszystkich badanych analogdéw. Po reakcji IVT preparaty RNA poddano
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dwustopniowemu trawieniu enzymatycznemu, degradujac niekapowane RNA oraz oczyszczono za
pomoca RP-HPLC, analogicznie jak dla kanonicznych analogéw. Ostatecznie uzyskano $rednio okoto
6 — 8 nmoli koncowego produktu. Taka ilos¢ byla wystarczajagca do przeprowadzenia kontroli
homogennos$ci w postaci zelu poliakrylamidowego, jak réwniez wykonania trzech niezaleznych
pomiardéw interakcji z biatkiem IFIT1.

3.3 Modyfikacje w obrebie reszty 2’-adenozyny

Modyfikacje w pozycji 2’ reszty cukrowej adenozyny zwigkszaja chemiczng stabilnos¢
czgsteczek RNA oraz ich odporno$¢ na enzymatyczng degradacje prowadzong przez rybonukleazy.
Z tego powodu wykorzystywane sa czesto do tworzenia syntetycznych molekut RNA o potencjale
terapeutycznym. Dzigki wspolpracy z mgr Kamilem Ziemkiewiczem, ktory przeprowadzit chemiczng
syntezg zestawu zawierajgcego 13 trinukleotydowych analogéw kapu 5° RNA z modyfikacjami
w obrebie 2’-adenozyny, bedgcej pierwszym transkrybowanym nukleozydem (m’GpppAnpG),
mozliwe bylo zbadanie powinowactwa tych struktur do IFIT1. Zestaw zawierat bardzo zr6znicowane
podstawniki w pozycji 2’- obejmujace pojedyncze atomy, jak np. wariant zawierajacy fluor
(m’GpppArpG) oraz 2’-F w polaczeniu z dodatkowa metylacja zasady azotowej w pozycji N6
(m’Gppp™ ArpG). Zbadano roéwniez warianty zawierajagce w pozycji 2°: grupe O-etylowg (m’GpppAy-
o-upG), grupe O-(2-propynylowa) (m’GpppAz-o.c3uspG), grupg aminowa (m’GpppAz-nu2pG), grupg
azydkowg (m’GpppA»n3pG), grupe 2’-metanotiolowg (m’GpppAzscuspG), grupe O-benzylowg
(m’GpppAz-0:pG), jak rowniez wariant benzylowy w wersji ARCA (m,"**°Gpppar-o-8:pG).
Dodatkowo zestaw zawieral modyfikacje: LNA (ang. locked nucleic acid) w pozycji 2’-O
(m’GpppAinapG), grupe fosforanowg tworzacg wigzanie 2°,5’-fosfodiestrowe z kolejng zasada
(m’GpppA-2°-pG), jak rowniez modyfikacje pentozy, polegajace na zamianie rybozy na arabinoze w
wariancie bez 2’-O metylacji (m’Gppp(araA)pG) oraz z metylacjg w pozycji 2°-O (m’Gppp(araAm)pG)
(Rys. 61).
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Rysunek 61 Struktury badanych w tej pracy kapow RNA z modyfikacjami w pozycji 2’ pierwszej transkrybowanej zasady
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Przeprowadzilem syntezg 13 wariantow RNA zawierajacych powyzsze modyfikacje w obrebie
pozycji 2’ reszty cukrowej adenozyny w sposob analogiczny do wyzej opisanej procedury dla
kanonicznych RNA, stosujac 4-krotny nadmiar trinukleotydowych analogéw kapu wzgledem GTP.
Zastosowanie takich proporcji kluczowych sktadnikow IVT umozliwito uzyskanie wydajno$ci reakcji
IVT na zadawalajacym poziomie okoto 2.5 — 3.0 pg / 1 pl reakcji IVT oraz utrzymaniu stopnia
kapowania, powyzej poziomu 85% dla wszystkich badanych analogdéw. Po reakcji IVT preparaty RNA
poddano dwuetapowemu trawieniu enzymatycznemu, degradujac nieckapowane RNA oraz oczyszczono
za pomocg RP-HPLC, analogicznie jak dla kanonicznych analogdéw. Ostatecznie uzyskano $rednio
okoto 8 — 10 nmoli koncowego produktu. Taka ilos¢ byta wystarczajaca do przeprowadzenia kontroli
jako$ci w postaci zelu poliakrylamidowego, jak réwniez wykonania trzech niezaleznych pomiarow
interakcji z biatkiem IFIT1. Profile HPLC wuzyskane dla zestawu modyfikacji 2’-adenozyny
przedstawiono ponizej (Rys. 62).
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Rysunek 62. Chromatogramy HPLC przedstawiajqce profile czystosci i integralnosci catego zestawu syntetyzowanych
ligandow RNA zawierajqcych roznorodne modyfikacje 2 '-adenozyny.
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Widoczne roznice w czasach retencji dla poszczegélnych modyfikacji (Rys. 62) wskazuja na
wplyw zastosowanych analogdw na wtasciwosci fizykochemiczne RNA. Wszystkie probki wykazywaty
wyrazny sygnal dla RNA7, co potwierdzatlo efektywna syntezg oczekiwanego produktu oraz wysoka
czystos¢ koncowego RNA. Frakcje gtownego piku (RNA7) zebrano, wytragcono i rozpuszczono
w wodzie. Chromatogramy ujawnily rowniez obecno$¢ zanieczyszczen w postaci krotszych form RNA,
powstatych podczas procesu IVT, ktore zostaly w zdecydowanej wigkszosci usunigte dzieki
zastosowaniu metody oczyszczania z wykorzystaniem HPLC. Dla finalnych probek RNA przygotowano
réowniez zel poliakrylamidowy (Rys. 63).
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Rysunek 63 Elektroforegram dla badanego zestawu ligandow RNA z modyfikacjami w pozycji 2 -adenozyny. Widoczne sq
odrebne pasma dla kapowanych i niekapowanych form RNA. Intensywne pasmo odpowiadajgce kapowanemu RNA (kolor
zolty) potwierdza wysokq efektywnosc reakcji IVT dla badanych modyfikacji, podczas gdy pasmo niekapowanego RNA (kolor
szary), zlokalizowanego ponizej najintensywniejszego sygnatu RNAz, wskazuje na niewielkqg ilos¢ produktu bez kapu.
Widoczne sq rowniez krotsze formy RNA, ktore w sladowej ilosci pozostaly w preparatach.

Przedstawiony elektroforegram (Rys. 63) wskazal na wysoka czystos¢ wszystkich badanych
wariantow RNA z modyfikacjami w pozycji 2’ reszty cukrowej adenozyny. Wyrazne pasma
kapowanego RNA7y $wiadcza o efektywnosci reakcji IVT oraz procesu wbudowywania
modyfikowanych form kapu. Obecno$¢ slabszych pasm niekapowanego RNA ponizej gtdéwnego
sygnalu w niektorych probkach moze wynika¢ z roznic w wydajnosci reakcji IVT, potencjalnie
zwigzanych z wlasciwosciami fizykochemicznymi modyfikacji. Analiza densytometryczna wykonana
na podstawie elektroforegramu wskazata na ponad 85% zawarto$¢ frakcji kapowanej we wszystkich
koncowych produktach RNA. Dla wigkszosci wariantow RNA odnotowano rowniez kréotsze formy
RNA powstate w trakcie IVT, ktore w nieznacznej ilo$ci pozostaty w finalnych preparatach. Wyniki te
potwierdzaja, ze zastosowane modyfikacje nukleozydowe nie wptywaja negatywnie na synteze oraz
kapowanie RNA, umozliwiajagc uzyskanie wysokiej jakosci preparatow RNA, co czyni uzyskane
koncowo produkty RNA odpowiednimi do dalszych zastosowan biofizycznych.

3.4 Modyfikacje N6-adenozyny

Modyfikacja N6-adenozyny (m°A) zaliczana jest do najczgsciej wystepujacych naturalnych
modyfikacji mRNA, pelnigc bardzo wazna role w procesie regulacji translacji oraz degradacji czgsteczki
RNA.'%® Zmiany konformacyjne molekul RNA wywotane modyfikacjami m°A moga wplywaé na
energi¢ oddzialywania takiego RNA z biatkami, jak i same wlasciwosci biochemiczne czgsteczki.
Wspolpraca z mgr Kamilem Ziemkiewiczem umozliwita zbadanie zsyntezowanego przez Niego
zestawu trinukleotydowych analogéw kapu-1 RNA zawierajacych modyfikacje w pozycji N6 pierwszej
transkrybowanej adenozyny. Zbior sktadal si¢ z 5 wariantow zawierajacych w pozycji N6: grupe
etylowa (m’Gppp®®AmpG), izopropylowa (m’GpppA.pG), dimetylowa (m’Gppp(m2%°A.)pG),
grupe metylowa w potgczeniu z dodatkowa grupa aminowa w pozycji C2 zasady azotowej (m’Gppp(2-
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NH2)™A,,pG) oraz grupe 1-(heks-5-ynylowg) (m’Gppp"*°AmpG) (Rys. 64).

Lacznie otrzymatem 5 wariantow kapowanego RNA zawierajacego powyzsze modyfikacje
w procesie IVT, stosujac ponownie 4-krotnie wyzsze stgzenie molowe trinukleotydowych analogdéw
konca 5 RNA wzgledem GTP. Uzyskane RNA poddano trawieniu enzymatycznemu oraz oczyszczaniu
za pomocg RP-HPLC, analogicznie do powyzszych zestawoéw. Zastosowanie 4-krotnego nadmiaru
trinukleotydowych analogdéw kapu wzgledem GTP w reakcji IVT umozliwito uzyskanie wydajnosci na
zadawalajacym poziomie okoto 2.5 — 3.0 pg/ 1 ul reakcji IVT oraz frakcji kapowanego RNA powyzej
poziomu 85% dla wszystkich badanych analogéw. Po przeprowadzeniu reakcji IVT, preparaty RNA
poddano dwustopniowemu trawieniu enzymatycznemu, ktére miato na celu degradacje niekapowanego
RNA, a nastepnie oczyszczono je za pomocg RP-HPLC, stosujgc te¢ sama metode jak w przypadku
kanonicznych analogow. W rezultacie uzyskano $rednio okoto 8 — 10 nmoli produktu koncowego. Taka
ilo§¢ byla wystarczajgca do przeprowadzenia kontroli jakosci za pomocg elektroforezy w zelu
poliakrylamidowym oraz wykonania trzech niezaleznych pomiaréw oddziatywania z biatkiem IFIT1.
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Rysunek 64 Struktury badanych w tej pracy kapow RNA z modyfikacjami w pozycji N6 pierwszej transkrybowanej zasady

3.5 Aromatyczne modyfikacje N6-adenozyny

Zastapienie grupy N6-metyowej aromatycznym podstawnikiem benzylowym, prowadzace do
uzyskania analogu kapu: m’Gppp®*AnpG'® prowadzi do zmiany wiasciwosci biochemicznych
czasteczek RNA obdarzonych taka modyfikacjg. Badania ekspresji bialek reporterowych prowadzone
w hodowlach komérkowych (in vitro) i w modelach mysich (in vivo), wskazaly na wysoki potencjat
translacyjny czgsteczek RNA zakonczonych analogiem m’Gppp®AnpG wzgledem struktur
referencyjnych Ay, oraz ™A,,. Obserwowany efekt w uktadach biologicznych oraz mozliwa zwigkszona
odporno$¢ na demetylaze m°A $wiadczy o wysokim potencjale wykorzystania takich modyfikacji
w konteks$cie terapeutycznego mRNA. Zespot chemiczny firmy Explorna Therapeutics, dr Marcin
Warminski oraz mgr Kamil Ziemkiewicz przygotowali zestaw 13 trinukleotydowych analogow kapu
RNA zawierajacy aromatyczne podstawniki w pozycji N6-adenozyny, jako pierwszej transkrybowane;j
zasady. Podstawowymi modyfikacjami tego zbioru byly: analog z grupa N6-benzylowa w wariancie
kap-0 (m’Gppp®"ApG) i kap-1 (m’Gppp®"®AmpG). Zbadano réwniez analogi posiadajace: grupe N6 p-
hydroksybenzylowa (m’Gppp“°HEreA, pG), wersje z grupa N6 benzylowa w wersji ARCA (my’?"
OGppp®™AmpG), grupe N6 m-metylobenzylowa (m’Gppp*MEr®A.pG), grupe N6 p-fluorobenzylowa
(m’Gppp*BA,pG), grupe N6 (1-naftylo)metylenowag (m’Gppp-""**h""6A,pG), grupe N6 (2-
naftylo)metylenowg (m’Gppp*®™°A,pG), grupe N6 2-pirymidynometylenowg (m’Gppp?CH2-pyridine-
"AmpG), grupe N6 2-fenyloetylowg (m’Gppp™*®A.pG), analog zawierajagcy modyfikacje N6
benzylowa posiadajacy mostek tetrafosforanowy (m’Gpppp®*°A.pG), jak rowniez analog z grupg CCl,
wewnatrz takiego mostka tetrafosforanowego (m’GppCClLpp®"**AnpG) (Rys. 65).
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Rysunek 65 Struktury badanych w tej pracy kapow RNA z modyfikacjami aromatycznymi w pozycji N6 pierwszej
transkrybowanej zasady

Uzywajac powyzszych trinukleotydowych analogdéw przeprowadzilem synteze 13 kapowanych

RNA modyfikacje N6-adenozyny analogicznie do wariantow
kanonicznych. Synteza ponownie polegata na przeprowadzeniu reakcji IVT z 4-krotnie wyzszym

stezeniem analogu kapu nad stgzenie GTP. Dzigki zastosowaniu hydrofobowych podstawnikow

zawierajacych aromatyczne

w pozycji N6, réznice w czasach retencji pomiedzy niekapowanym RNA, a kapowanym RNA byta
wystarczajaco duza, aby mozliwa byla skuteczna separacja tych populacji czastek wylacznie na
podstawie rozdziatu chromatograficznego RP-HPLC (Rys. 66). Umozliwilo to pominigcie etapu
enzymatycznej degradacji niekapowanego RNA, ograniczajac straty zwigzane z tym procesem,
jednoczesnie wplywajac na wyzsze wydajnosci produkcji ligandéw opartych o aromatyczne
modyfikacje N6-adenozyny. Zastosowanie 4-krotnego nadmiar trinukleotydowych analogéw kapu
wzgledem GTP w reakcji IVT, analogicznie jak dla kanonicznych modyfikacji 5° RNA, umozliwilo
uzyskanie wydajnosci syntezy na zadawalajacym poziomie okoto 2.5 — 3.2 pg / 1 ul reakcji IVT oraz
kapowania RNA > 85% dla wszystkich badanych analogdéw. Dzigki separacji kapowanego RNA na
podstawie oczyszczania z uzyciem HPLC, pomijajgc reakcje enzymatyczne, uzyskano srednio okoto 10
— 13 nmoli produktu koncowego. Taka ilo$¢ byla ponownie wystarczajaca do przeprowadzenia kontroli
jako$ci za pomocg elektroforezy w zelu poliakrylamidowym oraz wykonania trzech niezaleznych
pomiarow interakcji RNA z biatkiem IFIT1.
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Rysunek 66 Profile HPLC dla ligandéw RNA7 z modyfikacjami 5° RNA: m’GpppAwpG (kap-1) — kolor niebieski, oraz
m’Gppp®"AmwpG (aromatyczny podstawnik w pozycji N6) — kolor Zélty. Réznica w czasie retencji glownych pikéw
zawierajgcych kapowane RNA dla przedstawionych modyfikacji jest znaczna (kilka minut). Wynika to z zastosowania
hydrofobowego podstawnika w modyfikacji m’Gppp®"AmpG, kidry wydluza czas retencji RNA. Dzigki temu, na podstawie
oczyszczania przy uzyciu HPLC, mozliwa jest separacja frakcji kapowanego i niekapowanego RNA dla modyfikacji
zawierajgcych podobne, hydrofobowe podstawniki.

4. Przygotowanie fluorescencyjnie znakowanego biatka IFIT1

Wykonanie wiarygodnych pomiaréw powinowactwa z wykorzystaniem termoforezy
mikroskalowej w duzej mierze zalezy od jakosci preparatow biatkowych uzytych do badan. Dlatego tez
przygotowanie homogennych roztworow biatek, pozbawionych agregatow i zanieczyszczen
niebiatkowych bylo szczegdlnie istotne. Budowa biatka IFIT1 umozliwia wykorzystanie prostych
i wydajnych systemow bakteryjnych do jego produkcji. Przektada si¢ to na niski koszt uzyskania, jednak
wplywa na zawarto$¢ niepozadanych biomolekut bakteryjnych w preparatach biatka, ktore nalezy
usunaé. Aby tego dokonaé, szczegdlng uwage poswiecitem doborowi szczepoéw bakteryjnych stuzacych
do ekspresji biatek oraz zaprojektowatem proces kilkuetapowego oczyszczania biatka IFIT1. Skupitem
si¢ na usunigciu z preparatow zanieczyszczen biatkowych jak i bakteryjnych kwasoéw nukleinowych,
mogacych potencjalnie wptywaé na oddziatywanie IFIT1 z RNA. Znakowanie fluorescencyjne
przeprowadzitem wykorzystujac zlokalizowang na N-koncu IFIT1 metke histydynowa wiazaca
w sposob specyficzny, handlowo dostepny barwnik RED-tris-NTA.

4.1 Ekspresja biatka IFIT1

Do ekspresji IFIT1 wykorzystano wektor plazmidowy pET28a_IFIT1 zawierajacy sekwencje
nukleotydowa kodujaca rekombinowane biatko IFIT1 z N-koncowa metkg histydynowsa. Wektor
pET28a_ dzigki swojej budowie (gen opornosci na antybiotyk, operon laktozowy) umozliwia wydajng,
indukowang ekspresj¢ roznorodnych biatek w systemach bakteryjnych. W celu optymalizacji ekspres;ji
IFIT1, transformowano plazmidem pET28 IFIT1 dwa rozne szczepy bakterii Escherichia coli stuzace
do ekspresji biatek: BL21(DE3)-RIL oraz Rosetta(DE3), jak opisano w czgsci eksperymentalnej.
Nastepnie bakterie wysiano na ptytki agarozowe z antybiotykiem (kanamycyna), inkubowano do
momentu uzyskania pojedynczych kolonii bakteryjnych, ktore wykorzystano do inokulacji ptynnych
hodowli. Po osiggnigciu przez kultury bakteryjne odpowiedniej gestosci optycznej (OD~0.6), dodano
roztwor analogu laktozy — IPTG (Izopropylo B-d-1-tiogalaktopiranozyd), indukujac produkcje biatka
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IFIT1. Finalnie bakterie zwirowano i wykonano uproszczong procedur¢ oczyszczania, po ktorej
zmierzono stgzenia i nalozono réwng objetos¢ probek dla obu testowanych szczepdéw na zel
poliakrylamidowy (Rys. 67).

Szacowane stezenie bialek w oczyszczonej proébce na podstawie pomiaréw
spektrofotometrycznych na urzadzeniu NanoDrop dla szczepu BL21(DE3)RIL wyniosto 0.91 mg/ml,
natomiast dla probki uzyskanej ze szczepu
Rosetta(DE3) 0.59 mg/ml. Analizujac uzyskane
kDa _ elektorforegramy dla bialek oczyszczonych
z obu szczepéw bakteryjnych (Rys. 67)
odnotowano intensywny prazek na wysokosci
¢ okoto 56 kDa, ktéry odpowiada masie biatka

IFIT1. Intensywnos$¢ sygnatu pochodzacego od

IFIT1 uzyskana dla szczepu BL21(DE3)-RIL

byla znaczaco wyzsza w pordéwnaniu do

szczepu Rosetta (DE3), co sugeruje bardziej
wydajng produkcje tego biatka w uktadzie
indukowanej ekspresji opartym na BL21(DE3)-

RIL. Na podstawie oszacowanych stezen

i zawartosci pozadanego biatka zdecydowano

o wyborze szczepu BL21(DE3)-RIL do
Rysunek 67 SDS-PAGE dla testowanego biatka IFIT1. 1,4- marker ekspresji na wigksza skale. Bakterie tego
biatkowy (#26616(Thermo)), 2,5- IFITI lizat, 3,6- eluat IFITI szczepu, po  transformacji  plazmidem

pET28a IFIT1, postuzyty do zaszczepienia
2000 ml ptynnego medium hodowlanego LB. Jak opisano doktadniej w czesci eksperymentalne;j,
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hodowle prowadzono w temperaturze optymalnej dla wzrostu bakterii (37°C) do uzyskania ggstosci
optycznej OD~0.6, po czym temperaturg obnizono do 16°C i dodano induktor ekspresji (IPTG). Proces
ekspresji biatka prowadzony przez 16 godzin w nizszej temperaturze spowolnit fatldowanie biatek, co
przyczynito si¢ do uzyskania biatka rekombinowanego o mniejszej zawartosci agregatow. Po
zakonczeniu ekspresji bakterie schtodzono i zwirowano, a powstaly pelet bakteryjny, zawierajacy
pozadane biatko, wykorzystano do dalszych etapdw oczyszczania.

4.2 Oczyszczanie biatka IFIT1

Proces oczyszczania IFIT1, ktory doktadnie opisatem w czesci eksperymentalnej, podzielono
na trzy etapy zgodnie z wykorzystywanymi do tego celu metodami chromatograficznymi FPLC.
W pierwszym kroku pelet bakteryjny rozpuszczono w buforze zawierajacym mig¢dzy innymi lizozym,
ktory umozliwil wstepng lize blon komorkowych bakterii, jednocze$nie utrzymujac natywne warunki
srodowiskowe, niezbedne do zachowania prawidtowej struktury biatek. Do mieszaniny dodano rowniez
cztery rdézne inhibitory proteaz, ktore mialy za zadanie dezaktywowac bakteryjne molekuty
odpowiedzialne za degradacje¢ bialek. Mialo to na celu ochrong pozadanego biatka przed bakteryjnymi
systemami proteolitycznymi. Rozpuszczony pelet bakteryjny poddano dzialaniu ultradzwigkéw, co
umozliwito fragmentacj¢ blony komoérkowej i uwolnienie zawarto§ci komorki wraz z biatkami.
Nastepnie roztwor zwirowano, rozdzielajac mieszaning na frakcj¢ nierozpuszczalng (osad) oraz frakcje
rozpuszczalng (supernatant). Zastosowane warunki prowadzenia ekspresji, poparte wczesniejszymi
badaniami nad tymi molekutami, umozliwity lokalizowanie si¢ znaczacej wickszos$ci czasteczek IFIT1
we frakcji rozpuszczalnej, co utatwito oczyszczanie i pozytywnie wptyneto na wydajnos¢ tego procesu.
Z tego powodu do dalszej preparatyki wykorzystano supernatant, ktory rozdzielono z wykorzystaniem
kolumny do chromatografii powinowactwa ze ztozem niklowym HisTrap FF (Cytiva) systemu IMAC
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(ang. immobilized metal affinity chromatography). Zawarte w ztozu jony niklu tworzace koniugaty Ni-
NTA (kation niklu- kwas nitrylotrioctowy) umozliwity specyficzne wiazanie rekombinowanego biatka
IFIT1 poprzez N-koncowa metke histydynowa (His-Tag). Proces ten opierat si¢ o oddziatywanie
kationow niklu z pier§cieniami imidazolowymi reszt histydyny biatka (Rys. 68).

Koniugat kwasu nitrylotrioctowy i kationu niklu (Ni-NTA) oddziatuje
z pierscieniami imidazolowymi reszt histydyny (His-Tag) biatka IFIT1

N-koricowa domena IFIT1
~  z metka histydynowa

Zioze agarozowe\\\
Ni-NTA

Rysunek 68. Schemat oddziatywania koniugatu Ni-NTA (kation niklu- kwas nitrylotrioctowy) z pierscieniem imidazolowymi
reszt histydyny (His-Tag) biatka IFIT]

Zastosowanie kolumny ze ztozem niklowym umozliwito wstgpng izolacje IFIT1 z mieszaniny
roznorodnych bialek wchodzacych w sktad supernatantu, zatrzymujac biatka z metka His-Tag
w kolumnie i przepuszczajac pozostate molekuly pochodzenia bakteryjnego. W celu odzyskania
zwigzanych bialek wykorzystano 300 mM roztwor imidazolu, ktory wykazujac wyzsze powinowactwo
do kationéw niklowych, wyparl grupy imidazolowe reszt histydyny do roztworu, umozliwiajac elucje
frakcji zawierajacych IFIT1. Uzyskane chromatogramy z procesu oczyszczania wykazaly dwa piki po
elucji na kolumnach HisTrap FF (Rys. 69). Aby potwierdzi¢ obecno$é¢ biatka IFIT1 w gléwnym piku
(oznaczonym czerwonymi liniami przerywanymi), pobrano probki z frakcji calego przebiegu elucji
i przeprowadzono elektroforeze w zelu poliakrylamidowym (SDS-PAGE) (Rys. 70).

Rysunek 69. Chromatogram uzyskany po oczyszczaniu biatka IFITI na kolumnie HisTrap® FF
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Analiza elektroforegramu (Rys. 70) wykazata obecnos$¢ intensywnych sygnatow biatkowych
dla frakcji z gtownego piku, co swiadczyto o ekspresji biatka o masie okoto 56 kDa, odpowiadajace;j
biatku IFIT1. Frakcje eluowane wcze$niej, niz gltowny pik zawieraly inne bialka o masach
przekraczajacych 70 kDa. Probki z gtéwnego piku polaczono, uzyskujac roztwor zawierajacy okoto 20
mg biatka. Pomimo stosunkowo wysokiego odzysku biatka po tym etapie, zastosowana metoda
oczyszczania nie doprowadzita do pelnego rozdzielenia réznych czasteczek. Wszystkie frakcje
zawieraly zanieczyszczenia bakteryjne, ktore musialy zosta¢ usunigte w kolejnych etapach

oczyszczania.
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Rysunek 70. Elektroforegram dla kolejnych etapow oczyszczania biatka IFIT1. 1- marker biatkowy (#26616 (Thermo)),
2- supernatant po lizie, 3- frakcja niezwigzana do kolumny, 4-15 i 2-8 (drugi zel- kontynuacja piku) frakcje z catego przebiegu
elucji

Kluczowym etapem oczyszczania biatka IFIT1 bylo zastosowanie kolumny ze zlozem
heparynowym HiTrap® Heparin HP (Cytiva). Heparyna, bedaca silnie usiarczanowanym
glikozaminoglikanem, wykazuje zdolno$¢ wigzania biomolekut charakteryzujacych si¢ wypadkowym
fadunkiem dodatnim, co wynika z ich punktu izoelektrycznego przewyzszajacego pH stosowanego
buforu. Mechanizm interakcji z biatkami wiazacymi DNA/RNA opiera si¢ na tym, zZe czasteczki
heparyny nasladujg polianionowa strukture kwasu nukleinowego, wypierajac go do roztworu. To
wigzanie moze zosta¢ ostabione poprzez wzrost sity jonowej, co jest wykorzystywane podczas elucji
biatka. Frakcje IFIT1, zebrane po etapie chromatografii IMAC, natozono na kolumne¢ HiTrap® Heparin
HP, uzywajac buforu o niskiej sile jonowej (100 mM NaCl). Pozwolilo to na usunigcie kwasow
nukleinowych pochodzenia bakteryjnego, ktore mogty niespecyficznie zwigza¢ sie z IFIT1. Biatko
odzyskano z kolumny, stosujgc gradient stezenia NaCl, stopniowo zwigkszajac sitg jonowa do poziomu
1000 mM, czyli dziesieciokrotnie wyzszego niz na poczatku. Ponizej przedstawiono chromatogram z
przebiegu oczyszczania (Rys. 71).
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Rysunek 71. Chromatogram uzyskany po oczyszczaniu biatka IFITI na kolumnie HiTrap® Heparin HP
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Uzyskany chromatogram (Rys. 71) ukazal dominujacy glowny pik (oznaczony czerwonymi
liniami przerywanymi), zawierajagcy pozadane bialko oraz trzy mniejsze piki, pochodzace od
zanieczyszczen biatkowych. Zielona linia zaznaczono gradient stezefn, wskazujacy na wzrost sity
jonowej w zastosowanym uktadzie buforowym. Frakcje odpowiadajace glownemu pikowi poddano
analizie na zelu poliakrylamidowym przy uzyciu elektroforezy SDS-PAGE (Rys. 72).
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Rysunek 72. Elektroforegram dla biatka IFITI po oczyszczaniu na kolumnie HiTrapHeparin. 1- marker biatkowy (#26610
(Thermo)), 2- 15 kolejne frakcje etapu elucji

Analizujac elektroforegram (Rys. 72) odnotowano wyrazne sygnaly na wysokosci okoto 56 kDa
pochodzace od biatka IFIT1. Za pozostate prazki odpowiedzialne byly zanieczyszczenia biatkowe nadal
obecne w preparatach. Frakcje piku gltownego polaczono, a nastepnie zatezono roztwodr biatka
z wykorzystaniem filtrow wirowniczych uzyskujac stezenie okoto 2.5 mg/ml.

Finalnym etapem oczyszczania bylo zastosowanie kolumny do filtracji zelowej HiLoad
Superdex 26/600 75 pg, stuzacej do rozdziatu bialek na podstawie ich wlasciwosci hydrodynamicznych,
w szczegOlnosci rozmiaru. Ztoze Superdex sktada si¢ z porowatych ziaren kompozytu agarozowo-
dekstranowego o kontrolowanych wymiarach molekularnych i waskim zakresie rozmiaréw poréw. Gdy
roztwor bialek zawierajacy czasteczki o roznych rozmiarach przepuszczany jest przez kolumne, wigksze
makromolekuly, ktore nie mieszczg si¢ w porach zelu, przemieszczajg si¢ szybciej omijajac je. Mniejsze
czasteczki, ktore wnikaja w pory medium filtracyjnego, przez co poruszaja si¢ wolniej wzgledem
kolumny. W efekcie biatka eluowane sg w kolejnosci od najwigkszych do najmniejszych czasteczek.
Jako$¢ rozdziatu zalezy od objetosci nakladanej probki, ktora nie powinna przekraczaé¢ 3 — 5 %
wewnetrznej objetosci kolumny. W przypadku biatka IFIT1, zatezone frakcje (V= 8 ml) zostaly
natozone na kolumng HilLoad Superdex 26/600 75 pg (Vmarwa = 320 ml). Ponizej przedstawiono
chromatogram z przebiegu oczyszczania (Rys. 73).
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Rysunek 73 Chromatogram uzyskany po oczyszczaniu biatka IFITI na kolumnie HiLoad 26/600 75 pg
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Uzyskany chromatogram (Rys. 73) przedstawiat pojedynczy pik pochodzacy od IFIT1. Analiza
elektroforetyczna zebranych frakcji ukazata wyrazne sygnaly na wysokosci okolo 56 kDa
odpowiadajace masie biatka IFIT1 (Rys. 74). Zgodnie z oczekiwaniami zastosowanie saczenia
molekularnego umozliwito znaczaca redukcje bialek bakteryjnych w finalnych preparatach. Badane
frakcje zawierajace rekombinowane IFIT1 charakteryzowaty si¢ szacunkowa czystoscig >95% (analiza
densytometryczna) i akceptowalng zawartoscig zanieczyszczen biatkowych. Zebrane probki potaczono,
dodano glicerol (10 %) penigcy role krioprotektanta i wykorzystujac wspotczynnik ekstynkeji dla tego
biatka wynoszacy €x30= 53290, okreslono stezenie. Uzyskano 11 mg czystego IFIT1, ktérego roztwor
poporcjowano, zamrozono w ciektym azocie (ang. flash freeze) 1 przechowywano w zamrazarce (-80
°C) do momentu pomiaréw.
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Rysunek 74 Elektroforegram dla biatka IFITI po oczyszczaniu na kolumnie HiLoad 26/600 75 pg. 1- marker biatkowy (#26616
(Thermo)), 2- 14- frakcje biatka IFIT] po filtracji Zelowej

4.3 Identyfikacja biatka IFIT1 metoda spektrometrii mas

W celu potwierdzenia obecnosci rekombinowanego biatka IFIT1 w oczyszczonych preparatach
biatkowych, zamowiono zewngtrzng analizg¢ identyfikacji biatka MASCOT (IBB, Instytut Biochemii
i Biofizyki PAN) bazujaca na metodzie spektrometrii mas (MS, ang. mass spectrometry). Probke
oczyszczonego bialka w ilosci 200 pg nalozono na zel poliakrylamidowy i przeprowadzono
elektroforeze SDS-PAGE, analogicznie jak w trakcie oczyszczania. Nastepnie wycieto skalpelem
prazek odpowiadajacy masa biatku IFIT1 (~ 56 kDa) i oddano do analizy. Przygotowanie probki do
identyfikacji polegato na enzymatycznej fragmentacji tancucha polipeptydu za pomoca trypsyny, do
uzyskania peptydow o dhugosci kilku do kilkunastu reszt aminokwasowych. Powstate fragmenty byty
nastepnie analizowane za pomocg spektrometrii mas, a uzyskane wyniki poréwnano z bazg sekwencji
gené6w NCBI. Powstale dopasowanie przedstawiono w postaci dwukolorowej sekwencji
aminokwasowej ludzkiego biatka IFIT1 (Rys. 75). Na czarno przedstawiono sekwencje¢ kodujacg IFIT1
pochodzaca z bazy danych, na ktéra natozono czerwonym kolorem fragmenty sekwencji potwierdzone
za pomocg identyfikacji MS dla oczyszczonego przeze mnie biatka IFIT1.
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Rysunek 75 Analiza dopasowania sekwencji aminokwasowej biatka IFITI (NCBI) do IFITI, ktore zostato uzyte w naszych
badaniach. Peptydy zidentyfikowane za pomocq spektrometrii mas (MS) zostaly oznaczone na czerwono. Stopien pokrycia
wynosi 0,81

Obliczony stopien pokrycia sekwencji referencyjnej IFIT1 (baza NBCI) za pomoca
zidentyfikowanych fragmentow wyniost 81%, co pozwolito z wysoka doza pewnoscia stwierdzi¢, ze
oczyszczonym biatkiem bylo ludzkie rekombinowane biatko IFIT1. Powyzsza analiza potwierdzita
réowniez zasadno$¢ wykorzystania uzyskanych preparatow IFIT1 do pomiaréw powinowactwa metoda
MST.

4.4 Fluorescencyjne znakowanie biatka IFIT1

Ostatnim etapem przygotowania biatka do badan z wykorzystaniem MST bylo jego
fluorescencyjne znakowanie, ktore prowadzono za kazdym razem bezposrednio przed rozpoczeciem
pomiaréw. Po rozmrozeniu probke zawierajaca IFIT1 wirowano, aby usung¢ agregaty i rozcienczano
do stezenia 200 nM w buforze zawierajacym detergent Pluronic-F, jak opisano w czgséci
eksperymentalnej. Do fluorescencyjnego znakowania wykorzystywano barwnik RED-tris-NTA (NT-
647, Nano Temper Technologies), ktory dedykowany jest do biatek posiadajgcych His-Tag. Dzigki N-
koncowej metce histydynowej IFIT1 mozliwe bylo wykorzystanie tej wydajnej i szybkiej metody
znakowania. Roztwor biatka mieszano w stosunku molowym 1:1 z barwnikiem, a nastepnie inkubujac
przez 30 minut w temperaturze pokojowej. Bezposrednio przed pomiarem roztwory znakowanego IFIT1
ponownie wirowano w celu usuniecia potencjalnych agregatow, ktore moglyby uniemozliwic¢
przeprowadzenie wiarygodnych pomiarow.

5. Badanie oddziatywania kapowanych czastek RNA z IFIT1 metoda
termoforezy mikroskalowe;j

5.1 Optymalizacja warunkdéw pomiarowych

Projektujac metode badawczg, stuzacg do oceny wptywu modyfikacji RNA na mechanizm
ludzkiej odpowiedzi wrodzonej, niezbedne byto przeprowadzenie optymalizacji kluczowych warunkow
pomiarowych na wczesnym etapie badan. W kontekscie pomiarow aktywnosci biatek metodami
biofizycznymi, prawidtowy dobdr podstawowych parametréw takich jak zastosowany bufor,
temperatura oraz czas inkubacji, bezposrednio przektadaja si¢ na wiarygodno$¢ uzyskiwanych
wynikow. W celu okreslenia optymalnego buforu do badan aktywnos$ci biatka IFIT1 wykonalem
pomiary stabilnosci termicznej biatka IFIT1 w buforach o r6znym sktadzie. Pomiary stabilnosci biatka
wykonalem przy uzyciu urzadzenia Tycho NT.6 (Nanotemper), ktore shuzy do wyznaczania temperatur
topnienia makromolekut, bazujac na metodzie réznicowej fluorymetrii skaningowej DSF (ang.
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differential scanning fluorometry). DSF jest technika stosowana do oceny stabilnosci termicznej biatek
poprzez monitorowanie zmian ich struktury podczas stopniowego podgrzewania (temperatur topnienia-
T ang. melting temerature) probek w roztworach, cialach statych oraz fazach mieszanych. W moim
przypadku do pomiaréw przygotowatem roztwory IFIT1 o stezeniu 1,5 uM w trzech r6znych buforach:
I. bufor MST (50 mM Tris, pH 7,4, 10 mM MgCl2) — rekomendowany przez Nanotemper do pomiaréw
MST, w dwoch wariantach réznigcych si¢ uzytym detergentem (0,05% Tween20 lub 0,075% Pluronic
F-127); II. bufor HEPES o nizszym pH (20 mM HEPES, pH 7,0); oraz III. bufor HEPES o wyzszym
pH (20 mM HEPES, pH 8,0). Bufory HEPES (II i III) réwniez przygotowano w dwdch wariantach
z roznymi detergentami (0,05% Tween20 lub 0,075% Pluronic F-127), co tacznie przetozylo si¢ na
6 odmiennych warunkéw buforowych testowanych w eksperymencie. Pomiary przeprowadzono
w szklanych kapilarach, ktére byly kontrolowanie nagrzewane $wiattem lasera, co powodowato
stopniowy wzrost temperatury probki. Wynik przedstawiono jako wykres zaleznosci absorbancji
(A330/A360), mierzonej przy dtugosciach fal 330 nm i 360 nm, w funkcji rosngcej temperatury,
zaprezentowanej w postaci pierwszej pochodnej (Rys. 76).
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Rysunek 76 Pomiary roznicowej kalorymetrii skaningowej (DSF) uzyskane dla biatka IFIT1 w 6 odmiennych buforach (wykres
po lewej) praz pomiary DSF dla biatka IFIT1 w buforze HEPES o roznej sile jonowej (wykres po prawej)

Na podstawie uzyskanych krzywych odnotowano znikome rdéznice w wyznaczonych
temperaturach topnienia pomig¢dzy badanymi buforami. Dla wszystkich 6 warunkéw biatko wykazato
podobng Tr, oscylujacag w okolicy 47 — 48°C. Nieznacznie wyzsze T uzyskano dla buforu HEPES w
nizszym pH, przy czym bufor 20 mM HEPES, pH 7.0, 0.075% Pluronic wykazal najwyzsza temperature
topnienia i to ten sktad buforowy wybratem do kolejnych badan. W drugim przeprowadzonym pomiarze
chciatem okresli¢ wptyw sily jonowej (zawarto$ci soli) na stabilno$¢ biatka w wytypowanym buforze.
W tym celu przygotowalem dwie probki wybranego buforu réznigce si¢ stezeniem soli (100 mM NaCl
oraz 200 mM NaCl). Temperatury topnienia wyznaczone dla obu probek byty niemal identyczne,
dlatego tez na podstawie uzyskanych krzywych nie stwierdzono istotnego wplywu testowanych stgzen
soli na stabilno$¢ biatka IFIT1, co umozliwitlo wykorzystanie obu wariantdéw do badan stabilno$ci
kompleksow metodg MST. Przeprowadzono takze test interakcji wolnego barwnika RED-tris-NTA
z ligandem RNA, aby wykluczy¢ mozliwo$¢ niespecyficznych oddziatywan migdzy tymi czgsteczkami.
Barwnik (10 nM) miareczkowano RNA typu kap-0 V5x3 (240 nt) przy maksymalnym st¢zeniu 20 uM.
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W wyniku eksperymentu nie zaobserwowano zmian w profilu termoforezy przy zadnym st¢zeniu, a tym
samym nie uzyskano krzywej ani warto$ci Kp. Wynik ten wskazuje na brak bezposrednich interakcji
migdzy barwnikiem, a czgsteczkami RNA.

W kolejnym etapie optymalizacji okreslitem czas inkubacji uktadu biatko-ligand. Jest to bardzo
istotny parametr ze wzgledu na odmienna dynamike tworzenia réznych komplekséw molekularnych,
jak 1 na stabilno$¢ tworzacych go czasteczek w czasie pomiaru. Do okre§lenia tego parametru
wykorzystatem pomiary termoforezy mikroskalowej dla kompleksu IFIT1 z trinukleotydowym
analogiem kap-0 (m’GpppApG). Przygotowatem 16 roztwordw ze statym stezeniem IFIT1 (25 nM) oraz
ro6znych stezeniach ligandu 0.3 nM — 10 uM. Roztwory inkubowano bez dostepu Swiatta w temperaturze
pokojowej w czasie 15, 30 i 45 minut, a nastepnie wykonano pomiary MST (Rys. 77). Juz przy
minimalnym okresie inkubacji, wynoszacym 15 minut, zaobserwowano petne wysycenie biatka oraz
prawidtowg krzywa wigzania kompleksu IFIT1- m’GpppApG. Z tego powodu czas 15 minut uznano za
wystarczajacy na utworzenie stabilnego kompleksu badanych molekut (Rys. 77).
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Rysunek 77. Krzywe wigzania kompleksu molekularnego miedzy biatkiem IFITI oraz trinukleotydowym analogiem kap-0
(m7GpppApG). Roziwory o stalym stezeniu biatka oraz rosngcym stezeniu liganda inkubowano bez dostepu Swiatla
w temperaturze pokojowej, w czasie 15, 30 oraz 60 minut. Krzywe zostaly wyznaczone na podstawie wartosci fluorescencji
zarejestrowanych podczas fazy pomiaru T-Jump. Do punktow pomiarowych dopasowano model wigzania 1:1 przy uzyciu
programu Palmist.

5.2 Optymalizacja sekwencji nukleotydowej ligandow RNA

Biatko IFIT1 oddzialuje z czasteczka kwasu nukleinowego poprzez kieszen wiazaca, zdolng
pomiesci¢ do pieciu nukleotydow zlokalizowanych na 5' koncu RNA, co zostalo omdéwione w czesci
literaturowej. Czasteczki RNA spontanicznie tworzg struktury drugorzedowe zalezne od sekwencji
nukleotydowej, ktore moga wptywac na interakcje RNA z innymi biomolekutami. Z tego powodu dobor
odpowiedniej sekwencji nukleotydowej liganda RNA jest kluczowy dla opracowania wiarygodne;j
metody oceny powinowactwa do IFIT1. Aby znalez¢ odpowiedni model RNA do pordéwnania
wariantow kapu, przebadatem cztery rozne sekwencje RNA jako ligandy dla biatka IFIT1, w tym dwie
sekwencje RNA o dtugosci 35 nukleotydow (nt), rdznigce si¢ strukturg drugorzedowa, 70 nt fragment
ludzkiego mRNA kodujacego B-globine oraz 240 nt mRNA kodujace tag V5x3 (Tabela 1, Rys. 79).36
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Tabela 1. Sekwencje komplementarnych oligonukleotydéw DNA dla modeli ligandéow RNA (I-1V) uzyte do
optymalizacji pomiaru powinowactwa kompleksu IFIT1-RNA za pomocg metody MST.

Sekwencja nukleotydowa

GTGTAATACGACTCACTATAGGGACATTTGCTTCTGACACAACTGTGTTCACTAGCAA

KA TTGCTAGTGAACACAGTTGTGTCAGAAGCAAATGTCCCTATAGTGAGTCGTATTACAC
RNA I GTGTAATACGACTCACTATAGGGAAAAAAAAAAAAAAAACATTTGCTTCTGACACA
TGTGTCAGAAGCAAATGTTTTTTTTTTTTTTTTCCCTATAGTGAGTCGTATTACAC
GTGTAATACGACTCACTATAGGGACATTTGCTTCTGACACAACTGTGTTCACTAGCAAC
N CTCAAACAGACACCATGGTGCATCTGACTCCT

AGGAGTCAGATGCACCATGGTGTCTGTTTGAGGTTGCTAGTGAACACAGTTGTGTCAG
AAGCAAATGTCCCTATAGTGAGTCGTATTACAC

GTGTAATACGACTCACTATAGGGGTACGCCACCATGGAAGGTAAGCCTATCCCTAACC
CTCTCCTCGGTCTCGATTCTACGGGCAGCAGCGGCGGCAAACCGATTCCGAACCCGCT
GCTGGGCCTGGATAGCACCGGTAGCAGCGGCGGTAAGCCTATCCCTAACCCTCTCCTC
GGTCTCGATTCTACGGTTTAAACAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAA
RNA IV | AAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAA

TTTTTTTTTTTTTTTITTTITTITITTITTTITITTITTTITITTITTITTTITTTITTITTTTITTITTITITTTITTITGTTTA
AACCGTAGAATCGAGACCGAGGAGAGGGTTAGGGATAGGCTTACCGCCGCTGCTA
CCGGTGCTATCCAGGCCCAGCAGCGGGTTCGGAATCGGTTTGCCGCCGCTGCTGCCCG
TAGAATCGAGACCGAGGAGAGGGTTAGGGATAGGCTTACCTTCCATGGTGGCGTACCC
CTATAGTGAGTCGTATTACAC

Dla kazdej z tych sekwencji czgsteczki RNA kapowane m’GpppApG (kap-0) lub m’GpppApG
(kap-1) zsyntetyzowano w reakcji transkrypcji in vitro (IVT). Aby zapewni¢ wysoka czystos¢ probek
RNA, niekapowane czasteczki RNA zostaly usuniete za pomocg trawienia enzymatycznego, a pozostaly
material oczyszczono metoda RP-HPLC, jak opisano w czgsci eksperymentalnej. Nastepnie
fluorescencyjnie znakowane IFIT1 zmieszano z ligandami RNA dla kazdego z badanych modeli
sekwencji, inkubowano bez dostgpu $wiatla i analizowano metodg MST, schemat eksperymentu
przedstawiono ponizej (Rys. 78).

Znakowane biatko Ligand Bezposrednie wigzanie Wyznaczanie Kp za
IFIT1 Kapowane RNA IFIT1- kapowane RNA pomoca metody MST
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Rysunek 78 Schemat postgpowania w celu okreslenia wartosci Kp dla interakcji IFIT1 z kapowanym RNA za pomocq testu
wiqzania opartego na metodzie MST. Fluorescencyjnie znakowane biatko IFITI zmieszano z ligandem RNA w 16 roznych
stezeniach, a nastepnie inkubowano przez 15 minut przed analizg metodq MST. Zaobserwowane zmiany intensywnosci
fluorescencji przedstawiono jako funkcje stezenia ligandu, a dopasowana teoretyczna krzywa wigzania pozwolita na okreslenie
statych dysocjacji (Kp)
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Wstepne analizy wykazaty istotne réznice w powinowactwie ligandow RNA do IFIT1
w porownaniu z odpowiadajacymi im trinukleotydowymi analogami kapu, dlatego zmieniono sile
jonowga buforéw dla obu typow ligandéw, aby przesuna¢ wartosci Kp na wyzsze zakresy (Tabela 2A).
Ostateczny sktad buforu pomiarowego dla kapowanych RNA zawieral 200 mM NaCl, natomiast dla
wolnych analogéw kapu — 100 mM. Opracowana metoda badawcza zaktadala zastosowanie statego
stezenia biatka na poziomie 25 nM we wszystkich pomiarach. Wyznaczanie statych dysocjacji ponize;j
tego zakresu roboczego (1 — 10 nM) nie zapewnitoby dostatecznej wiarygodnosci wynikow.
Dodatkowo, urzadzenie MST (Monolith NT.115, NanoTemper) byto zoptymalizowane do badania
oddzialywan w zakresie nano- do mikromolarnym, co ograniczalo mozliwo$¢ precyzyjnych pomiaréw
w nizszym przedziale stgzen. Aby umozliwi¢ okreslenie statych Kp powyzej 25 nM, zastosowano 200
mM sél w ukladzie pomiarowym dla kapowanych RNA, co przesungto wartosci Kp w strong wyzszych
stezen. Dzigki temu poprawita si¢ ogolna wiarygodno§¢ wynikow. W kazdej analizie MST krzywe
wigzania odpowiadaly modelowi 1:1. Pomiary przeprowadzono w postaci tryplikatow dla kazdego
testowanego wariantu, a wynik stanowily wartosci stalej dysocjacji [nM] wraz ze statystycznie
okreslonymi przedziatami ufnosci C.1. (ang. confidence intervals).

Tabela 2A. Powinowactwo wigzania IFITI, okreslone metodg MST dla struktur kap-0 i kap-1, w zaleznosci
od sekwencji RNA.

Ko (C.1) / [nM]

Struktura kapu RNA | BT RNA 1B RNA BT RNA TV B Wolny kap !

m’GpppApG 8(1-19)  15(8-25) 100 (60-170) 150 (90-230) 100 (60-150)

41 (26-70) 380 (190-610)

m’GpppAmpG 34 (19-59) 60 (42-84) 520 (350-770) 0 o

Tabela 2B. Stosunek wartosci Kp kap-1/ Kp kap-0 dia wszystkich testowanych wariantow sekwencji.

Kokap-1/Kokap-0 | RNAITE  RNAIIE  RNAIIE  RNAIVEE  Wolny kap P!

kap-1/ kap-0 4.2 4.0 5.2 27.3 3800

[a] ] warunki buforowe: 20 mM HEPES (pH 7.5), 200 mM NaCl, 0.075% Pluronic F-127, $rednie warto$ci z trzech powtorzonych
eksperymentow z przedziatami ufnosci (C.1.).

[b] 1 warunki buforowe: 20 mM HEPES (pH 7.5), 100 mM NaCl, 0.075% Pluronic F-127, $rednie wartosci z trzech powtérzonych
eksperymentow z przedziatami ufnosci (C.L.).

[c] Sekwencje RNA przedstawiono na Rysunku 79

Sekwencja RNA 1, tworzaca strukture spinki do wlosow (Rys. 79), wigzata si¢ z IFIT1
z wartosciami Kp wynoszacymi 8 nM dla kap-0 i 34 nM dla kap-1. RNA II (wariant
nieustrukturyzowany, 35 nt), zaprojektowano tak, aby unika¢ tworzenia struktur drugorzedowych,
wigzato si¢ z IFIT1 z nieco wyzszymi warto$ciami Kp: 15 nM dla kap-0 1 60 nM dla kap-1. W przypadku
trzeciego wariantu sekwencji, RNA III (wariant ustrukturyzowany, 70 nt), zaobserwowano wyraznie
stabsze oddziatywanie niz dla krotszych RNA, z wartosciami Kp wynoszacymi 100 nM dla kap-0 i 520
nM dla kap-1. RNA IV reprezentowato model mRNA kodujacy tag V5x3 (wariant ustrukturyzowany,
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240 nt) 1 zostalo uzyte do weryfikacji, czy metoda nadaje si¢ do pomiaru funkcjonalnych czasteczek
mRNA. Dla tego RNA zaobserwowano jeszcze stabsze wigzanie w poréwnaniu do kroétszych ligandow,
z warto§ciami Kp wynoszacymi 150 nM dla kap-0 i 4,1 uM dla kap-1. Dla krotszych ligandow
powinowactwo IFIT1 do kap-0 RNA byto 4-5 razy wyzsze niz do RNA z kap-1 (Tabela 2B), co jest
zgodne z wczesniejszymi wynikami i posrednio potwierdza, ze réznicowanie struktur na koncu 5' RNA
przez IFIT1 jest niezalezne od ich sekwencji. W przypadku dtuzszego ligandu (RNA IV) r6znica miedzy
strukturami kap-0 i kap-1 byla bardziej wyrazna (~30-krotna), co sugeruje potencjalny udziat petnej
czasteczki mRNA w rozpoznawaniu ligandu. R6znice w powinowactwie wykazywane przez odmienne
sekwencje RNA moga by¢ przypisane oddziatywaniom elektrostatycznym miedzy czasteczkag RNA,
a powierzchnig biatka. RNA III o dhlugosci 70 nt (dalej nazywane RNA7y) zostato wybrane jako
optymalny kompromis pomiedzy sita oddziatywania, a dostepnoscia materiatu (wydajnos$cia syntezy
ligandow). Jego dlugos¢ oraz wartosci stalych dysocjacji (Kp) dla obu ligandow miescity si¢
w roboczym zakresie stosowanej metody, co pozwolito na precyzyjna ocene wpltywu rdéznych
modyfikacji struktury kapu na powinowactwo RNA do IFIT1.

A RNA | RNAII RNA Il RNA IV
Ditugosé : 35 nt Diugosé : 35 nt Dtugosé : 70 nt Dilugosé: 240 nt
MFE: -10.54 kcal/mol MFE: -0.74 kcal/mol MFE: -16.79 kcal/mol MFE: -52.90 kcal/mol
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Rysunek 79 Okreslenie wartosci Kp dla czterech roznych wariantow sekwencji RNA z kap-0 i kap-1 za pomocq metody MST.
A) Przewidywane struktury drugorzedowe analizowanych sekwencji RNA (model Vienna RNAfold) oraz ich MFE -minimalna
energia swobodna (ang. minimum free energy). B) Wyznaczone krzywe wigzania MST z trzech powtorzonych eksperymentow
(punkty danych reprezentujq srednie wartosci £ SD. Krzywe wigzania zgodne z modelem wigzania 1:1). C) Reprezentatywne
Slady MST dla dwoch krzywych pokazanych na wykresie B (RNAIII). Pionowe znaczniki (niebieskie i czerwone podswietlenia)
wskazujq zimne i gorqce obszary uzyte do dalszej analizy (Tjump). D) Porownanie wyznaczonych wartosci Kp (Srednie wartosci
z trzech powtorzonych eksperymentow z przedziatami ufnosci)
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5.3 Oddziatywanie kanonicznych analogéw kapu RNA z IFIT1

Pomiary powinowactwa kanonicznych analogéw kapu 5’RNA do IFIT1 prowadzono zgodnie
z procedura opisang w czgsci eksperymentalnej, wykorzystujac kapowane RNA o dlugosci 70 nt
(RNA7) powstate na matrycy sekwencji RNA III. Molekuty RNA otrzymano przez transkrypcj¢ in
vitro 1 oczyszczono przy uzyciu standardowych protokotdéw, ktore opisano w rozdziale 2 badan
wlasnych. Wyznaczone warto$ci Kp zestawiono w Tabeli 3, a uzyskany zestaw danych umozliwit
okreslenie wptywu réznorodnych modyfikacji strukturalnych w obrgbie kapu RNA na interakcjg IFIT1-
RNA.

Tabela 3. Wartosci Kp wigzania pomigdzy IFITI i kapowanymi RNA 7y lub wolnymi analogami kapu RNA
dla struktur kanonicznych oraz niekanonicznych.

Analog kapu Kapowane RNA7 Kapowane RNA7  Trinukleotydowy kap Trinukll:“::;)tydowy
5 RNA Kp [nM] C.1. [nM] Kp [nM] C.L [nM]
m’GpppApG 100 (60, 170) 100 (60, 150)
m’GpppAnpG 520 (350, 770) 380 - 103 (190, 610) - 10°
m’GpppCpG 230 (150, 360) 13 - 10° (10, 15) - 10°
m’GpppGpG 330 (220, 480) 23 -10° (14,39) - 10°
m’GpppUpG 130 (70, 250) 390 - 103 (330, 440) - 10°
m’Gpppm°ApG 230 (140, 370) 50 - 103 (20, 100) - 10°
m’Gpppm°AmnpG 900 (730, 1100) 380 - 10* (210, 7 80) - 10*
GpppApG 11 (6, 20) 370 - 10* (210, 6 60) - 10*
NADpG 1000 (800, 1400) 430 - 10° (200, 540 ) - 10°
m3>>’GpppApG 23 (10, 46) 30 (19, 47)
FADpG 80 (60, 110) 21-10° (13,32)- 10
pppUpG 270 (200, 370) 26 - 108 (14, 112) - 108
Glucose-ppUpG 8200 (6 200, 10 00) n/b n/b

a] Warunki: 20 mM HEPES (pH 7,5), 200 mM NaCl, 0,075% Pluronic F-127, §rednie wartosci z trzech powtorzonych eksperymentow.
b] Warunki: 20 mM HEPES (pH 7,5), 100 mM NacCl, 0,075% Pluronic F-127, $rednie warto$ci z trzech powtorzonych eksperymentow.
c] Sekwencja RNA to RNA III przedstawiona na Rysunku 3 i opisana w sekcji Eksperymentalne;j.

d] Wartosci przedziatu ufnosci (C.1.) oszacowane automatycznie przez procedur¢ PALMIST-ESP (Error Surface Projection). Poziom
ufnosci ustawiony na 68,3% (odpowiednik + 16 w krzywej Gaussa).

[e] n/b - brak obserwowanego wigzania przy ste¢zeniu ligandu do 40 mM.

[
[
[
[

Badania rozpoczeto od poroéwnania czterech analogéw kapu-0, roéznigcych sie pierwsza
transkrybowang zasadg azotowa (A, G, C, U). Zgodnie z oczekiwaniami, wszystkie te RNA silnie
oddzialywaty z IFIT1, aczkolwiek z nieco innymi warto$§ciami Kp (Tabela 3). Najwyzsze
powinowactwo odnotowano dla struktury m’GpppApG z Kp na poziomie 100 nM, podobny wynik
uzyskano dla m’GpppUpG-RNA7 z Kp rownym 130 nM (Rys. 80). Nizsze powinowactwa otrzymano
z kolei dla m’GpppCpG (Kb 230 nM), konczac na najstabiej oddziatujacym z IFIT1 w tym zestawieniu
m’GpppGpG z Kp okoto 330 nM. Nastepnie skupiono sie na analizie wptywu grupy metylowej
w pozycjach 2’ oraz N6 pierwszej transkrybowanej zasady na interakcje z IFIT1. Zastosowanie grupy
metylowej w strukturze kap-0 w pozycji N6 adenozyny (m’Gppp™®ApG-RNA) obnizyla powinowactwo
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RNA do IFITI, cho¢ nie w takim stopniu jak grupa metylowa w pozycji 2'-O (wartos¢ Kp dla
m’Gppp™®ApG-RNA byla 2,3-krotnie wyzsza niz dla m’GpppApG-RNA, ale 2,2-krotnie nizsza niz dla
m’GpppAmpG-RNA). Warto zauwazy¢, ze efekty tych dwoch grup metylowych byty addytywne,
poniewaz sonda RNA z kapem m’Gppp™AnpG wykazywala 9-krotnie nizsze powinowactwo
w poréwnaniu do ligandu RNA z kap-0. Sugeruje to, ze grupa metylowa w pozycji N6-adenozyny na
koncu 5' stanowi dodatkowg warstwe ochrony przed wigzaniem RNA przez IFIT1.
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Rysunek 80 Graficzne poréwnanie (4) wartosci Kp uzyskanych dla RNA 7o z kap-0 na koricu 5' - m’ GpppApG, kap-1 (z metylacjg
w pozycji 2'-0) - m’GpppAmpG, m’G"ApG (kap-0 z N6-metyladenozyng) oraz m’G"°AwpG (kap-1 z N6-metyladenozyng). Os
Y przedstawiona w postaci logarytmu dziesigtnego. Graficzne przedstawienie (B) wartosci Kp dla wszystkich czterech
wariantéw kap-0 RNA7, tj. m’GpppApG, m’GpppGpG, m’GpppCpG, m’ GpppUpG.

5.4 Wiazanie niekanonicznych analogéw kapu RNA z IFIT1

Badane niekanoniczne kapy mialy bardzo zr6znicowany wptyw na interakcje IFITI-RNA.
Warto$ci Kp okreslone dla RNA z niekanonicznymi czapeczkami wykazywaty szerokie spektrum
powinowactwa, obejmujace trzy rzedy wielkosci (Tabela 3, Rys. 81). FADpG-RNA wiazato si¢ z [FIT1
z powinowactwem porownywalnym do RNA z kap-0 (Kp 80 nM). GpppApG-RNA byto wigzane przez
IFIT1 nawet silniej niz RNA z kap-0 (Kp 11 nM). Co zaskakujace, RNA zawierajace hipermetylowana
grupe m’G, czyli tzw. kap trimetyloguanozynowy (ms;**’GpppApG-RNA), rowniez wykazywalo
bardzo wysokie powinowactwo do IFIT1 (Kp 23 nM). Chociaz obie te struktury powstaja podczas
biosyntezy lub dojrzewania niektorych endogennych RNA’®, wyjatkowo wysokie powinowactwo
IFIT1 do tej hipermetylowanej struktury sugeruje, ze moga one stanowi¢ kolejng klas¢ komorkowych
celow IFIT1. NADpG-RNA wigzalo si¢ ponad 10 razy stabiej wzgledem kap-0 (Kp 1,0 uM), natomiast
czapeczka UDP-glukozy wykazywata wyrazny efekt ,,ochronny” wobec IFIT1 (Kp 8,2 uM), znacznie
stabiej oddziatujac z biatkiem niz odpowiadajace mu nieckapowane RNA (Kp 270 nM). Wyniki te moga
sugerowaé, ze IFIT1 jest zdolne do rozpoznawania wigkszej liczby struktur na koncu 5' RNA, niz
wczesniej przypuszczano, a niektore niekanoniczne modyfikacje konca 5' mogg chroni¢ RNA przed
wigzaniem przez IFIT1. Co ciekawe, wszystkie struktury zidentyfikowane w tym badaniu jako silnie
wigzace si¢ z IFIT1, byly wczesniej powigzane z wirusowym RNA. Poniewaz mRNA jest kapowane
w jadrze, GpppApG-RNA normalnie nie wystepuje w cytoplazmie, ale powstaje tam w trakcie
niektorych wirusowych szlakéw kapowania RNA. Oprocz swojej obecnosci na endogennych RNA,
czapeczka trimetyloguanozynowa zostala rowniez zidentyfikowana na niektérych RNA zwiazanych
z HIV %7 Czapeczka FAD na koncu 5' zostata znaleziona na okoto 75% RNA HCV. 3%
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Rysunek 81 A) Graficzne porownanie wartosci Kp uzyskanych dla kapowanych RNA7 z niekanonicznymi analogami konca
5'"RNA, w tym. FADpG, NADpG, Glucose-ppUpG oraz referencyjnym kap-0. B) Wartosci Kp dla RNA7 bez m’G — GpppApG,
z hipermetylacjg - TMGpG, niekapowanego RNA - pppUpG oraz referencyjnego kap-0

5.5 Pomiary dla trinukleotydowych analogow kapu RNA z IFIT1

Oceniono rowniez potencjal stosowania krotkich, trinukleotydowych analogdéw kapu jako
ligandow dla IFIT1 w kontekscie uzyskiwania warto§ciowych danych na temat wzglednego
powinowactwa réznych wariantow kapow. Mogloby to znaczaco skroci¢ czas analizy i zmniejszy¢ jej
catkowity koszt. Warto$ci Kp okreslone dla m’GpppApG (kap-0) i m’GpppAmpG (kap-1) sugerowaly,
ze IFIT1 jest w stanie jeszcze silniej roznicowaé czapeczki, gdy nie sg one czeScia pelnej czasteczki
RNA (Tabela 2, Tabela 3). Jednak bezposrednie porownanie wszystkich warto$ci Kp wyznaczonych dla
ligandow RNA z kapem i wolnych zwiazkow (Tabela 3) sugeruje, ze pomiary dla wolnych analogow
kapu RNA nie dostarczajg wiarygodnych danych ilo$ciowych, cho¢ w pewnym stopniu sga zgodne
jakosciowo z danymi uzyskanymi dla ligandow RNA. W trakcie prowadzonych eksperymentéw
zaobserwowano wysokie powinowactwo wigzania dla niektorych szczegolnie silnie oddziatujacych
koncow 5' RNA, nawet dla ,,wolnych” kapow (m’GpppApG, ms>*’GpppApG). Moze to sugerowaé, ze
te struktury specyficznie oddziatuja z IFIT1 i odgrywaja szczegdlnie istotng role jako jego komorkowe
cele.

5.6 Wigzanie analogéw zawierajacych modyfikacje w pozycji 2’-adenozyny

Badanie powinowactwa kompleksu IFITI-RNA dla zestawu modyfikacji w pozycji 2’ rybozy
adenozyny, bedacej pierwsza transkrybowang zasada, przeprowadzono dla ligandow w postaci
kapowanych RNA. Jako kontrole poprawnos$ci metody oraz punkt odniesienia umozliwiajacy
poréwnanie nowych danych z wczesniejszymi wynikami dla kanonicznych i niekanonicznych
analogdéw, ponownie zmierzono interakcje dla referencyjnych wariantow m’GpppApG (kap-0),
m’GpppAmpG (kap-1) oraz m’Gppp™AmpG kap (™An). Wszystkie kapowane RNA dla zestawu
modyfikacji 2’ reszty cukrowej adenozyny przygotowano zgodnie z wcze$niej opisang procedura.
Wartosci statych dysocjacji, uzyskane dla wspomnianych referencji, odpowiednio Kp 98 nM dla
m’GpppApG, Kp 550 nM dla m’GpppAmnpG i Kp= 930 nM dla m’Gppp™AmpG, byly zgodne
z wczeSniejszymi pomiarami. Potwierdzito to powtarzalno$¢ uzyskiwanych wynikéw oraz
wiarygodno$¢ pierwotnie zmierzonych interakcji, co §wiadczy o precyzji i powtarzalno$ci opracowanej
metody (Tabela 4).
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Tabela 4. Wartosci Kp wigzania pomiedzy IFITI i kapowanymi RNA 7y dla
modyfikacji 2’ reszty cukrowej adenozyny.

Analog kapu 5° RNA Kap(}ga[l:l eMR]NA70 Kapg‘iﬁ‘?ﬁ;}? An
m’GpppApG 98 (72, 140)
m’GpppAmpG 550 (370, 810)

m’Gpppm®ApG 930 (710, 1070)
m’GpppArpG 150 (110, 190)
m’Gppp™ArpG 280 (90, 540)
m’GpppAz-0-£pG 1600 (1100, 2100)
m’GpppAr-o.canspG 380 (230, 670)
m’GpppAr~upG 1400 (700, 2000)
m’GpppAr~:pG 40 (10, 90)
m’GpppAzrs-cuspG 470 (280, 680)
m’GpppAz-0-8:pG 540 (360, 810)
m2"?-°GpppA2-0-8:pG 520 (350, 1100)
m’GpppAixapG 2800 (2000, 3700)
m’GpppA-2-pG 600 (400, 1000)
m’Gppp(araA)pG 500 (300, 1000)
m’Gppp(araAm)pG 500 (260, 1200)

Modyfikacje zawierajace w pozycji 2’-adenozyny atom fluoru wykazywaly nieznacznie nizsze
powinowactwo do IFIT1 wzgledem kap-0, uzyskujac Kp 150 nM dla m’GpppArpG oraz Kp 260 nM dla
m’Gppp™ ArpG, wariantu z dodatkowg metylacja w pozycji N6 (Rys. 82). Jednak w poroéwnaniu z kap-
1 obserwowano 2-3-krotny wzrost powinowactwa, co podkresla istotng role grupy metylowej w pozycji
2’ w ostabianiu oddziatywania z IFIT1. Jednoczesnie wskazuje to, ze analogi 2’-fluoro nie mogg
funkcjonalnie zastapi¢ kap-1. Z kolei grupa etoksylowa oraz aminowa znaczaco obnizyty
powinowactwo do IFIT1, ukazujac okoto 3-krotnie wyzsze wartosci statej dysocjacji wzgledem kap-1
z Kp 1600 nM dla m’GpppA2--0-epG i Kp 1400 nM dla m’GpppA2-nu2pG. Wskazuje to na ich potencjat
w obnizaniu powinowactwa do IFIT1, stanowigc jednoczesnie funkcjonalng alternatywe dla naturalnego
kap-1. Zastosowanie grupy 2’-metanotiolowej (m’GpppAz-s.cu;pG), podobnie jak podstawnika
O-benzylowego (m’GpppAz-0-pApG) oraz podstawnika O-benzylowego w wersji ARCA (m,"?"
Gpppaz-0-8:pApG) skutkowalo oddzialywaniem bardzo zblizonym do referencyjnej wartosci kap-1
(m’GpppAmpG, Kp 550 nM). Co ciekawe, wariant zawierajacy grupe azydkowa (m’GpppA2-n3pG)
znaczaco zwiekszyt powinowactwo liganda RNA do IFIT1, uzyskujgc ponad 2-krotnie nizszg wartos¢
statej dysocjacji wzgledem referencyjnego kap-0. Z kolei obie modyfikacje posiadajgce arabinoze
w strukturze pierwszego nukleozydu (m’Gppp(araA)pG i m’Gppp(araAn)pG) wykazaty identyczng
stata powinowactwa do IFIT1 rowng Kp 500 nM. Dodatkowa grupa metylowa w obrgbie arabinozy nie
wplyneta na oslabienie oddziatywania, jak obserwowano dla analogéow z ryboza, co moze sugerowac
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odmienny mechanizm rozpoznawania przez IFIT1 nukleozydéw zawierajacych arabinoze zamiast
naturalnej rybozy w sekwencji RNA. Wariant tworzacy wigzanie 2°,5’-fosfodiestrowe z kolejng zasada
tancucha RNA (m’GpppA-2’-pG) wykazat 6- krotnie wyzszg warto$¢ statej dysocjacji w pordwnaniu
z referencyjnym kap-0, posiadajacym naturalne wigzania 3’°,5’-fosfodiestrowe, osiagajac poziom
porownywalny z ludzkim kap-1. Najnizsze powinowactwo do IFIT1 z tego zestawu uzyskano dla
analogu m’GpppAinapG, ktorego wartos¢ Kp = 2800 nM byla ponad pieciokrotnie wyzsza niz
referencyjnego analogu kap-1. Podstawnik LNA w pozycji 2’ (zamkniety kwas nukleinowy), poprzez
swojg zamknieta strukture, skutecznie utrudnit rozpoznawanie i wigzanie IFIT1 do RNA zawierajacego
te modyfikacje.
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Rysunek 82 Graficzne porownanie wartosci Kp uzyskanych dla RNA7o z modyfikacjami 2’-adenozyny, jako pierwszej
transkrybowanej zasady: m’GpppAFpG, m’Gppp™AFpG, m’GpppA2’-O-EpG, m’GpppA2’-O-C3H3pG, m’GpppA?2 -
NH2pG, m’GpppA2°-N3pG, m’GpppA2’-S-CH3pG, m7GpppA2 ’-O-BnpApG, m2">"OGpppA2'-O-BnpApG, m’GpppALNApG,
m’GpppA-2°-pG, m’ Gppp(araA)pG oraz m’ Gppp(araAm)pG w odniesieniu do referencyjnych analogéw kap-0 (m’ GpppApG),
kap-1 (m’GpppAmpG) i "Am (m’ Gppp"SAmpG). Przerywanymi liniami zaznaczono poziomy wartosci stalych dysocjacji dla
RNA-kap-0 oraz RNA-kap1.

5.7 Wigzanie analogdw zawierajacych modyfikacje w pozycji N6-adenozyny

Naturalna modyfikacja analogdéw kapu RNA (™°A,,) odgrywa istotng rol¢ w regulacji stabilno$ci
oraz translacji niektorych RNA wystepujacych u ludzi. Modyfikacja ta polega na metylacji adenozyny
zaréwno w pozycji N6, jak i na grupie 2'-O rybozy, co wptywa na zdolnos¢ RNA do interakcji z biatkami
odpowiedzialnymi za jego przetwarzanie. m°®A,, czesto znajduje si¢ w pierwszej nukleotydowej pozycji
RNA i moze regulowaé procesy takie jak inicjacja translacji, ochrona przed degradacja przez
egzonukleazy oraz rozpoznawanie przez biatka wigzace RNA. Wplywa réwniez na ekspresje genow
1 jest zaangazowana w adaptacyjne odpowiedzi komorkowe na zmieniajace si¢ warunki srodowiskowe,
odgrywajac istotng role w procesach takich jak réznicowanie komorek, odpowiedz na stres i rozwoj
nowotworéw. Dlatego tez poznanie efektu innych podstawnikow w pozycji N6 pierwszego
transkrybowanego nukleozydu (adenozyny) moze dostarczy¢ cennych informacji w konteksScie
zastosowanie takich modyfikacji w terapiach mRNA.

Pomiary wykonano analogiczng do wyzej opisanej metoda, stosujac kapowane RNA jako
ligandy. Jako punkt odniesienia dla nowych wariantow, przeprowadzono pomiary dla $wiezo
przygotowanego zestawu RNA zawierajgcego referencyjne struktury: m’GpppApG (kap-0),
m’GpppAmpG (kap-1) oraz m’Gppp™AmpG kap (™Aw), uzyskujac wyniki zgodne z wczes$niejszymi
obserwacjami dla tych analogéw (Tabela 5).
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Tabela 5. Wartosci Kp wigzania pomiedzy IFITI i kapowanymi RNA 7y dla
modyfikacji N6 adenozyny.

Analog kapu 5° RNA Kapog)a[r:l eMR]NA7° Kapva.siz.n[l:lzl\l/ﬁ\l An
m’GpppApG 93 (60, 140)
m’GpppAmpG 510 (400, 630)

m’Gpppm®AnpG 910 (750, 1100)
m’Gppp*AmpG 1000 (700, 1300)
m’Gppp*°AnpG 170 (210, 140)
m’Gpppm2*°AnpG 470 (390, 570)
m’Gppp(2-NH2)™AnpG 640 (480, 850)
m’Gppp"**AnpG 120 (90, 160)

Zastosowanie grupy etylowej w pozycji N6 (m’Gppp™®AmpG, Kp 1000 nM) skutkowato
zblizonym powinowactwem do IFIT1 wzgledem referencyjnego wariantu z metylem (™Ay,). Z drugiej
strony dla wariantu z dwiema grupami metylowymi w pozycji N6 (m’Gpppm2°°A,pG) obserwowano
dwukrotnie nizsza warto$¢ statej dysocjacji (Rys. 83). Co ciekawe, izpopropyl w tej pozycji
(m’Gppp'P®A.pG) doprowadzit do znaczgcego wzrostu powinowactwa do IFIT1, dajgc warto$¢ statej
dysocjacji Kp 170 nM zblizona do charakterystycznego dla czgsci wirusow, referencyjnego kap-0.
Podobny efekt obserwowano rowniez dla podstawnika 1-(heksyn-5-ylowego) (m’Gppp"*®AmpG).
RNA z ta modyfikacja wykazywato jeszcze wyzsze powinowactwo, porownywalne z oddziatywaniem
IFIT1-kap-0. Z kolei wariant zawierajacy dodatkowg grupe aminowg (m’Gppp(2-NH2)™ A,.,pG) wigzat
sie¢ do IFIT1 nieznacznie lepiej niz referencyjny ™Am, a warto$¢ jego statej wigzania plasowata sie
pomiedzy wariantem kapl, a wspomnianym ™°A,. Powyzszy zestaw modyfikacji N6-adenozyny
wykazaty ztozony charakter interakcji takich ligandow RNA z IFIT1. Wylaniajaca si¢ zaleznosé
w oddziatywaniach dla zblizonych strukturalnie grup funkcyjnych wskazuje, ze mate podstawniki, takie
jak metyl czy etyl, moga chroni¢ przed wigzaniem z IFIT1, podczas gdy wicksze, takie jak izopropyl
czy heksynyl, tej ochrony nie zapewniaja. Moze to sugerowaé obecnos¢ hydrofobowej kieszeni
w sgsiedztwie kieszeni wigzacej kap, w ktorej dodatkowe oddzialywania hydrofobowe miedzy duzymi
podstawnikami, a biatkiem moga kompensowaé zmniejszenie energii oddzialtywania wynikajace
z zatloczenia sterycznego. Z tego tez wynika konieczno$¢ przeprowadzania pomiarow dla kazdego
uzyskanego wariantu, jako najlepszej metody oceny wptywu danej modyfikacji na mechanizm dziatania
ludzkiego wrodzonego uktadu odpornosciowego zaleznego od IFIT1.
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Rysunek 83 Graficzne porownanie wartosci Kp uzyskanych dla RNA7o z modyfikacjami N6 adenozyny, jako pierwszej
transkrybowanej  zasady:  m’GpppEt6AmpG, — m’GpppiPr6AmpG, — m’Gpppm26,64mpG, — m’Gppp(2-NH2)"AnpG,
m’GpppHex6AmpG) w odniesieniu do referencyjnych analogow kap-0 (m’GpppApG), kap-1 (m’GpppAmpG) i "An
(m’Gppp™®AmpG)

5.8 Wigzanie analogéw zawierajacych aromatyczne modyfikacje w pozycji N6-adenozyny

Szczeg6lna grupe badanych analogow czapeczki RNA stanowia warianty zawierajace grupy
aromatyczne w pozycji N6-adenozyny. Tego rodzaju modyfikacje zostaty niedawno zidentyfikowane
jako skutecznie zwigkszajace translacje mRNA w uktadach in vivo, co podkresla ich istotny potencjat
terapeutyczny. Z uwagi na te obiecujace wlasciwosci, podjeto badania nad ich wptywem na mechanizm
dziatania ludzkiego uktadu odpornosciowego, w szczegolnosci na zalezno$¢ od biatka IFIT1. Jako
ligandy zastosowano kapowane czasteczki RNA, a kontrole stanowit standardowy zestaw referencyjny:
kap-0, kap-1 oraz ™A,. Uzyskane dla nich wartosci Kp byly bardzo zblizone do wynikow
z wezesniejszych analiz (Tabela 6).

Badania rozpoczeto od najprostszych podstawnikéw zawierajacych jedynie grupe N6-
benzylowa w wariancie kap-0 (m’Gppp®™A..pG), dla ktorego, co zaskakujace, odnotowano wysokie
powinowactwo, z warto$cig Kp wynoszacg 21 nM. Stala ta byla okolo czterokrotnie wyzsza niz wynik
uzyskany dla naturalnego ligandu IFIT1, jakim jest kap-0-RNA. Grupa metylowa w pozycji 2’-O-
adenozyny (m’Gppp®"AmpG) ponownie skutkowala nieznacznie wyzszg warto$cig statej dysocjacji Kp
wynoszaca 38 nM, co bylo zgodne z wczedniejszymi wynikami. Poréwnanie tej wartosci
z referencyjnym kap-1 uwidocznilo trzynastokrotny wzrost powinowactwa dla N6-benzylowego
odpowiednika modyfikacji Am (Rys. 84). Wyniki te sugerowaly, ze struktura aromatycznego
podstawnika w pozycji N6 ma znaczacy wplyw na energi¢ oddziatywania z kieszenig wigzaca IFIT1.
Rodzaj oraz tadunek dodatkowych grup funkcyjnych zwiazanych z podstawnikiem benzylowym
w pozycji N6 ma bardzo duzy wplyw na oddziatywanie z IFIT1. Pomiary wigzania dla modyfikacji
posiadajacej grupe p-hydroksybenzylowa (m’Gppp“©™B"A,pG) oraz wariant podstawnika
benzylowego A w wersji ARCA (my”2°GpppE"®AmpG) wykazaly obnizenie powinowactwa wzgledem
podstawowych analogdw benzylowych. Zastosowanie grupy hydroksylowej ponad czterokrotnie
zredukowato energi¢ oddziatywania z IFIT1, z kolei wariant ARCA przelozyt si¢ na sze$ciokrotne
obnizenie powinowactwa badanego uktadu (Tabela 6).
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Tabela 6. Wartosci Kp wigzania pomigdzy IFITI i kapowanymi RNA 7 dla
aromatycznych modyfikacji N6 adenozyny.

Analog kapu 5° RNA Kap(}ga[l:l eMR]NA70 Kapg‘iﬁ‘?ﬁ;}? An
m’GpppApG 95 (65, 140)
m’GpppAmpG 510 (400, 620)

m’Gpppm®ApG 890 (720, 1050)
m’Gppp®"ApG 21 (14, 28)
m’Gppp®"AmpG 38 (31, 52)

m’Gppp“-OMBIA . nG 180 (120, 290)

m2"*-°Gppp®"°AnpG 240 (180, 300)

m’Gppp>™EApG 20 (16, 25)

m’Gppp**Br°AnpG 41 (33,50
m’Gppp-""*""¢A .pG 160 (110, 240)
m’Gppp™hm6A ,nG 190 (110, 300)

m’Gppp?-CHZ-pyridinen6 A\ b G 220 (190, 260)

m’Gppp"**“AnpG 140 (90, 210)

m’Gpppp®®AnpG 240 (160, 350)
m’GppCCLpp**AnpG 120 (90, 170)

Modyfikacje zawierajace grupe m-metylenobenzylowa (m’Gppp>™BA,,,pG) oraz grupe N6 p-
fluorobenzylowa (m’Gppp*P"AnpG) wykazywaly bardzo wysokie powinowactwo wzgledem IFITI.
Uzyskane warto$ci statych dysocjacji dla wariantu *MeB"A,, byly dwukrotnie nizsze w poréwnaniu do
podstawowej modyfikacji benzylowej B®A,, natomiast dla analogu *®"A,, nie odnotowano istotnych
ro6znic. Co ciekawe, wigksze aromatyczne podstawniki naftylometylenowe nie wigzaty si¢ z IFIT1
w takim stopniu, jak grupy benzylowe. Badane warianty z grupg N6 1-naftylometylenowg (m’Gppp-
Inaph-m-6 A ' bG) oraz grupg N6 2-naftylometylenowg (m’Gppp™®"™°A,pG) wykazywaly okoto
czterokrotnie stabsze powinowactwo do IFIT1 niz struktura B"A,,, co moze by¢ spowodowane zbyt
duzym rozmiarem podstawnika naftalenowego i tworzong przez ta grupe zawada steryczna w kieszeni
wigzgcej biatka. Analog z grupg N6 2-pirymidynometylenowg (m’Gppp? cHzpyridinen6 A | () wykazywal
podobne powinowactwo do IFIT1 jak warianty naftalenowe, z warto$cig Kp na poziomie 220 nM.
Natomiast wydluzenie tancucha o jeden metyl w przypadku wariantu z grupg N6 2-fenyloetylowa
(m’Gppp"™™°A.,pG) doprowadzito do dwukrotnego obnizenia wartosci statej dysocjacji, co moze by¢
zwigzane z wigkszg elastycznoscig dluzszego tancucha weglowego w tym podstawniku. Ostatecznie
zmierzono oddziatywania dla dwoch analogéow zawierajacych wydhuzony o jeden fosforan mostek
taczacy m’G z reszta tancucha RNA, tworzagc tym samym mostek tetrafosforanowy. Wariant
z dodatkowym fosforanem w mostku (m’Gpppp®°A.pG) wykazywal szeSciokrotnie nizsze
powinowactwo w poréwnaniu do struktury BA,, z wartoécig Kp wynoszaca 240 nM. Natomiast
wprowadzenie dodatkowej grupy CCl, wewnatrz mostka tetrafosforanowego (m’GppCClpp®AnpG)

spowodowalo dwukrotny wzrost energii oddziatywania liganda RNA z IFIT1, osiagajac warto$§¢ Kp
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réowng 120 nM. Fakt, ze warianty z grupa benzylowa w pozycji N6-adenozyny wykazuja wysokie
powinowactwo do IFIT1, wspiera hipotezg o istnieniu dodatkowej hydrofobowej kieszeni w strukturze
biatka, zdolnej do interakcji z niewielkimi podstawnikami aromatycznymi. Zdolnos¢ tej kieszeni do
wigzania jest jednak ograniczona, co tlumaczy, dlaczego wigksze podstawniki, takie jak metylonaftyl,
nie wykazuja podobnych wlasciwos$ci wigzacych. Z punktu widzenia terapeutycznego, wysokie
powinowactwo do IFIT1 nie jest korzystne dla RNA, dlatego interesujaca jest obserwacja, ze niektore
podstawniki w pierscieniu aromatycznym, takie jak fluor (F) czy grupa metylowa (CHs), nie wptywaja
istotnie na powinowactwo do IFIT1, podczas gdy inne, o zblizonych rozmiarach, takie jak grupa
hydroksylowa (OH), znaczaco je zmniejszaja. Te r6znice w oddzialtywaniach mogg dostarczy¢ cennych
informacji do weryfikacji hipotez dotyczacych mechanizmow dziatania biatek IFIT oraz projektowania
analogow kapu o optymalnych wtasciwosciach. Dalsze badania strukturalne kompleksu IFIT1 z IFIT3
moga by¢ kluczowe dla lepszego zrozumienia funkcji hydrofobowej kieszeni. Jesli okaze sig, Ze jest ona
zaangazowana w interakcje miedzybiatkowe, konieczne begdzie réwniez zbadanie oddzialywan RNA
z kompleksem IFIT1-IFIT3, co moze pomdéc w okre§leniu znaczenia tej struktury w regulacji
odpowiedzi immunologicznej. Tego rodzaju analizy moga stanowi¢ istotny wktad w rozwoj technologii
RNA o wlasciwosciach terapeutycznych.

1x104=

1x10°%

Kp[nM]

1x102-

1x101 T
Q&
¥ Lol o
K & &£
< R
A 0 A C’Q Q
& OF

Rysunek 84 Graficzne porownanie wartosci Kp uzyskanych dla RNA7 z modyfikacjami aromatycznymi N6 adenozyny, jako
pierwszej transkrybowanej zasady: m’GpppBn6ApG, m’GpppBn6AmpG, m’Gppp(4-OH)Bn6AmpG, m2"?-OGpppP*4mpG,
m’Gppp3MeBn6Amp G, m’Gppp4FBn6AmpG, m’Gppp-1naph-m-6AmpG, m’Gppp2naph-m-6A4mpG, m’Gppp2-CH—2-pyridine-
n6AmpG, m’GpppPhet6AmpG, m’GppppBn6AmpG, m’GppCCI2ppBn6AmpG w odniesieniu do referencyjnych analogéw kap-0
(m’GpppApG), kap-1 (m’ GpppAmpG) i "Am (m’ Gppp™SAmpG)

5.9 Podsumowanie

Ciagly wzrost liczby potencjalnych zastosowan czasteczek RNA podkresla konieczno$é
opracowania skuteczniejszych metod badania zalezno$ci miedzy struktura, a funkcja oraz biologicznych
efektow roznych modyfikacji RNA. W trakcie realizacji powyzszego zadania badawczego opracowalem
powtarzalny test, ktory umozliwit oceng powinowactwa roznych kapéw RNA do biatka IFIT1. Metoda
oparta na pomiarze termoforezy mikroskalowej (MST) biatka znakowanego fluorescencyjnie
w obecnosci rosngcych stezen ligandu, pozwolita na bardziej efektywng analize interakcji IFIT1 z RNA
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w poréwnaniu do wczesniej stosowanych metod, dzigki niskiemu zuzyciu probek, prostemu
przebiegowi oraz latwej analizie ilosciowej wynikow. Wykazano, ze test jest odpowiedni do analizy
ligandow RNA o dlugosci 35-240 nt, w tym funkcjonalnych mRNA, przy uzyciu RNA oczyszczonych
metodg HPLC. Cho¢ zaobserwowano roznice w powinowactwie migdzy RNA kap-0 a kap-1 dla
wszystkich badanych dtugos$ci, bezwzgledne wartosci Kp silnie zalezaty od dlugosci RNA, co podkresla
wage stosowania wysokiej jakosci, jednorodnych probek RNA w tego rodzaju pomiarach. Pokazano
rowniez, ze analiza matoczasteczkowych analogéw czapeczek jest technicznie mozliwa przy uzyciu
metody MST, jednakze uzyskane wyniki nie zawsze w peini odzwierciedlajg wlasciwosci dtuzszych
RNA. Niemniej jednak, pewne jakoSciowe trendy w relacji migdzy struktura a powinowactwem,
zaobserwowane dla ligandéw RNA, sg rowniez widoczne dla trinukleotydowych analogéw kapow, co
sugeruje, ze metoda ta moze by¢ stosowana do odkrywania matoczasteczkowych ligandow o wysokim
powinowactwie do IFIT1. Wykorzystatem opracowany test do bezposredniego porownania tacznie 43
ligandow RNA zawierajacych rdzne naturalne, kanoniczne i niekanoniczne struktury czapeczek.
Uzyskane dane, przedstawiajace wartosci statych dysocjacji Kp dla wszystkich badanych modyfikacji,
zostaly zaprezentowane ponizej (Rys. 85).
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Rysunek 85 Zestawienie wartosci powinowactwa analogow kapu 5° RNA wzgledem IFIT1 w postaci statych dysocjacji (Kp),
utozone w porzqdku malejgcym. Stale dysocjacji poszczegolnych modyfikacji podzielono na trzy przedzialy wzgledem
referencji: kap-0 oraz kap-1. Lewy przedzial zawieral analogi o wyzszych Kp niz kap-1, czyli o nizszym powinowactwie do
IFIT1. W srodkowym przedziale znalazly si¢ analogi z Kp pomiedzy kap-0 i kap-1, a w prawym — te o wyzszym powinowactwie
niz kap-0. Na osi Y zaznaczono wartosci Kp w nanomolach (nM), w skali logarytmicznej. Dane uzyskano na podstawie trzech
niezaleznych eksperymentow

Catosciowe zestawienie wynikow uzyskanych dla wszystkich badanych modyfikacji (Rys. 85)
zostalo przedstawione w uktadzie malejacych wartosci statych dysocjacji komplekséw. Przerywane
linie wyznaczajg trzy orientacyjne przedziaty, ilustrujace réznice w powinowactwie poszczego6lnych
wariantow wzgledem gtownych referencji: kap-0, naturalnego liganda IFIT1 wystepujacego w wirusach
oraz kap-1, analogu wystepujacego u ludzi. Na podstawie tych zalezno$ci mozna wyciagna¢ kilka
og6lnych wnioskdw dotyczacych specyfiki komplekséw formowanych przez IFIT1 z kapowanymi
RNA. Po pierwsze, warto zwrdci¢ uwage na identyfikacje ligandow, ktdre wiazg si¢ z badanym biatkiem
znacznie silniej niz referencyjny kap-0. Grupa tych zwigzkow jest strukturalnie bardzo réznorodna,
obejmujgc modyfikacje zarowno w obrgbie 7-metyloguanozyny, jak i w pozycjach 2’- oraz N6-
adenozyny. Zmiana statusu metylacji struktury m’G znaczaco zwieksza oddziatywanie z biatkiem
IFIT1, podobnie jak niektore aromatyczne podstawniki w pozycji N6 pierwszej transkrybowanej zasady.
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Najwigksza grupe badanych zwigzkow stanowity warianty wykazujace posrednie wartosci stalych
dysocjacji, mieszczace si¢ pomiedzy kap-0, a kap-1. Zbior ten zawieral wszystkie rodzaje sprawdzanych
modyfikacji, a obserwowane wartoSci Kp byly uzaleznione od konkretnej grupy funkcyjnej oraz
przestrzennej konformacji, wptywajacej na oddziatywanie z kieszenig wigzacg IFIT1. Zestaw analogow
wykazujacych nizsze powinowactwo niz ludzki kap-1 sktadat si¢ w duzej mierze z modyfikacji 2’ reszty
cukrowej adenozyny. Wskazuje to na wysoki potencjal tego typu modyfikacji w kontekscie
modulowania reaktogennosci czasteczek mRNA o charakterze terapeutycznym i ich podatnosci na
mechanizmy odpowiedzi interferonowej . Nalezy jednak podkresli¢, ze stale dysocjacji dla niektorych
wariantow o podobnych grupach funkcyjnych mogly znacznie si¢ od siebie ro6zni¢, co podkresla
kluczowa role struktury przestrzennej analogu oraz fadunku w oddzialywaniu z IFIT1. Warto réwniez
zauwazy¢, ze uktad immunologiczny cztowieka sklada si¢ z wielu mechanizmoéw zapewniajacych
kompleksowa ochrong przed patogenami. Aby doglebnie zbada¢ wptyw modyfikacji modulujacych
oddzialywanie z IFIT1 na biologiczng aktywno$¢ mRNA, potrzebne sa dodatkowe eksperymenty
w uktadach biologicznych. Niemniej jednak, opracowana metoda znajduje zastosowanie w badaniach
majacych na celu ustalenie zalezno$ci struktura-aktywnos$¢ dla analogéw kapu RNA o potencjale
terapeutycznym 1 zostala wdrozona do procedur okreslania charakterystyki nowych analogéw
syntezowanych w firmie Explorna Therapeutics.

6. Wykrywanie dwuniciowych RNA w preparatach mRNA z wykorzystaniem
testu dot-blot

Terapeutyczne zastosowanie preparatow mRNA wymaga utrzymania najwyzszych standardow
w procesie syntezy RNA oraz kontroli jakosci koncowych produktow. Jednym z gtéwnych zagrozen
zwigzanych z produkcja mRNA podczas transkrypcji in vitro (IVT) jest powstawanie ubocznych
produktéw w postaci dwuniciowego RNA (dsRNA). Zanieczyszczenia dsRNA, rozpoznawane przez
uktad odporno$ciowy jako obce i niebezpieczne, moga wywotywac reakcje immunologiczne, w tym
indukcje ekspresji cytokin (np. interferonu typu I), co moze skutkowaé¢ indukowang odpowiedzig
immunologiczng zahamowaniem translacji w komorce i znaczaco obnizy¢ aktywno$¢ terapeutycznego
mRNA. Czasteczki dSRNA moga powstawaé podczas syntezy IVT na kilka sposoboéw, o czym wigcej
pisalem w cze$ci literaturowej. Aby ograniczy¢ ich rozpoznawanie przez receptory uktadu
odpornosciowego, takie jak TLR, stosuje si¢ modyfikowane nukleotydy, takie jak 1-metylo-
pseudourydyna, ktore skutecznie zmniejszajg immunogenno$¢ dwuniciowych zanieczyszczen.
Dodatkowo, odpowiednie metody oczyszczania mRNA pozwalaja na redukcje ilosci dsRNA,
minimalizujac ryzyko aktywacji niepozadanych $ciezek immunologicznych. Jednak nawet mimo
zastosowania tych srodkow, ocena zawartosci dsSRNA w koncowym produkcie mRNA jest niezbedna,
aby zagwarantowac jego bezpieczenstwo i skutecznos¢ terapeutyczna.

Potrzeba kontrolowania zawartosci dsRNA w preparatach mRNA zostala potwierdzona
eksperymentem przeprowadzonym w firmie Explorna Therapeutics, w ktorym badano wptyw dsRNA
na ekspresje biatka ludzkiej erytropoetyny (hEPO) w modelu mysim (in vivo). Czgsteczki mRNA
kodujacego EPO, jak i dSRNA nie zawieraly modyfikowanych nukleotydow. Zwierzgta podzielono na
pig¢ grup: pierwsza otrzymata mRNA kodujace hEPO pozbawione dsRNA w ilosci 1 pg, druga grupa
otrzymala preparat zawierajacy 1 ng dsSRNA i 1 ug mRNA, trzecia grupa 10 ng dsRNA i 1 ug mRNA,
czwarta 100 ng dsRNA i 1 pg mRNA, natomiast pigta grupa otrzymata 1 pg dsRNA i 1 ug mRNA.
Cztery godziny po dozylnym podaniu mRNA sformulowanego w LNP, pobrano krew od zwierzat
i przeprowadzono ilosciowy test ELISA w celu wykrycia ludzkiej erytropoetyny. Wyniki eksperymentu
przedstawiono ponizej (Rys. 86).
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Rysunek 86. Wplyw obecnosci dsRNA w preparatach mRNA na poziom ekspresji biatka erytropoetyny (EPO) u myszy po
dozylnym podaniu mRNA sformutowanego w LNP. Jasnoniebieski kolor reprezentuje naturalny koniec 5'RNA, a granatowy
kolor reprezentuje zmodyfikowany kap 5’ RNA (m7Gppp®'AmpG). Kolumny przedstawiajq ilosciowq ekspresje EPO, a wartosci
procentowe (w kolorze czerwonym) odnoszq sie do poziomu ekspresji w grupie kontrolnej (mRNA bez dsRNA, ustalonej jako
100%)

Na podstawie przedstawionych wynikow (Rys. 86) zaobserwowano wyrazny wptyw obecnosci
dsRNA w preparatach mRNA na poziom ekspresji biatka erytropoetyny (EPO) u myszy. W grupie
kontrolnej, ktora otrzymata mRNA calkowicie pozbawione dsRNA, odnotowano najwyzsza ekspresje
EPO, przyjeta za 100%. W grupie, w ktorej stosunek dSRNA do mRNA wynosit 1 ng dsSRNA na 1 pg
mRNA, ekspresja EPO dla mRNA z modyfikowanym koncem 5’ RNA (granatowe kolumny po prawe;j
stronie rysunku) spadta ponad 23-krotnie, co wskazuje na istotny wptyw nawet niewielkich ilosci
dsRNA na efektywno$¢ translacji w komoérkach. Przy stosunku 10 ng dsRNA na 1 ug mRNA ekspresja
obnizyta si¢ 180-krotnie, natomiast przy 100 ng dsRNA na 1 pg mRNA ekspresja spadta ponad 550-
krotnie. W przypadku grupy, w ktorej zawartos¢ dsRNA wynosita 1 pgna 1 pg mRNA, ekspresja EPO
byta niemal niewykrywalna, co wskazuje, ze nadmiar dsRNA praktycznie catkowicie blokuje synteze
biatka. Wyniki te wyraznie pokazuja, ze nawet $ladowe ilosci dSRNA w preparatach mRNA moga
znaczaco obniza¢ wydajnos¢ translacji, a obecnos¢ wigkszych ilosci dsRNA praktycznie uniemozliwia
ekspresje biatka. Podkresla to kluczowe znaczenie eliminacji zanieczyszczen dsRNA z preparatow
mRNA w celu zapewnienia wysokiej wydajnosci ekspresji biatka oraz minimalizacji odpowiedzi
immunologicznej, ktora moze znaczaco obniza¢ skuteczno$¢ terapii opartych na mRNA.

6.1 Optymalizacja procedury wykrywania dsRNA za pomocg testu dot-blot

W celu opracowania szybkiej i wiarygodnej metody oceny zanieczyszczen dsRNA
w preparatach mRNA, wybratem technike dot-blot. Jest to metoda hybrydyzacji, stosowana do detekcji
biatek oraz kwasow nukleinowych. Polega na unieruchomieniu badanego materialu na membranie,
specyficznej hybrydyzacji z przeciwcialem lub sondag molekularng oraz detekcji  sygnatu
chemiluminescencyjnego, ktory pojawia si¢ w postaci kropek na membranie nitrocelulozowej lub
nylonowej. Aby dostosowa¢ te technike do wykrywania dwuniciowych czgsteczek RNA,
przeprowadzilem optymalizacj¢ procedury, uwzgledniajgc dostosowanie ilosci materiatu RNA, wybor
metody detekcji oraz odpowiedniego typu kontroli pozytywnej. Do detekcji zastosowano komercyjnie
dostgpne przeciwciala monoklonalne (anty-dsRNA J2), ktore specyficznie rozpoznaja fragmenty
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Wykonanie Wykonanie dsRNA o diugoé?i co najmniej 40 nukleotydow.
reczne w aparacie Bio-Dot Poczatkowo materiat RNA nanoszono na membrane
nylonowa recznie, jednak w miarg rozwoju procedury

e o ¢ . .
o © J zastosowano aparat Bio-Dot (Bio-Rad) z systemem
° ® o o wspomagania prozniowego. Wprowadzenie tego
¢ o e @ © aparatu poprawilo powtarzalno$¢ analiz i zapewnito
o @ o rownomierne rozmieszczenie probki RNA
| e & & w okreslonych miejscach na membranie, a to
® ® e tos . . . . . s
. przetozylo si¢ na dokladniejsze szacowanie gestosci
® © o optycznej obrazu podczas detekcji oraz skrocito czas
potrzebny do uzyskania wyniku (Rys. 87).
€ © o Rysunek 87 Porownanie metod nakladania probek do testu dot-blot.
Po lewej wykonanie reczne, po prawej wykonanie przy uzyciu
a aparatu Bio-Dot

6.2 Dobor kontroli pozytywnej w postaci markera dsSRNA

Opracowana metoda oceny jakosci preparatow mRNA pod katem zawarto$ci immunogennych
zanieczyszczen wymagala zastosowania wewnetrznej kontroli, ktora potwierdzitaby prawidtowe
dzialanie immunotestu oraz umozliwila oszacowanie ilosci dSRNA w badanych probkach. W tym celu
przeanalizowano trzy komercyjnie dostgpne roztwory zawierajace dwuniciowe RNA. Standard I
(Abnova) sktadat si¢ z mieszaniny 10 rodzajow dsRNA o diugosciach od 10 do 1000 nukleotydow,
Standard II (NEB) zawieral mieszaning 7 czasteczek dsRNA o dtugosciach od 20 do 500 nukleotydow,
natomiast Standard III (Scicons) zawierat (poli(I:C)), syntetyczny analog dsRNA, powszechnie
stosowany w badaniach nad uktadem immunologicznym. Dla wszystkich trzech kontroli przygotowano
8 roztwordw poprzez seryjne, dwukrotne rozcienczenia, zaczynajac od
(\b‘b ¥ 2 100 ng kazdego standardu. Otrzymane roztwory, zawierajace

6@ 6\00 "o’@o - odpowiednio: 100 ng, 50 ng, 25 ng, 12,5 ng, 6,25 ng, 3,26 ng, 1,56 ng
il ng . . .

® i 0,78 ng dsRNA, natozono na membran¢ nylonowg i utrwalono za
e o 0 pomoca $wiatta UV, co indukowalo tworzenie wigzan
® © ° 50 kowalencyjnych miedzy RNA. Nastepnie membrane inkubowano
z monoklonalnymi przeciwciatami J2 oraz przeciwciatami
® & @ 20 drugorzedowymi sprzgzonymi z peroksydaza chrzanowa (HRP), ktora
e © » 125 zostata wykorzystana do chemiluminescencyjnej detekcji dsRNA.
Obraz membrany testu dot-blot uzyskany dla trzech badanych

e & 6.25 standardow dsRNA przedstawiono ponizej (Rys. 88).
Y @ 3.16 Rysunek 88 Obraz membrany testu dot-blot, wykrywajgcego obecnos¢ dsRNA w trzech
" roznych standardach: Standard I (mieszanina 10 rodzajow dsRNA o diugosciach 10—
Y 156 1000 nt), Standard 1I (mieszanina 7 rozmiarow dsRNA 20-500 nt) oraz Standard 111
4 (syntetyczny analog dsRNA poli(l:C)). Na membrang naniesiono probki dsRNA
w zakresie od 100 ng do 0,78 ng, a nastgpnie wykrywano przy uzyciu przeciwcial oraz

< 0.78 detekcji chemiluminescencyjnej

Wyrazne sygnaly w postaci ciemnych kropek $wiadcza o skutecznym wykryciu struktur
dwuniciowego RNA przez przeciwciala we wszystkich probach kontrolnych. Malejace stezenia dsSRNA
byly dobrze widoczne w gradiencie malejacej intensywnos$ci sygnatow. Aby dokladniej oceni¢ uzyskane
wyniki, przeprowadzono cyfrowy pomiar gestosci optycznej przy uzyciu programu CLIQS. Wyniki
zostaly zaprezentowane jako zalezno$¢ uzyskanej intensywnosci sygnatu od ilosci dsRNA (0,78—-100
ng) (Rys. 89).
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Rysunek 89 Zaleznos¢ intensywnosci sygnafu chemiluminescencji od ilosci dwuniciowego RNA (dsRNA) dla trzech
standardow: Standard I (mieszanina dsRNA o dtugosci 10—-1000 nt), Standard 1l (mieszanina dsRNA o dtugosci 20-500 nt)
oraz Standard 111 (syntetyczny poli(1:C). Wzrost gestosci optycznej Swiadczy o rosngcej ilosci wykrywanego dsRNA

Dla wszystkich kontroli odnotowano krzywa wigzania z wysyceniem sygnatu dla punktow
zawierajacych najwyzsze stezenia dsRNA (R?> 0.98) bazujac na modelu wigzania z uwzglednieniem
niespecyficznych oddzialywan oraz tla. Standard Il wykazywat najwyzszg intensywnos¢ sygnatow oraz
zachowywat liniowy charakter dopasowania krzywej w zakresie punktow pomiarowych obejmujacych
najnizsze stezenia dsRNA, co bylo kluczowe w detekcji nieznacznych iloSci zanieczyszczen
w preparatach mRNA. Dlatego tez kontrolg Standard II wybrano do rutynowych oznaczen zawartosci
dsRNA w preparatach mRNA. Ze wzgledu na wysycenie sygnatu dla géornych punktéw pomiarowych,
zdecydowano o obnizeniu najwickszej naktadanej ilos¢ dsRNA do 10 ng, a to przelozylo si¢ na
obnizenie dolnej, testowanej ilosci dsRNA do 0.078 ng. W trakcie rutynowych pomiaréw probek
mRNA, obok stosowanej serii rozcienczen wzorca (Standard I1), naktadano probki RNA w ilosci 25 ng
oraz 250 ng, a uzyskane sygnaly pordwnywano densytometrycznie z warto$ciami poszczegdlnych
punktow pomiarowych standardu.

Przyktad zastosowania opracowanej metody przedstawiono ponizej (Rys. 90). Dla serii 12
mRNA kodujacych lucyferazg Firefly (Fluc) ro6znigcych sie¢ modyfikacja konca 5° RNA wykonano
analize zawarto$ci dwuniciowego RNA (dsRNA) w probkach zawierajacych 25 ng i 250 ng RNA.
Preparaty byly poddane wstepnemu oczyszczaniu na ztozu oligo(dT)2s lub pelnemu oczyszczaniu
z wykorzystaniem oligo(dT).s oraz wysokosprawnej chromatografii cieczowej (HPLC). Wartosci
dsRNA poréwnano z krzywa wzorcowg przygotowana dla standardu dsRNA w zakresie wykrywalno$ci
wynoszacym 0,078—10 ng. Wyniki dla kazdej probki przedstawiono w przeliczeniu na procentowa
zawarto$§¢ dsRNA w stosunku do catkowitej masy mRNA. Uzyskane rezultaty pozwolity stwierdzi¢, ze
mRNA poddane wstepnemu oczyszczaniu na ztozu oligo(dT)2s zawieraly zauwazalne ilosci dsRNA,
szczegolnie w probkach o wyzszej masie (250 ng), co wskazuje na obecno$¢ znaczacych zanieczyszczen
w preparatach mRNA po IVT. Analiza probek po oczyszczaniu HPLC wykazata znaczng redukcje
zawarto$ci dsSRNA. W wielu przypadkach zawarto§¢ dsRNA byla ponizej granicy wykrywalno$ci
(<0,078 ng dsRNA). Zastosowanie HPLC do oczyszczania jest kluczowe dla przygotowania wysokiej
jakosci mRNA, wolnego od dsRNA, co ma istotne znaczenie dla minimalizacji odpowiedzi
immunologicznej i zapewnienia efektywnosci translacji w kontekscie terapeutycznym.
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<0.078 ng dsRNA 0.156 — 0.312 ng dRNA nd. n.d.
<3.12%o 0.62 —1.25%a *<3.12%0 **<0.31%0
<0.078 ng dsRNA 0.312 - 0.625 ng dRNA nd. nd.
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<0.078 ng dsRNA 0.156 — 0.312 ng dRNA nd. nd.
<3.12%o 0.62 —1.25%a *<3.12%0 ~0.31%
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<0.078 ng dsRNA 0.156 - 0.312 ng dRNA nd. nd.
<3.12%o 0.62 —1.25%0 ©<3.12%0 **<0.31%0
<0.078 ng dsRNA 0.156 —0.312 ng dsRNA nd. nd.
<3.12%o 0.62 -1.25%0 *<3.12%0 *+<0.31%0
<0.078 ng dsRNA 0.156 — 0.312 ng dRNA nd. nd.
RNA12
<3.12%0 0.62 —1.25%0 *<3.12%0 **<0.31%0

n.d. — (nie wylayto) dsRNA nie wystepuje w analizowanej probce lub jego zaw artosé jest ponizej granicy wykrywalnosci tej metody
*<0.078 ng dsRNA/25 ng naniesionego mRNA (<3.12%q)
**<0.078 ng dsRNA/250 ng naniesionego mRNA (<0.31%q)

Rysunek 90 Wyniki testu dot-blot wykrywajgcego dsRNA w probkach mRNA poddanych wstepnemu oczyszczaniu na ztozu
(dT)2s oraz oczyszczaniu za pomocg HPLC. Rozne warianty mRNA oznaczono jako RNAI-RNAI2. Poziomy dsRNA wyznaczano
na podstawie zakresu krzywej wzorcowej standardu dsRNA (0.078—10 ng dsRNA). W tabeli przedstawiono ilosciowe wyniki
dla probek o masie 25 ng i 250 ng mRNA, w tym limity wykrywalnosci (<0.078 ng dsRNA) oraz wyniki wyrazone w procentach
wzgledem catkowitej masy mRNA. Wyniki wskazujq, ze zawartos¢ dsRNA w probkach po oczyszczaniu HPLC byla znaczgco
zredukowana.

6.3 Podsumowanie

Opracowana metoda szybkiej i taniej detekcji dwuniciowych czasteczek RNA bazujaca na
tescie dot-blot umozliwita szacunkowe okreslanie zawarto$ci dSRNA w syntezowanych roztworach
mRNA. Przeprowadzone badania potwierdzily, ze obecnos$¢ zanieczyszczen dsRNA w preparatach
mRNA znaczaco obniza efektywnos$¢ translacji, co moze wptywaé na skutecznos¢ terapii opartych na
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mRNA. Usprawnienie procedury testu dot-blot poprzez wprowadzenie aparatu Bio-Dot poprawilo
powtarzalnos¢ wynikow 1 skrocito czas analizy. Waznym aspektem metody bylo dobranie
odpowiednich standardow dsRNA, ktéore umozliwialy precyzyjne okre§lanie zawartosci dsRNA
w badanych préobkach mRNA. Standard II (NEB), ze wzgledu na najwyzsza intensywnos$¢ sygnatow
i linlowy charakter dopasowania krzywej w zakresie niskich stezeh dsRNA, zostal wybrany jako
referencja do rutynowych analiz. Metoda ta, dzigki swojej prostocie, wiarygodnos$ci i niezawodnosci,
stata si¢ kluczowym narzgdziem do monitorowania jakosci preparatbw mRNA pod katem
immunogennych zanieczyszczen dsRNA. Zostata rowniez wdrozona na state do procedur kontroli
jakosci finalnych produktow mRNA w firmie Explorna Therapeutics.

7. Modyfikowane sekwencje ogona poli(A), jako element rozwoju
technologii mRNA do zastosowan terapeutycznych

Skutecznos¢ terapeutycznego zastosowania czasteczek informacyjnego RNA (mRNA) zalezy
od cech strukturalnych, ktore wptywaja zar6wno na stabilno$¢, jak i na procesy metaboliczne regulujace
ich przetwarzanie w komorkach. Jednym z najistotniejszych elementdéw strukturalnych mRNA jest ogon
poli(A), zlokalizowany na koncu 3' wigkszo$ci eukariotycznych czasteczek mRNA. Ogon poli(A) pelni
szereg funkcji, z ktorych najwazniejsze to ochrona mRNA przed enzymatyczng degradacja oraz
wspomaganie inicjacji translacji poprzez ulatwienie wigzania rybosomoéw i syntezy biatek. Jak
doktadnie opisano w czesci literaturowej, dlugos¢ ogona poli(A) jest dynamicznie regulowana i wptywa
na stabilno$¢ mRNA oraz jego funkcjonowanie w komorce. Skrdcenie ogona prowadzi do degradacji
mRNA, zmniejszajac tym samym produkcje biatka, natomiast wydluzenie stabilizuje mRNA,
wspierajac dalsza syntezg bialek. Z tego powodu rozwoj narzedzi mRNA do zastosowan
terapeutycznych wymaga szczegoblnej uwagi poswigconej modyfikacjom ogona poli(A).

Klasyczne podejscie, oparte na wykorzystaniu dlugich sekwencji homoadeninowych na koncu
3> mRNA, ma pewne ograniczenia, w tym problemy zwigzane z niestabilnoscia plazmidéw kodujacych
mRNA oraz czesto niedostateczng wydajnoscia translacyjna w przypadku zastosowan leczniczych.
Glownym celem moich badan skupionych wokot modyfikacji ogona poli(A) bylo opracowanie
modyfikacji konca 3’ czasteczek mRNA, ktore umozliwityby rozwigzanie problemu niestabilno$ci
dhugich sekwencji homoadeninowych w matrycowym DNA kodujacych mRNA oraz zwickszyty
wydajno$¢ translacyjng transkrybowanych in vitro mRNA. Badania rozpoczalem od opracowania
metody klonowania, umozliwiajacej efektywne wydtuzanie i modyfikacje ogondéw poli(A) w sekwencji
plazmidowego DNA. Nastepnie zaprojektowalem trzynascie réznych modyfikacji nukleotydowych
poli(A) mRNA, ktére wklonowatem do gendéw reporterowych Firefly lucyferazy (Fluc), biatka
fluorescencyjnego Kate2 PEST oraz ludzkiej erytropoetyny (EPO). Dodatkowo przygotowatem szes¢
wariantow referencyjnych, obejmujacych: naturalny ogon poli(A) ztozony wylacznie z nukleotydow
adeninowych, dwie sekwencje ogona poli(A) stosowane komercyjnie w szczepionkach przeciw
wirusowi SARS-CoV2 (Pfizer-BioNTech oraz Moderna) zawierajace wstawki dziesigcio-
i piecionukleotydowe, dwie modyfikacje opisane w literaturze, w ktorych wprowadzono
mononukleotydowy linker w §rodku ogona poli(A)*** oraz wariant z G-kwadrupleksem w kofcowym
fragmencie ogona poli(A). Matryce DNA zawierajace wszystkie modyfikacje wykorzystalem do
syntezy mRNA metodg transkrypcji in vitro (IVT). Otrzymane mRNA poddalem nastepnie analizom
biofizycznym oraz badaniom w uktadach biologicznych in vitro w liniach komoérkowych. Na podstawie
uzyskanych rezultatow wytypowatem modyfikacje o najwyzszym potencjale terapeutycznym, ktore
nastepnie zostaty przetestowane w organizmach zywych in vivo (model mysi).
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7.1 Synteza czasteczek mRNA ze zmodyfikowanymi sekwencjami 3’-koncowymi poli(A)

Opracowanie strukturalnych modyfikacji mRNA, majacych na celu poprawg stabilno$ci na
poziomie matryc DNA oraz zwickszenie efektywno$ci ekspresji biatek w organizmach zywych,
wymagato przeprowadzenia szeroko zakrojonych badan nad réznymi wariantami sekwencji ogona
poli(A). W tym celu zaprojektowano 13 ré6znych modyfikacji oraz 6 konstruktéw referencyjnych, ktore
umozliwity wielopoziomowe poréwnanie wynikow uzyskanych dla nowych modyfikacji wzgledem
naturalnych oraz komercyjnie stosowanych, modyfikowanych wariantéw konca 3’ mRNA.
Zaprojektowane modyfikowane sekwencje 3’-koncowe zakupiono w postaci syntetycznych fragmentow
DNA, ktore nastgpnie wklonowano do wektorow plazmidowych pJet oraz pUCS57 kodujacych trzy geny
reporterowe i poddano sekwencjonowaniu DNA metoda Sangera. Pierwszym biatkiem byta lucyferaza
Firefly (Fluc) o krotkim czasie poltrwania wynoszacym okoto 4 godzin, ktéra umozliwia badania
poziomoéw ekspresji  biatek w ukladach biologicznych z wykorzystaniem pomiarow
chemiluminescencyjnych. Drugim reporterem byto biatko czerwonej fluorescencji mKate2, zawierajace
dodatkowa sekwencje PEST, ktora kierowata biatko na szlak degradacji w peroksysomach, co znaczaco
skracato jego czas pottrwania w komodrkach. Zastosowanie biatek o krotkim czasie pottrwania miato na
celu dostarczenie bardziej szczegotowych informacji na temat dynamiki i efektywnosci dziatania
czasteczek mRNA w ukladach biologicznych, co jest kluczowe w kontekScie ich terapeutycznego
zastosowania. Poziom ekspresji biatka mKate2 w komoérkach monitorowano za pomoca przyzyciowych
pomiarow fluorescencyjnych. Matryce DNA ze modyfikowanymi sekwencjami 3'-koncowymi poddano
analizom stabilnosci w dwoch szczepach bakteryjnych. Celem tych badan bylo ustalenie, czy
wprowadzone zmiany strukturalne wptyna na stabilizacje konstruktow zawierajacych sekwencje
homoadeninowe podczas amplifikacji plazmidowych wektorow DNA w bakteriach. Po zakonczeniu
syntezy, czystos¢ uzyskanych mRNA zostata przeanalizowana za pomoca elektroforezy w zelu
agarozowym oraz chromatografii HPLC, co umozliwito doktadng ocene profili oczyszczonych
preparatow. Dodatkowo, wykorzystujac opracowana metod¢ wykrywania dwuniciowych
zanieczyszczen mRNA (dsRNA) za pomoca immunotestu dot-blot, oméwiong w drugim zadaniu
badawczym (Rozdziat 6), przeprowadzono kontrolg jakosci wszystkich syntezowanych wariantow
mRNA pod katem immunogennych zanieczyszczen dsRNA. Ostatecznie, probki mRNA dla wszystkich
modyfikacji zostaly poddane sekwencjonowaniu metoda NanoPore DRS, co pozwolito na weryfikacje
petnej zgodnosci modyfikacji 3'-koncowych mRNA z zaprojektowanymi strukturami na poziomie
matryc DNA.

7.1.1 Projektowanie konstruktow genetycznych dla zmodyfikowanych sekwencji
3’-koncowych
Przygotowanie wszystkich wariantow konca 3> mRNA rozpoczgto od konstrukeji 19 sekwencji
oligonukleotydowych, ktoére wykorzystano nastepnie do wbudowania pozadanych modyfikacji w obreb
wektorow plazmidowych DNA. Zaprojektowane sekwencje 3'-koncowe czasteczek mRNA
przedstawiono skrétowo na ponizej (Rys. 91).
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Rysunek 91 Schemat struktury modyfikowanej sekwencji 3'-koncowej mRNA. Elementy oznaczone jako M, M', M", M" i M*
(kolor niebieski) reprezentujq motywy adeninowe o diugosci od 10 do 35 nukleotydéw, natomiast elementy oznaczone jako L',
L?, L? i L" (kolor 26Hty) symbolizujq tgczniki heteronukleotydowe o dlugosci od 1 do 6 nukleotydéw. Segmenty w nawiasach
nwskazujg powtarzalne elementy sekwencji, ktorych liczba wynosi od 0 do 15.
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Kazda 3'-koncowa sekwencja czasteczki mRNA skladata si¢ z 10 do 35 nukleotydow
adeninowych, oddzielonych lgcznikami heteronukleotydowymi ztozonymi z jednego do szeSciu
nukleotydow. Taki uktad tworzyt segmentowane sekwencje 3'-terminalne sktadajace si¢ z trzech do
osiemnastu fragmentow (Rys. 91). Przyktadowa budowa modyfikacji 3’-koncowej dla wariantu
oznaczonego jako A’ obejmowata: fragment 30 kolejnych adenin, po ktorym nastgpowat lgcznik
sktadajacy si¢ z mononukleotydu guaniny (G), 30 kolejnych adenin, drugi tacznik guaninowy (G), 30
kolejnych adenin, trzeci tacznik guaninowy (G) konczacy si¢ 30 kolejnymi adeninami. Pozostate
warianty zostaly utworzone analogicznie do powyzszego opisu ze zmiang liczby kolejnych adenin
w kazdym motywie i liczby nukleotydowych tacznikow (Rys. 92).
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Rysunek 92 Schemat przedstawiajqcy rozne modyfikacje sekwencji poli(A) na koncu 3' czgsteczek mRNA. Warianty rozniq sie
liczbq reszt adeninowych oraz obecnoscig roznorodnych tqcznikow miedzy segmentami ogona poli(4). Konstrukty zawierajq
zarowno standardowe homosekwencje poli(4), jak i heterosekwencje z wprowadzonymi tqcznikami mononukleotydowymi (Li-
Ls) lub G-kwadrupleksem (Ls), umozliwiajgcymi badanie stabilnosci i efektywnosci translacyjnej mRNA. Szczegoly dotyczgce
tqcznikow i diugosci poszczegolnych fragmentow adeninowych przedstawiono w legendzie po prawej stronie

Wybdr takich sekwencji byl podyktowany zatozeniem, ze segmentowane struktury ogona
poli(A), zawierajace adeninowe motywy o rdznej dlugosci, przedzielone heteronukleotydowymi
tacznikami, moga pozytywnie wplynaé na stabilnosc¢ czasteczek mRNA oraz ich potencjat translacyjny.
Hipoteza badawcza opierata si¢ na wczesniejszych doniesieniach literaturowych wskazujacych, ze
zmiany w dlugos$ci ogona poli(A) oraz obecnos¢ dodatkowych elementow strukturalnych, takich jak
linkery heteronukleotydowe, moga modyfikowac interakcje mRNA z biatkami wigzacymi poli(A),
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takimi jak PABP. Zaktadano, ze takie sekwencje mogtyby zwigksza¢ stabilnos¢ mRNA w cytoplazmie,
minimalizujac procesy deadenylacji, jednocze$nie poprawiajac wydajnos¢ translacji poprzez
optymalizacj¢ wigzania z rybosomami. Ostateczny wybor zakresu dlugo$ci motywoéw adeninowych
(10-35 A) oraz tacznikow heteronukleotydowych (1-6 nt) zostal dokonany w celu zachowania
rownowagi miedzy stabilno$cia, a ograniczeniem mozliwosci powstawania niekorzystnych struktur
drugorzedowych. Taka konstrukcja pozwalata na ocene¢ zalezno$ci miedzy dlugoscia oraz kompozycja
poszczegblnych fragmentow a funkcjonalnymi wilasciwosciami mRNA, co mogloby dostarczy¢
praktycznych wskazéwek dla projektowania czasteczek mRNA o zwigkszonej efektywnosci
terapeutycznej.

Oprocz modyfikowanych czasteczek mRNA zawierajacych zmienione sekwencje 3'-koncowe,
przygotowalem réwniez czasteczki referencyjne, reprezentujace obecnie stosowane w komercyjnie
dostepnych szczepionkach modyfikacje ogona poli(A). Zawieraly one mRNA z ogonem poli(A)
sktadajagcym sie z 90 nukleotydéw adeninowych (R'), co stanowito najdtuzsza niezmodyfikowang
sekwencj¢ poli(A), ktérg udalo si¢ powtarzalnie amplifikowaé w plazmidowym DNA w moich
badaniach, bez obserwowalnego skracania ogona poli(A). Innym odniesieniem byla modyfikacja
zbudowana z sekwencji 30 kolejnych adenin, po ktorej nastepowat 10-nukleotydowy *lacznik
(GCATATGACT), a nastepnie 70 kolejnych adenin (R?), ktora zostala zastosowana w szczepionce
Comirnaty Pfizer-BioNTech BNT162b2 anty-COVID mRNA.**° Trzecia zastosowana referencja (R%)
to sekwencja 90 kolejnych adenin zakonczona motywem pentanukleotydowym (TCTAG), ktdra zostata
zastosowana w szczepionce Moderna mRNA-1273 anty-COVID mRNA.3% Przygotowano rowniez
dwie modyfikacje referencyjne zawierajgce pojedynczy tacznik w $rodku ogona poli(A). Wariant R*
sktadat si¢ z 60 kolejnych adenin, po ktorych nastgpowatl mononukleotydowy tacznik guaniny (G),
a nastepnie 60 kolejnych adenin, podczas gdy wariant R> (Rys. 85) skfadat si¢ z 60 kolejnych adenin,
po ktérych nastepowat mononukleotydowy tacznik cytozyny (C), zakonczony przez 60 kolejnych
adenin, jak opisano w pracy Trepotec et al. (2019).>** Dodatkowy wariant (R®) reprezentowat
alternatywna modyfikacje zawierajaca wewnatrzczasteczkowa strukture G-kwadrupleksu. Wariant R6
sktadat si¢ z sekwencji 30 kolejnych reszt adeninowych, mononukleotydowego tacznika guaninowego,
30 kolejnych adenin oraz struktury G-kwadrupleksu, zakonczonej 15 adeninami na koncu
3'. Zastosowanie takiego uktadu pozwalato na poréwnanie efektu biologicznego zmodyfikowanych
sekwencji 3'-koncowych z bardziej ustrukturyzowanym ogonem poli(A) (Rys. 92).37

7.1.2 Przygotowanie plazmidowych matryc DNA dla zmodyfikowanych sekwencji
3’-koncowych

Matryce DNA, ktore postuzyly do syntezy mRNA ze zmodyfikowanymi sekwencjami

3'-koncowymi, przygotowano na bazie plazmidowych wektorow DNA. W tym celu wykorzystano

syntetyczne dwuniciowe oligonukleotydy (Tabela 7) oraz matryce DNA kodujace geny Fluc, mKate2
oraz EPO.
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Tabela 7. Zestawienie komplementarnych sekwencji oligonukleotydow DNA uzytych do przygotowania

modyfikowanych sekwencji poli(A) w wariantach mRNA.

Mod Sekwencja oligonukleotydéw DNA
pi [ StarerF | AAAAAAAAAAAAAAAAAARAAAAAAAAAAAAARAAARAAAAAARAAAAAAAAAARAARAAAN
Starter R TTTTTTTTTTTTTTTITT T TTITTI T T T T T T I T T T T I T TTITI T T T T TTTITTITITTTTITTITTTITTTTT
Starter | AAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAGCATATGACTAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAA
R? AAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAA
Starter R TTTTTTTTTTTTTTTTTI T TTI T T T T T I I T T T T T I T T T T T I T T T T T T T TTITTTTTTITTTITTTTITTITTTITTTTTTAGTCATATGCTTTTT
TTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTITTTTT
ro [LSHItErF | AMAAAAAMARAARAARAARAARAARAARAARAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAATCTAG
Starter R CTAGATTTTTTTTTTTTTITTTTTITITTTITTI T T T T TITTITTITTITTITTITTITITTITTITTTTITTITTITTT
Starter | AAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAGAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAA
R AAAAAAAAAAAAAAAAAAA
TTTTTTTTTTTTITTI T T T T T T T T I I T T T I T T I T I T T T I T I I T T T T I T T I T T I T I I T T I I TTCTTITTITTITT T T TTTITITITITITTTTITITITITTT
Starter R TTTTT
Starter | AAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAACAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAA
. AAAAAAAAAAAAAAAAAA
Starter R TTTTTTTTTTTTTTTI T T T TTI I T T T T T I T T I T T I T T T T T T T T T T T T T T T T T T I T T I T TTTTIGT T TTITTITTTTITTITTTTITTTITTTTITTTT
TTTT
ro [ SEMErF | AAGAAAAAAAAAMAAAMAAAAAAAMAAAAAATGGGGTT TGGGGTTTCGGGTTTGGEGTAAMAAAMAAAARAAA
Starter R TTTTTTTTTTTTTTTACCCCAAACCCCAAACCCCAAACCCCATTTTTTTTTTTITTTTITITTITTITTTTITTITTTITCTT
Starter | AACAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAGAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAGAAAAAAAAA
A2 AAAAAAAAAAAAAAAAAAAAA
TTTTTTTTITTTITTTITTITITTITTTI T T I T T I TTICT I T T T I T I T T I T T I T T I T I T I T T I T T I T TICTTITITITITITTI T TTITTITITTTITTITTITITITTT
Starter R | trrreTT
Starter | AAGCATATAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAGCATATAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAG
A CATATAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAGCATA TAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAA
Starter R TTTTTTTTTTITTTITTITTITTTITTITTTTTTTTATATGCTTTTTTTITTTTTITTTITTITTITTITTITTITTTTTATATGCTTTTTTTTITTITTITTT
TTTTTTTTTTTTTTTATATGCTTTTTTTTTTTTTTTTITTTTTITTTTITTTTTATATGCTT
Starter | AAGCATATAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAGCATATAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAG
At CATATAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAA
TTTTTTTTTTTTTTTTTTITTIT T TTITTTTTTATATGCTTTTTTTTTTTTTTTTTTITTTTTTTTITTTTATATGCTTTTTTTTTTTTTTT
SrterR |t rrrrTTTTTTTTTATATGCTT
Starter | AACAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAACAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAACAAAAAAAAAA
a6 AAAAAAAAAAAAAAAAAAAA
TTTTTTTTTTTTTTI I TTTI T T T T I I T T T I T TGTTTITTITTI T T T T T T I I T I T I T I T T T T I T TITTGTTTTTITTTITTITTTTITITTITTTTITITITTT
Starter R TTTTGTT
Starter | AACAAAAAAAAAAAAAAAGAAAAAAAAAAAAAAAGAAAAAAAAAAAAAAAGAAAAAAAAAAAAAAAGAAAAAAA
AP AAAAAAAAGAAAAAAAAAAAAAAA
TTTTTTTTITTTITTTITCTTTTITTTITTTITTTITTICTTTITTITTTITTITITTTITCTTTITITTTITTTITTITTTCTTITITTTITITTITTITTITITCTTITTITITTT
StarterR | rrrrrrrery
Starter | AAGAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAGAAAAAAAAAAAAAAAA
20 AAAAGAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAGAAAAAAAAAAAAAA AAAAAAGAAAAAAAAAAAAAAAAAAAA
Starter R TTTTTTTTTTTTITTITITITTITTCTTTITTITITTITTITTI I T I T T TTITCTTTITITITITTITTITTITTTITTITTITCTTITTITTITTITTITITTITTTTITTITCTTTT
TTTTTTTITTITTITTTICTT
Starter | AACAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAGAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAA
A0 AAAAAAAAAAAAAAAAAAAA
Starter R TTTTTTTTTTTTTTITTTITTI T T I T T I T I T T I T T I I T I T I T T I T I I TCT T I T T T T T I T T T T I T T I T T T T I T T T T I TTITTTITTITITTTITI
TTTCTT
Starter | AACAAAAAAAAAAAAAAACAAAAAAAAAAAAAAACAAAAAAAAAAAAAAACAAAAAAAAAAAAAAACAAAAAAAA
Al AAAAAAACAAAAAAAAAAAAAAA
TTTTTTTTTTTTTTITGTTTTTTITTTTTTITTITGTTTITTTTTTITTITITTTGTTTTTTTTITTITTITTITGTTTTTITTITTITTITTTTGTTTTITTT
SarterR | rrrrrrrrerT
Starter | TAAAAAAAAAACAAAAAAAAAACAAAAAAAAAACAAAAAAAAAACAAAAAAAAAACAAAAAAAAAACAAAAAAAA
AL AACAAAAAAAAAACAAAAAAAAAACAAAAAAAAAACAAAAAAAAAACAAAAAAAAAA
Starter R TTTTTTTTTTGTTTTTTTITTTGTTTITTTITTTTGTTTTTITTTITTIGTTTTITTTITTITGTTTITTTITTTTGTTTTTTTTITTIGTTTTITTITTTT
GTTTTTTTTTTGTTTTTTTTTTGTTTITTTITTTTGTTTTTITTTITTA
TAAAAAAAAAAAAACAAAAAAAAAAAAACAAAAAAAAAAAAACAAAAAAAAAAAAACAAAAAAAAAAAAACAAAA
Al Starter F |\ A AAAAAAACAAAAAAAAAAAAACAAAAAAAAAAAAACAAAAAAAAAAAAA
Starter R TTTTTTTTTTTTTIGTTTTITTTITTTITTTIGTTTITTTTTITITTTITGTTTTTITTTITTTITTGTTTITITTTITTTITTTIGTTTTTTITTTITITTTIGTTT
TTTTTTTTTTGTTTTITTTTTTITTTGTTTTTTITTTTTTTA
Starter | TAAAAAAAAAAAAAAACAAAAAAAAAAAAAAACAAAAAAAAAAAAAAACAAAAAAAAAAAAAAACAAAAAAAAAA
Al AAAAACAAAAAAAAAAAAAAACAAAAAAAAAAAAAAACAAAAAAAAAAAAAAA
Starter R TTTTTTTTTTTITTTITGTTTTTITTTITTITITITTITGTTITTITTITTTTI T T TTGTTTTITTITITTITITTITTITGTITTTITTITTTITTITTITTGTTTITTTT
TTTTTTTTGTTTTTTITTTTITTITTTIGTTTTTTITITTITITTITTTA
Starter F | TAAAAAAAAAAAAAAAAACAAAAAAAAAAAAAAAAACAAAAAAAAAAAAAAAAACAAAAAAAAAAAAAAAAACAA
Al AAAAAAAAAAAAAAACAAAAAAAAAAAAAAAAACAAAAAAAAAAAAAAAAA
Starter R TTTTTTTTTTTTTTITITTGTTTITTTITTTIT T I T TITTIGTTTITTITTTTITTTITTTITIGTTITTITTTTITTTITTTITTTIGTTITITTTITTITITTTITTT
TTGTTTTTTTTTTTITTTITTTIGTTTTTTITTTITTTITTITTITA
Starter | TAAAAAAAAAAAAAAAAAAAACAAAAAAAAAAAAAAAAAAAACAAAAAAAAAAAAAAAAAAAACAAAAAAAAAAA
AT AAAAAAAAACAAAAAAAAAAAAAAAAAAAACAAAAAAAAAAAAAAAAAAAA
TTTTTTTTTTTTTTTITTITTTGTTTITTTITTTI T TTI T I T T T TTITGTTTTITTTITTTTITTITTTITTTITGTTITTITTTTITTTTITTTITTITTTGTTT
Starter R TTTTTTTTTTTTTTTITTGTTTITTTITTTITITITTTTITTITTITA
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Oba sktadniki zostaty sklonowane metoda tepych koncow oraz ligacji, a uzyskana mieszanina
reakcyjna wykorzystana do transformacji stabilnych, chemokompetentnych bakterii. W wyniku
transformacji otrzymano pojedyncze kolonie bakteryjne, ktére postuzyly do izolacji docelowych
plazmidéw zawierajacych sekwencje kodujace modyfikacje 3’-koncowe, zgodnie z procedurg opisang
w czesci eksperymentalnej. Ogolny schemat procesu otrzymywania plazmidowych wektorow DNA
z pozadanymi modyfikacjami przedstawiono ponizej (Rys. 93).

Analiza zelu agarozowego

T LU

Ligacja DNA Selekcja klonéw SRha R0 AR YO\

Sekwencjonowanie DNA

Rysunek 93 Schemat procesu klonowania modyfikowanych sekwencji 3'-terminalnych: ligacja DNA, selekcja klonow, analiza
zelu agarozowego oraz konicowe sekwencjonowanie DNA

Zastosowana metoda klonowania tepych koncow umozliwila wprowadzenie wszystkich
zaprojektowanych wstawek oligonukleotydowych do sekwencji genoéw reporterowych. Jednakze,
wydajno$¢ tego procesu byla niska i wynosita okoto 8%. Bylo to spowodowane nieprawidlowym
zamykaniem si¢ czesci wektorow, ktore nie przyjety wstawki, odwrotnym wbudowywaniem wstawek,
prowadzacym do uzyskiwania sekwencji ogondéw poli(T) na poziomie DNA, jak réwniez
wbudowywaniem dwoéch lub wigecej wstawek, co prowadzito do nadmiernego wydtuzenia ogona
poli(A). Oczyszczone z pojedynczych kolonii bakteryjnych plazmidy, po etapie selekcji klonow,
trawiono enzymami restrykcyjnymi BamHI i Aarl, a nastgpnie analizowano na zelu agarozowym.
Uzyskane fragmenty DNA, w zaleznosci od obecno$ci dodatkowej wstawki, rdznity si¢ swoja pozycja
na zelu wzgledem markera. Pozwolilo to na wstgpny wybdr potencjalnych pozytywnych
transformantow. Doktadnos¢ wbudowania sekwencji DNA potwierdzono poprzez sekwencjonowanie
metodg Sangera (zlecanej w firmie Genomed). Metoda Sangera polega na syntezie r6znych dtugosci
DNA na bazie jednoniciowych DNA (ssDNA) uzyskiwanych poprzez denaturacje nici DNA. Do ssDNA
dotaczany jest starter, a caly proces zachodzi z udzialem polimerazy DNA, ktora wlacza
dideoksynukleotydy (ddNTP), znakowane odpowiednimi barwnikami fluorescencyjnymi, ktore
pozwalaja na identyfikacj¢ nukleotydu, na ktorym zakonczylta si¢ synteza nici DNA. Wynik stanowily
chromatogramy przedstawiajace szereg pikow w czterech kolorach, odpowiadajacych
zidentyfikowanym nukleotydom. Przedstawione rezultaty sekwencjonowania (Rys. 94) dla wszystkich
referencyjnych oraz modyfikowanych ogonéw poli(A) wyraznie ukazuja wbudowane taczniki
heteronukleotydowe, jak rowniez umozliwiajg doktadne okreslenie dtugosci zarowno poszczegdlnych
motywow adeninowych, jak i catego zmodyfikowanego ogona poli(A).
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Rysunek 94. Elektroferogramy przedstawiajq profile sekwencji badanych wariantow ogonow poli(4), zawierajgcych
modyfikacje strukturalne, takie jak wstawki nukleotydowe i struktury G-kwadrupleksu. Warianty R'-R® to referencyjne
sekwencje ogona poli(A), natomiast A°~A"" obejmujq rézne wstawki i modyfikacje. Kolorowe piki odpowiadajq zasadom

nukleotydowym: adeninie (zielony), cytozynie (niebieski), guaninie (czarny) i tyminie (czerwony).
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7.1.3 Analiza stabilnosci plazmidowych wektorow DNA kodujacych modyfikowane
sekwencje 3’-koncowe ogonoéw poli(A)

Wektory plazmidowe DNA kodujace geny reporterowe wraz ze zmodyfikowanymi
sekwencjami 3'-koncowymi poddano szczegotowej analizie pod katem potencjalnego skracania ogonow
poli(A) podczas amplifikacji w systemach bakteryjnych. Stabilno$¢ konstruktow na poziomie DNA ma
kluczowe znaczenie, poniewaz wszelkie zmiany sekwencji na etapie namnazania matrycy moga
bezposrednio wplynaé¢ na jakos$¢ i funkcjonalno$¢ uzyskanego nastgpnie mRNA. Zjawisko skracania
ogonow poli(A), najczesciej wynikajace z bledow polimerazy DNA, prowadzi do powstawania
konstrukcji z krétszymi ogonami poli(A), zwykle o dlugosci okoto 30 reszt adeninowych, co moze
negatywnie wplyna¢ na wydajnos¢ translacyjng mRNA. Wykorzystanie tak powstatej matrycy do
syntezy mRNA prowadzi do otrzymania heterogennego produktu mRNA oraz uniemozliwia
wiarygodne badania biologiczne takich preparatow. Dlatego tez modyfikacje projektowane byly pod
katem zwiekszenia ich stabilno$ci w systemach do namnazania plazmidowego DNA. Oceny stabilnosci
dokonano poprzez analizg sekwencji DNA (Sanger) plazmidow oczyszczonych z trzydziestu
niezaleznie wyizolowanych pojedynczych kolonii bakteryjnych uzyskanych po transformacji dla
kazdego ze zmodyfikowanych wariantow oraz referencji w dwoch roznych systemach bakteryjnych.
Wyniki przedstawiono, jako odsetek kolonii ze zmienionymi (skréconymi) sekwencjami wzgledem
oryginalnej sekwencji kodujacej modyfikacje 3'-koncowe mRNA (Rys. 95). Zgodnie z oczekiwaniami,
plazmid zawierajacy poli(A) ogon sktadajacy si¢ wylacznie z adenin (o dlugosci okoto 130 reszt A)
wykazatl najwigksza liczbe kolonii zmutowanych pod wzgledem dlugosci lub sekwencji ogona
w poréwnaniu do oryginalnego konstruktu. To zjawisko uniemozliwito uzyskanie stabilnego plazmidu
o pozadanej dlugosci ogona poli(A). W przeciwienstwie do tego, klasyczny ogon poli(A)
reprezentowany przez referencje R' (o dlugosci 90 A), a takze referencje R? i R®, wykazywaly bardzo
podobny poziom stabilno$ci, z prawidlowa sekwencjg ogona poli(A) zachowang w znacznie wigkszej
proporcji klonow w poréwnaniu do plazmidu zawierajacego 130 adenin w ogonie poli(A). Z drugiej
strony, referencje R* i R, ktore reprezentowaty ogony poli(A) zawierajace pojedynczy heteronukleotyd
w $rodku sekwencji 3°-koficowej, wykazywatly zmniejszong stabilno$¢ w poréwnaniu do referencji R!-
R3. Wstawienie pojedynczego heteronukleotydu po 60 kolejnych adeninach w sekwencji ogona poli(A),
zastosowane w wariantach R* i R®, obnizylo stabilno$¢ konstruktow, co potwierdzita liczba klonow
zmutowanych, ze skroconymi lub zmienionymi sekwencjami poli(A). Z kolei amplifikacja
plazmidowego DNA zawierajacego sekwencje kodujace mRNA z innymi zmodyfikowanymi
sekwencjami 3'-koncowymi (A2, A3, A*, A® A% A%, A0 A AB JAM AP A% A7) wykazala
wysoka zgodnos$¢ powstatych czasteczek z oryginalnym konstruktami. Stabilno$¢ tych plazmidoéw byta
istotnie wyzsza niz w przypadku konstruktow R* , R® oraz porownywalna wzgledem referencji R!, R?
i R3. Problem niestabilnos$ci plazmidéw byt nadal obserwowany w pewnym stopniu w standardowym
szczepie E.coli Top10. Jednak zastosowanie handlowo dostgpnych bakterii NEB® Stable Competent E.
coli (High Efficiency) doprowadzito do niemal calkowitego wyeliminowania zjawiska utraty pelnej
dhugosci ogona poli(A) podczas amplifikacji DNA w bakteriach dla wigkszosci zmodyfikowanych
wariantow (Rys. 95).
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Rysunek 95 Porownanie poziomu niestabilnosci ogona poli(A) w wektorach plazmidowych DNA w dwoch szczepach bakterii:
TOPI10 oraz NEB® Stable Competent E. coli. Wartosci niestabilnosci przedstawiono jako procentowy udzial klonow
o zmienionej diugosci lub sekwencji poli(4) w stosunku do oryginalnej sekwencji

5.1.4 Transkrypcja in vitro 1 oczyszczanie mRNA zawierajacych zmodyfikowane
sekwencje 3’-koncowe

Namnozone w procesie amplifikacji plazmidy DNA zostaly oczyszczone i zlinearyzowane,
a nastgpnie wykorzystane do syntezy czasteczek mRNA kodujacych geny Fluc, mKate2 oraz EPO
w procesie transkrypcji in vitro (IVT). Uzyskane mRNA oczyszczono wstepnie z wykorzystaniem
handlowo dostepnego ztoza powinowactwa Poros oligo dT(:s), ktore selektywnie wychwytuje mRNA
posiadajace poliadenylowany ogon poli(A) przy uzyciu prostych etapow oczyszczania i elucji z uzyciem
soli i wody. Finalnie preparaty oczyszczono z wykorzystaniem systemu RP-HPLC, jak opisano w cze$ci
eksperymentalnej. Na podstawie uzyskanych wynikow syntezy i oczyszczania oraz przeprowadzonych
analiz kontroli jakosci stwierdzono, ze zastosowanie zmodyfikowanych sekwencji 3’-koncowych nie
wplyneto negatywnie na wydajnos$¢ reakcji transkrypcji IVT; uzyskano podobne ilosci mRNA dla
wszystkich testowanych wariantow ze $rednig wydajnoscia 3,2 pg mRNA na 1 pl reakcji IVT.
Podobnie, modyfikacje nie miaty wptywu na proces oczyszczania RNA przy uzyciu zywicy oligo (dT).s
i HPLC. Proces ten pozwolit uzyska¢ dobrej jakosci preparaty mRNA charakteryzujace si¢ wysoka
czystos$cig oraz calkowitym brakiem dwuniciowych czasteczek RNA (dsRNA). Zostato to potwierdzone
podczas oczyszczania HPLC, poprzez analizg zelu agarozowego i analiz¢ dsSRNA dot-blot dla mRNA
ze zmodyfikowanymi sekwencjami 3'-koncowymi, jak rowniez wariantami referencyjnymi (Rys. 96).
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Rysunek 96 Profil oczyszczania i analiza czystosci mRNA. (A, B) Chromatogramy HPLC oczyszczanych czgsteczek mRNA
z roznymi modyfikacjami 3'-koncowymi, przedstawiajgce czas retencji dla wariantow R1-R2 oraz A1-A10. (C) Analiza czystosci
preparatow mRNA przeprowadzona na zelu agarozowym. (D) Test dot-blot wykrywajgcy dwuniciowe zanieczyszczenia dsRNA
w preparatach mRNA z wykorzystaniem przeciwciata J2

7.1.5 Sekwencjonowanie = NanoPore = DRS  zmodyfikowanych  sekwencji
3’-koncowych mRNA

Preparaty mRNA ze zmodyfikowanymi sekwencjami 3’-konicowymi dla wszystkich wariantow
Fluc i mKate2 zostaly poddane sekwencjonowaniu metoda bezposredniego sekwencjonowania RNA
NanoPore DRS (ang. direct RNA sequencing), ktore przeprowadzit dr Pawet Krawczyk (IIMCB),
zgodnie z opisem w czesci eksperymentalnej. Sekwencjonowanie NanoPore DRS opiera si¢ na
regulowanym przez helikazg ruchu natywnego RNA przez nanopor biatkowy. Identyfikacja
poszczegdlnych nukleotydéw nastgpuje poprzez zmiany pradu wystepujace w porach pod wplywem
przytozonego napiccia przy przeptywajacym RNA. Ta sygnatura jest nastgpnie przeksztatcana
w sekwencj¢ nukleotydow RNA dla poszczegdlnych nici przez sie¢ neuronowa wyszkolong na ré6znych
probkach RNA. Wykorzystanie metody Nanopore do analizy sekwencji RNA umozliwito bezposredni
i bardzo dokladny pomiar sktadu sekwencji ogona poli(A) w kazdym wariancie mRNA (Rys. 97).
Wynik stanowity wykresy odzwierciedlajace zmiany natezenia pradu (0§ odcigtych) w czasie (0$
rzednych) powodowane przez kolejne analizowane nukleotydy. Sekwencjonowanie potwierdzito
obecno$¢ diugiego tancucha adeninowego w mRNA z ogonem Ay (R') dajgc postaé niezaburzonego
natezenia pragdu w catym analizowanym zakresie. Z kolei dla wariantu R? uzyskano obraz sktadajacy
si¢ z dwoch motywow adeninowych przedzielonych linkerem, na co wskazuje wyrazne i dlugie
zaburzenie nat¢zenia pradu, pokrywajace si¢ z zaplanowana sekwencja DNA tego modelu. Analizujac
warianty A% oraz A® odnotowano trzy pojedyncze skokowe zmiany natezenia pradu dla obu modyfikacji,
jednak roznily si¢ one zwrotem powstalego zaburzenia. Doskonale koresponduje to z zastosowanymi
tacznikami, gdyz dla A? stosowano nukleozyd guaninowy, a dla A°nukleozyd cytozynowy. Metoda
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dowiodta obecnosci zaprojektowanych tacznikow nukleotydowych w obrebie 3'-koncowych sekwencji
mRNA wszystkich badanych zmodyfikowanych wariantow (A?- A'%) oraz potwierdzita prawidtowe
sekwencje pozostatych referencji. Wprowadzenie heteronukleotydow do sekwencji poli(A)
spowodowato charakterystyczne zmiany w natgzeniu pradu, co umozliwito precyzyjne okreslenie
rodzaju oraz dtugosci tacznika w kazdej z sekwencji. Analiza odczytéw sekwencjonowania metodg DRS
potwierdzita pelng zgodno$é sekwencji mRNA zawierajacych zmodyfikowane sekwencje 3'-koncowe
z sekwencjami matryc DNA. Wyniki dla badanych wariantow (R! - RS oraz A? - A'%) przedstawiono
ponizej (Rys. 97).
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Rysunek 97 Odczyty sekwencjonowania DRS dla wybranych wariantow mRNA zawierajqcych zmodyfikowane sekwencje
3"-koncowe. Kazdy wykres przedstawia zmiany nateZenia prgdu w czasie dla roznych wariantow ogonow poli(4)
z wbudowanymi heteronukleotydami. Wartosci skokowe w natezeniu odzwierciedlajg obecnosc heteronukleotydow w strukturze
ogona poli(4), co umozliwilo dokladng identyfikacje typow i dlugosci lqcznikow w poszczegolnych wariantach mRNA.
Oznaczenia L3-Ls odnoszq sig do linkerow heteronukleotydowych.
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7.2 Funkcjonalna charakterystyka in vitro, badanie poziomu ekspresji biatka
zmodyfikowanych 3'-kofnicowych mRNA w liniach komérkowych

Preparaty mRNA zawierajace zmodyfikowane sekwencje 3’-koncowe, jak rowniez wszystkie
warianty referencyjne, poddano badaniom efektow biologicznych w modelu komérkowym (in vitro).
Wstepna charakterystyke testowanych modyfikacji w polaczeniu z genem reporterowym Fluc
przeprowadzitem z wykorzystaniem czterech roznych linii komérkowych (A549, HEK293T, HepG2
i Jaws II), obejmujacych zardwno mysie (JAWSII), jak i ludzkie komorki (A549, HEK293T, HepG2),
w tym komoérki nowotworowe (HepG2, A549, HEK293T) oraz komorki uktadu odpornosciowego
(JAWS 1II) we wspolpracy z dr Karolem Czubakiem (Warszawski Uniwersytet Medyczny). Badania
w linii komérkowej HEK293T przeprowadzono takze dla genu mKate2 PEST we wspotpracy z grupa
badawcza prof. Andrzeja Dziembowskiego (Migdzynarodowy Instytut Biologii Molekularnej
i Komorkowej). Eksperymenty obejmowaly transfekcje czasteczek mRNA do komorek, po ktorej
nastgpowal pomiar poziomu biatka reporterowego w okreslonych punktach czasowych (najczesciej po
4 h, 16 h, 24 h i 48 h), co szczegdlowo opisano w czeéci eksperymentalnej. W przypadku genu Fluc
pomiary polegaly na odczycie sygnalu chemiluminescencji powstalego poprzez dodanie do komodrek
substratu BrightGlo (zawierajacego syntetyczny analog lucyferyny), umozliwiajacego powstawanie
emisji $wietlnej w reakcji z lucyferaza kodowang przez mRNA. Dla genu mKate2 PEST pomiary byty
wykonywane poprzez rejestrowanie sygnatu fluorescencji emitowanej przez biatko czerwonej
fluorescencji mKate2, syntetyzowane w komorkach na podstawie wprowadzonego mRNA.

7.2.1 Badanie wplywu 1-metylo-pseudourydyny na poziom ekspresji biatka
w HEK293T

W pierwszym eksperymencie, z wykorzystaniem mRNA kodujacego Fluc, zbadano wplyw
powszechnie stosowanej w terapeutycznych preparatach RNA 1-metylo-pseudourydyny (m'¥) jako
zamiennika klasycznej urydyny (U) na proces oczyszczania oraz poziom ekspresji biatka Fluc
w ludzkiej linii komorek nabtonkowych nerki HEK293T. Zastosowanie m"V ogranicza powstawanie
dwuniciowych czasteczek RNA (dsRNA) w trakcie IVT, jak rowniez utrudnia rozpoznanie czasteczki
mRNA przez elementy uktadu odporno$ciowego. To z kolei bezposrednio przektada si¢ na obnizenie
odpowiedzi immunologicznej pacjenta w kontakcie z takim materiatem, a to znaczaco zmniejsza ryzyko
wystapienia dziatan niepozadanych w trakcie terapii. Do realizacji eksperymentu przygotowano mRNA
dla czterech wariantow: R!, A2, A*i A® w wersji z urydyng oraz z m"V¥. Podczas procesu oczyszczania,
probki zawierajace m'VY wykazywaly wyzszg czysto$é na poszczegdlnych etapach, co ostatecznie
przetozylo si¢ na wyzsza wydajnos¢ uzyskang dla wariantow zawierajacych 1-metylo-pseudourydyne.
Widoczne na elektroforegramie (Rys. 98) réznice w migracji odpowiadajacych sobie probek dla
wariantow z urydyna i 1-metylo-pseudourydyna wynikaja z réznic w wypadkowym tadunku czasteczek
mRNA zawierajacych U i m'V. Jest to konsekwencja roznic w kwasowosci tych nukleozydow — uracyl
wykazuje wyzszg kwasowos¢, co zwigzane jest z obecnos$cig bardziej reaktywnej grupy NH w jego
pierscieniu.
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Rysunek 98 Analiza czystosci i ekspresji biatka dla wariantow mRNA zawierajgcych 1-metylo-pseudourydyne (m*W) i urydyne
(U). A) Elektroforegram dla badanych probek mRNA po oczyszczaniu, potwierdzajqcy ich wysokq homogennosé¢ oraz
integracje m*W¥ (o czym swiadczy przesunigcie sygnatow na zelu dla RNA z m*Y, wzgledem odpowiadajgcych im modyfikacji
z U). B) Wykres przedstawiajqcy kinetyke ekspresji biatka Fluc w komorkach HEK293T mierzong w jednostkach RLU (ang.
relative light units) w okreslonych punktach czasowych (4 h, 16 h, 24 h, 48 hi 72 h)

Poziom ekspresji biatka Fluc okreslono w pigciu punktach czasowych pomiedzy 4 a 72 godzing
od momentu transfekcji. Wykres B (Rys, 98) przedstawia kinetyke poziomu biatka Fluc dla
poszczegdlnych wariantow mRNA zawierajgcych U i m'W. Uzyskane dane jednoznacznie wskazaty na
wyzszy poziom ekspresji bialka Fluc w przypadku modyfikacji zawierajacych 1-metylo-
pseudourydyng. Efekt ten zaobserwowano dla wszystkich czterech badanych modyfikacji ogona
poli(A). Mimo uzyskania poréownywalnych poziomoéw sygnatu po 4 godzinach dla wszystkich badanych
mRNA, dalsze punkty czasowe wykazaly wyrazna przewage w ilo$ci syntetyzowanego biatka na
korzy$¢ wariantow zawierajacych 1-metylo-pseudourydyne. Warto doda¢, ze mimo wyzszej produkcji
biatka dla mRNA z m'"VY w pozniejszych punktach czasowych, ogolny trend kinetyki dla wszystkich
mRNA pozostawal bardzo podobny. Zastosowanie m'¥ zamiast urydyny pozwolito zminimalizowaé
ryzyko artefaktoéw wynikajacych z obecnosci §ladowych ilo$ci zanieczyszczen, ktore w przypadku
urydyny moga powodowac efekty biologiczne, takie jak inhibicja procesu translacji. Takie zaburzenia
znaczaco obnizaja wiarygodno$¢ wynikow, poniewaz réznice w profilach zanieczyszczen badanych
RNA moga prowadzi¢ do btednych interpretacji. Bioragc pod uwagg te ograniczenia oraz dominujace
trendy w badaniach naukowych, w ktérych 1-metylo-pseudourydyna jest powszechnie stosowana
w opracowywanych terapeutykach mRNA, do dalszych eksperymentow wykorzystano wylacznie
mRNA zawierajgce m'V.

7.2.2 Badanie stabilnosci mKate2 PEST mRNA ze zmodyfikowanymi sekwencjami
3’-koncowymi w HEK293T

Kluczowym elementem skutecznej terapii opartej na mRNA jest odpowiedni czas pottrwania
czgsteczek mRNA w komodrkach. Tylko mRNA, ktore zachowuje stabilno$¢ i pozostaje dostgpne do
procesu translacji przez odpowiednio dlugi czas, moze zagwarantowac¢ ekspresje biatka na poziomie
zapewniajgcym wystarczajacy efekt terapeutyczny. W celu okreslenia czasu funkcjonowania mRNA ze
zmodyfikowanymi sekwencjami 3’-koncowymi w zywych komoérkach, zaprojektowano eksperyment
wykorzystujacy gen reporterowy mKate2 PEST. Sekwencja PEST odpowiada za kierowanie biatka
mKate2 z cytoplazmy do peroksysomow, gdzie ulega degradacji, co przektada si¢ na bardzo krotki czas
poltrwania tych bialek w komorce (liczacy okoto 2 godzin). Umozliwia to oszacowanie czasu pottrwania
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czgsteczek mRNA kodujacych to fluorescencyjne biatko. Do realizacji eksperymentu przygotowano
mRNA dla sze$ciu wariantow referencyjnych (R!, R?, R?, R%, R R) oraz o$miu modyfikacji (A2, A,
A% AS, A% A%, A A'). Synteze molekul mRNA przeprowadzono za pomocg IVT, a nastepnie
oczyszczono standardowym protokotem z wykorzystaniem ztoza oligo (dT).s i RP-HPLC, jak opisano
w czesci eksperymentalnej. Elektroforegram dla finalnych probek (Rys. 99) potwierdzit wysoka
jednorodno$¢  wszystkich  preparatow. Dodatkowo, przedstawiono réwniez przyktadowe
chromatogramy z procesu oczyszczania za pomocg HPLC z zaznaczonymi na zielono frakcjami, ktore
zostaty wybrane i potaczone po zakonczeniu rozdziatu.

A
2000 "_"_ ‘_———————_—-———
- R R2 R4 A2 A3 A4 RS A RS A8 Al A0 AT RS

B

Rysunek 99 A) Elektroforegram dla finalnych probek mRNA, potwierdzajgca ich wysokq jednorodnosc. B) Przyktadowe
chromatogramy z procesu oczyszczania HPLC, z zaznaczonymi frakcjami (zielone linie), ktore zostaty wybrane i potgczone po
zakonczeniu rozdziatu

Gotowe preparaty mRNA kodujace mKate2 PEST wprowadzono do ludzkich komorek
epitelialnych nerki (HEK293T). Poziom ekspresji biatka badano w punktach czasowych pomiedzy 4
a 72 godzing od momentu transfekcji. Detekcje przeprowadzono poprzez zautomatyzowane,
mikroskopowe pomiary fluorescencji. Wynik stanowity zalezno$ci intensywnosci fluorescencji biatka
mKate2 powstatego w badanych komorkach, uwzgledniajace ilos¢ analizowanych komoérek w funkcji
czasu. Pomiary przeprowadzono czterokrotnie, wykonujac za kazdym razem niezalezng transfekcje
komoérek. Reprezentatywne przyklady wynikéw dla wszystkich analizowanych modyfikacji
przedstawiono ponizej (Rys. 100). Dla wybranych wariantow przedstawiono rowniez wyniki
pochodzace z dwdch niezaleznych syntez mRNA. Uzyskane dane wskazywaly na wyrazng ekspresje
biatka mKate2 PEST we wszystkich badanych wariantach z wytaczeniem referencji R®, posiadajacej
strukture G-kwadrupleksu na koncu 3° mRNA, ktora wplyneta negatywnie na proces translacji. Co
ciekawe, najwyzszy poziom biatka czerwonej fluorescencji dla wszystkich modyfikacji obserwowano
po 18 godzinach od transfekcji, a catkowity zanik sygnatu nastgpowat po uptywie okoto 40 godzin.
Pomimo istotnych réznic w intensywnosci obserwowanej fluorescencji pomigdzy poszczegodlnymi
modyfikacjami a referencjami, nie zaobserwowano wyraznych rdznic w czasie zaniku sygnatlu
pomiedzy nimi. Sugeruje to zblizony czas pottrwania badanych czasteczek mRNA w komorkach
HEK293T oraz poréwnywalne tempo degradacji wszystkich wariantéw mRNA. Wyniki te wskazuja, ze
wprowadzone modyfikacje sekwencji 3'-koncowych mRNA nie miaty istotnego wplywu na stabilnosé¢

148



transkryptow w zywych komorkach. Niemniej jednak, analiza wydajnosci translacji wykazata, ze
niektore warianty znaczaco poprawily efektywnos¢ syntezy biatka w porownaniu z referencyjnymi
czasteczkami mRNA (R). W szczego6lno$ci warianty oznaczone jako A%, A i A!! wykazaty najbardzie;
korzystny efekt, generujac odpowiednio 2-krotnie, 2,5-krotnie oraz 3,5-krotnie wigksza ilo§¢ biatka
w poréwnaniu z mRNA referencyjnymi (R! i R?). Wariant A!! okazal si¢ najwydajniejszy, co sugeruje,
ze zastosowana modyfikacja sekwencji 3'-koncowej moze przyspiesza¢ proces translacji, zwiekszajac
efektywnos¢ wykorzystania mRNA w syntezie biatka (Rys. 100).
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Rysunek 100 Rozktad poziomu biatka mKate2 PEST w czasie (oS x to czas wyrazony w godzinach) w komorkach HEK293T od
momentu transfekcji dla roznych modyfikacji 3'-terminalnych sekwencji mRNA. Wykresy przedstawiajq intensywnosc
Sfluorescencji, odzwierciedlajgcq poziom biatka mKate2 PEST (linia niebieska) w roznych punktach czasowych dla wszystkich
analizowanych wariantow mRNA. Wyniki uzyskano przez dr Kamile Afek (Miedzynarodowy Instytut Biologii Molekularnej
i Komorkowej) na aparacie FLUOstar Omega.

Wyniki uzyskane dla czterech powtérzen eksperymentu przedstawiono w postaci catkowitego
sygnatu uzyskanego dla poszczegélnych modyfikacji (Rys. 101). Analiza danych wykazata znaczaca
przewage w intensywno$ci sygnatu dla wariantow modyfikowanych sekwencji 3'-koncowych,
w szezegolnosei dla A'® oraz A, ktore osiggnely najwyzsze poziomy ekspresji biatka w poréwnaniu
z pozostalymi wariantami oraz referencjami. Wariant A'® wykazat 2,1-krotnie wyzszg intensywno$¢
fluorescencji w stosunku do referencji R, natomiast wariant A'! osiagnat 2,3-krotnie wyzszy poziom,
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co podkresla ich wyjatkowg wydajno$¢ w procesie translacji. Dodatkowo, oba warianty (A!°i A'l)
przewyzszaly wyniki uzyskane dla referencji komercyjnych R? i R®, a takze wykazywaly istotng
przewage nad wariantami referencyjnymi R* i R®, ktore posiadaly pojedyncze heteronukleotydy
w $rodku ogona poli(A). Warto jednak zauwazy¢, ze referencja R® uzyskata wyniki poréwnywalne
z niektorymi modyfikowanymi wariantami, takimi jak A* i A%, co moze sugerowaé, ze specyficzne
struktury ogona poli(A) odgrywaja istotng role w procesie translacji. W przypadku niektérych
wariantow, takich jak A% i R®, odnotowano znaczne rozrzuty w intensywnosci fluorescencji, ktore
mogty by¢ spowodowane zaréwno czasem przechowywania preparatow mRNA przed pomiarami, jak
i sama metoda detekcji. Zastosowanie automatycznej mikroskopii fluorescencyjnej wymagato uzycia
ptytek wielodotkowych (384-dotkowych), co moglo zwiekszy¢ margines btedu zwigzanego
z rozcienczeniami mRNA oraz wielko$cia proby. Mimo tych ograniczen, eksperyment ten potwierdzit
wysoki potencjal modyfikowanych 3’-konicowo czasteczek mRNA w kontekscie zwickszenia poziomu
ekspresji bialek w uktadach biologicznych (Rys. 101).
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Rysunek 101 Poréwnanie intensywnosci fluorescencji mKate2 PEST (w przeliczeniu na liczbe komorek) dla roznych
wariantow mRNA w czterech powtorzeniach eksperymentu. Kolumny przedstawiajg Srednie wartoSci intensywnosci
fluorescencji uzyskane dla poszczegolnych wariantow mRNA, natomiast punkty reprezentujq wyniki indywidualnych
powtorzen. Oznaczenia 1 i Il odnoszq si¢ do dwoch niezaleznych syntez mRNA dla poszczegolnych wariantow, ktore zostaly
przeprowadzone i analizowane jako odrebne proby w ramach tego eksperymentu.

7.2.3 Badanie poziomu ekspresji biatka z zmodyfikowanymi sekwencjami
3’-koncowymi w liniach A549, HEK293T, HepG2 oraz JAWS II

Kolejnym etapem badan funkcjonalnych in vitro byly eksperymenty okreslajace poziom
ekspresji bialka reporterowego Fluc dla wszystkich zaprojektowanych mRNA ze zmodyfikowanymi
sekwencjami 3’-koncowymi w czterech liniach komérkowych. Do badan wybrano ludzkie komorki raka
phuc (A549), ludzkie komorki epitelialne nerki (HEK293T), ludzkie komorki nowotworu watrobo-
komoérkowego (HepG2) oraz mysie niedojrzate komorki dendrytyczne (JAWS II). Dobor tak szerokiego
spektrum badanych komoérek umozliwit dokltadng analize¢ wptywu stosowanych modyfikacji na
odmienne strukturalnie oraz funkcjonalnie uklady zywych komorek. Badania sktadaty si¢ z trzech
eksperymentow, w pierwszym okre$lono poziom biatka Fluc dla pierwotnego zestawu modyfikacji (A?
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- A%, w drugim poréwnano wyrdzniajace si¢ modyfikacje z uzyskanym w pdzniejszym czasie
wariantem A!', a w trzecim poddano analizie ostatni zestaw modyfikacji (A" - A'7), posiadajgcy
zmieniong sekwencja 5’ konca ogona poli(A). Dla wszystkich eksperymentow mRNA ze
zmodyfikowanymi sekwencjami 3’-terminalnymi przygotowano w procesie IVT i oczyszczono zgodnie
z protokotem opisanym w czes$ci eksperymentalnej. Elektroforegram uzyskany dla wariantow (A2- A'°)
oraz przyktadowy chromatogram z oczyszczania metoda RP-HPLC, ktore potwierdzity wysoka czystos§¢
badanych preparatow przedstawiono ponizej (Rys. 102). Czasteczki mRNA wprowadzono do komorek
wszystkich czterech linii komorkowych, a detekcje przeprowadzano za pomoca pomiaréw
chemiluminescencyjnych wykonywanych 4, 16, 24, 48 i 72 godziny od transfekc;ji.
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Rysunek 102 Analiza czystosci preparatow Fluc mRNA ze zmodyfikowanymi ogonami poli(A). A) Zel agarozowy
przedstawiajgcy profil elektroforetyczny mRNA dla réznych wariantow, potwierdzajgcy ich wysokq homogennosé¢. B)
Chromatogram HPLC z zaznaczonymi frakcjami (kolor zielony), ktore zostaly wybrane i polgczone po zakonczeniu procesu
rozdziatu, Swiadczqcy o wysokiej czystosci analizowanych probek mRNA

Dane liczbowe dotyczgce kinetyki ekspresji biatka Fluc dla modyfikacji A* - A'? przedstawiono
ponizej (Rys. 103) w postaci wykresow intensywno$ci sygnatu wzglednej chemiluminescencji
okreslanej w jednostkach RLU (ang. relative luminescence unit) w funkcji czasu. Dynamika produkcji
biatka dla poszczegdlnych modyfikowanych sekwencji 3'-konicowych byta podobna we wszystkich
liniach komoérkowych, przy czym najwyzsze poziomy biatka reporterowego odnotowywano najczesciej
po 16 i1 24 godzinach od transfekcji. Analiza wynikow wykazala, ze zmodyfikowane sekwencje
3'-koncowe (w szczegdlnosci warianty A3, A%, A%, A% i A'%) znacznie przewyzszaly poziomy ekspresji
biatka w poroéwnaniu z wariantami referencyjnymi R! i R?, niezaleznie od linii komorkowej i momentu
pomiaru. Najwyzsze poziomy ekspresji biatka reporterowego w linii A549 byly obserwowane dla
wariantow A® i A°, ktore po 16 i 24 godzinach od transfekcji wykazywaty 2-3-krotnie wyzsze poziomy
sygnatu w stosunku do referencji R'. W komorkach JAWS II kinetyka produkcji biatka wykazywata
pewne rdéznice — najwyzsze poziomy odnotowano juz w najwcze$niejszym punkcie czasowym
(4 godziny po transfekcji), co podkresla dynamiczniejszy charakter ekspresji w tej linii. Warianty A3,
AS oraz A’ ponownie wykazaly wyrazng przewage, osiggajac wyzsze poziomy fluorescencji
w porownaniu do wszystkich referencji. Sekwencje zmodyfikowane, takie jak A® i A’, wykazywaty
stabilniejsza ekspresje biatka przez caly okres trwania eksperymentu, co sugeruje, ze zastosowane
modyfikacje sprzyjaja zar6wno wydajnosci translacji, jak i stabilnosci mRNA. Chociaz referencyjne
warianty R* 1 R3, zawierajace pojedyncze heteronukleotydy, wykazywaly wyzsze poziomy ekspresji
biatka niz R' i R?, ich wydajno$¢ pozostawata nizsza w pordwnaniu z wigkszoscig zmodyfikowanych
wariantdw, szczegdlnie w pdzniejszych punktach czasowych. Wariant R®, zawierajacy strukture
G-kwadrupleksu, wykazywal natomiast wyraznie nizsza wydajno$¢ translacji, co podkresla
ograniczenia tej struktury w kontekscie efektywnosci translacji mRNA. Najbardziej efektywne warianty
zmodyfikowanych sekwencji 3'-koncowych, takie jak AS, A% i A° przewyzszaly pozostale pod
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wzgledem zaré6wno poziomu ekspresji biatka, jak i jego stabilnosci w czasie. W szczegolnosci,

w pozniejszych etapach eksperymentu (24 1 48 godzin od transfekcji), roéznice migdzy
zmodyfikowanymi wariantami, a referencjami stawaly si¢ jeszcze bardziej widoczne. Warianty
referencyjne R!, R% R* i R® wykazywaly stopniowy spadek wydajnosci, podczas gdy warianty
zmodyfikowane, takie jak A®, A®i A°utrzymywaty wysoki poziom ekspresji biatka. Wyniki te wskazaty
na przewage modyfikowanych ogonow poli(A) nad obecnie stosowanymi rozwigzaniami, pod
wzgledem efektywnosci produkcji biatka reporterowego (Rys . 103).
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Rysunek 103 Krzywe dynamiki produkcji biatka Fluc w czterech roznych liniach komorkowych (4549- A, B; HepG2- C, D;
HEK293T- E, F; JAWS 1I- G, H) po transfekcji mRNA kodujgcego Fluc z modyfikowanymi sekwencjami 3'-koricowymi (42, A3,
A7, A%.A8, A° A'0) oraz dla referencyjnych wariantéow R!, R?, R*, R®, R®. Pomiar poziomu biatka Fluc wyrazony jako RLU
w funkcji czasu (4 h, 16 h, 24 h, 48 h) wskazaly na wyzszq i stabilniejszq produkcje biatka dla modyfikowanych sekwencji
3'"-koricowych w porownaniu z referencjami
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Porownanie catkowitej ilosci bialka wyprodukowanego z réznych wariantow mRNA
w poszczegolnych liniach komérkowych dodatkowo uwypuklito zalety zmodyfikowanych sekwencji
3'-koficowych (Rys. 104). Analiza aktywnoéci Fluc wykazala, ze warianty referencyjne R! i R?
generowaly najnizsze poziomy ekspresji biatka we wszystkich badanych liniach komérkowych. Wariant
referencyjny R* wykazywal 1,5- do 2-krotnie wyzsze catkowite poziomy biatka Fluc w poréwnaniu
zR!'iR? a RS osiggal wyniki jeszcze wyzsze niz R*, podobnie jak wykazano w poprzednich badaniach.
Zmodyfikowane warianty mRNA z sekwencjami 3'-koncowymi znaczaco przewyzszaly referencje pod
wzgledem wydajnosci translacji. Warianty A3, AS, A%, A° oraz A!'° wykazywaly od 2- do 3,5-krotnie
wyzsze calkowite poziomy biatka w poréwnaniu z referencjami R' i R% w zalezno$ci od linii
komorkowej, przy czym A° i A° osiggaly najwyzsze wartosci w kazdej z analizowanych linii. W linii
A549 wariant A® generowat az 3-krotnie wyzszg aktywno$¢ Fluc niz referencja R!, podczas gdy w linii
HEK?293T poziom bialka dla A° byt 2-krotnie wyzszy. W linii Hep G2 wariant A® przewyzszal referencje
R!3,5-krotnie, a w linii JAWS II 2-krotnie (Rys. 104).
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Rysunek 104 Porownanie poziomow catkowitej ekspresji biatka Fluc w roznych liniach komorkowych (4549, HEK293T,
HepG2, JAWSII) dla mRNA zawierajgcego zmodyfikowane sekwencje 3'-terminalne oraz referencyjnych ogonow poli(A).
Oznaczenia statystyczne (wyznaczone za pomocq testu jednoczynnikowej analizy wariancji One-way Abnova, ns-brak
istotnosci statystycznej, * p<0.5, ** p<0.01, *** p<0.001, **** p<0.0001, (p) p-value) wskazujq poziom istotnosci roznic
w ekspresji biatka badanych wariantéw w poréwnaniu do klasycznego ogona poli(4) o diugosci 904 (R')
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Analiza statystyczna przeprowadzonych eksperymentow wykazala, Zze rdéznice miedzy
zmodyfikowanymi wariantami, a referencjami byly istotne statystycznie (p < 0,01). Warianty A3, AS,
A8, A’ wykazywaly najwickszy potencjat biologiczny, przewyzszajac takze wariant RS, ktory
charakteryzowat si¢ najwyzsza wydajnoscig translacyjng sposrod referencji. Podsumowujac, wyniki te
jednoznacznie wskazuja na przewage zmodyfikowanych wariantow 3'-koncowych nad obecnie
stosowanymi rozwiazaniami ogona poli(A), zarowno pod wzgledem wydajnosci, jak i stabilnosci
translacji. Szczegolnie warianty A®, A® oraz A° mogg stanowi¢ podstawe dla projektowania bardziej
efektywnych terapeutycznych mRNA, oferujac znacznie wyzszy poziom ekspresji biatka w poréwnaniu
do referencji, takich jak R' i R?, czy nawet R>.

W drugim eksperymencie poszerzono zbior analizowanych wariantow o modyfikacje A!! (uktad
A30 (C_A15 _C_Al5)s. Wariant ten zostal zaprojektowany jako polaczenie dwoch pozytywnych cech
zaobserwowanych w modyfikowanych sekwencjach 3'-koncowych, ktéore wykazywaty najwyzszy
poziom ekspresji biatka, tj. A, A%i A°. Byly to: mononukleotydowe linkery cytozynowe (A°) oraz geste
upakowanie linkeréw w regionie ogona poli(A) (A% i A®%). W rezultacie powstala modyfikacja, ktora
zawierata sze$¢ linkerdw cytozynowych, rozdzielajacych fragmenty: 30 poczatkowych adenin oraz
sze$¢ segmentow po 15 adenin. Modyfikacja A'' wykazywata podczas badan stabilnosci bardzo wysokie
poziomy eckspresji biatka mKate2 PEST w komodrkach HEK293T (Rys. 101). Z tego powodu
przygotowano nowy zestaw mRNA zawierajacy, oprocz wyrdzniajacego si¢ gestym rozmieszczeniem
tacznikoéw heteronukleotydowych wariantu A'! (uktad A30 (C_A15 C Al15);), rowniez najbardziej
podobne do niego modyfikacje testowane wczesniej: A? (uklad A30 G A30 G _A30 G _A30) i A°
(uktad A30 C_A30 C_A30 C_A30). Do analizy dotaczono takze klasyczng referencj¢ R' oraz wariant
referencyjny R3, wykorzystywany komercyjnie w szczepionkach firmy Moderna. Preparaty mRNA
ponownie przygotowano z wykorzystaniem IVT i oczyszczono za pomoca HPLC. Elektroforegram
uzyskany dla ostatecznych probek potwierdzajacy wysoka czystos¢ wszystkich czasteczek mRNA, jak
rowniez przyktadowy profil RP-HPLC 2z zaznaczonymi frakcjami, ktore finalnie potaczono
przedstawiono ponizej (Rys. 105). Molekuly mRNA dla wszystkich badanych modyfikacji
wykorzystano do transfekcji czterech linii komoérkowych (A549, HEK293T, Hep G2, JAWS 1I),
a detekcje ponownie przeprowadzono na podstawie pomiaré6w chemiluminescencji w punktach
czasowych miedzy 4 a 72 godzing od podania. Uzyskane dane przedstawiono w postaci catkowitych
ilosci biatka Fluc dla danej modyfikacji, wyrazonej w jednostkach RLU.
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Rysunek 105 Analiza czystosci i integralnosci mRNA dla wybranych wariantow (R, A% A% A", R®) przy elektroforegramu (A)
oraz chromatografii RP-HPLC (B). Elektroforegram przedstawia wyrazne, pojedyncze sygnaly dla kazdego z badanych mRNA,
potwierdzajqc ich jednorodnosé i odpowiedniq diugosc. Chromatogram HPLC ukazal dobrze zdefiniowany pik, swiadczqcy
o wysokiej czystosci i integralnosci badanych czgsteczek mRNA
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W wyniku przeprowadzonego eksperymentu z nowym zestawem mRNA odnotowano
najwyzszy poziom ekspresji biatka Fluc dla wariantu A!'' we wszystkich czterech badanych liniach
komoérkowych (A549, HEK293T, Hep G2 i JAWS II), co potwierdza wyjatkowy potencjat tego
wariantu. Zarowno w komoérkach ludzkich, jak i mysich, dla modyfikacji A!! obserwowano ponad
dwukrotnie wyzszg intensywno$¢ sygnatu w porownaniu z referencjami R! oraz R? (Rys. 106). Analiza
poréwnawcza wariantow A2, A®i A!! wykazata wyrazng przewage wariantu A'!. Catkowita ilo$¢ biatka
Fluc dla A? i A® byta mniejsza o $rednio 20-25% w poroéwnaniu do A'!, co wskazuje na kluczowg role
zastosowania gestszego rozmieszczenia tacznikow heteronukleotydowych w sekwencji konca 3’ RNA.
Wariant A®, zawierajacy regularne mononukleotydowe linkery cytozynowe, osiggat stabilne wyniki,
uzyskujac $rednio 1,5-krotnie wyzsze poziomy produkcji biatka wzgledem R!, jednak ich przewaga nad
referencjami byta mniej wyrazna niz w przypadku A'!. Wariant A%, mimo strukturalnego podobienstwa
do A, charakteryzowat si¢ nizszg wydajno$cig, co moze by¢ zwigzane z zastosowaniem linkerow
guaninowych, ktore nie wptywatly tak pozytywnie na dynamike translacji, jak linkery cytozynowe.
Z kolei analiza referencji R3, stosowanej komercyjnie w szczepionkach, wykazala, ze jej poziomy
ekspresji biatka Fluc byly wyzsze niz dla referencji klasycznej R!, ale pozostawaly istotnie nizsze
w poréwnaniu do zmodyfikowanych wariantow, szczegolnie A'! i A® (Rys. 106).
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Rysunek 106 Porownanie pozioméw ekspresji biatka FLuc w czterech roznych liniach komorkowych (4549, HEK293T, HepG?2,
JAWS II) dla referencyjnych wariantow mRNA (R, R3) oraz zmodyfikowanych wariantow (A% AS A"). Statystyczna istotnosé
roznic w ekspresji biatka zaznaczona za pomocq testu jednoczynnikowej analizy wariancji (One-way ANOVA) z oznaczeniem
poziomow istotnosci: *p < 0,05; **p < 0,01; ***p < 0,001
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Wyniki te podkreslaja ograniczenia obecnie stosowanych rozwigzan opartych na
standardowych ogonach poli(A). Wszystkie zmodyfikowane warianty (A%, A%, A'") wykazywatly wyzszg
efektywno$¢ niz referencje, co jednoznacznie wskazuje na trend, ze wprowadzenie
heteronukleotydowych linkerow do sekwencji konca 3> mRNA poprawia wydajnos¢ translacji.
Zastosowanie gestszego rozmieszczenia tgcznikow, jak w przypadku A'', dodatkowo zwieksza
wydajno$¢ translacji, co czyni ten wariant najbardziej obiecujacym kandydatem do dalszych badan.
Analiza statystyczna potwierdzita istotno$¢ zaobserwowanych réznic miedzy zmodyfikowanymi
wariantami, a referencjg R' (p < 0,01). Na podstawie uzyskanych wynikow wariant A'' dofaczyt do
grona modyfikowanych sekwencji 3'-koncowych o najwyzszym potencjale terapeutycznym (AS, A8,
A®), dla ktorych kontynuowano badania.

Opisane od tej pory modyfikacje 3'-koncowe zawieraty na koncu 5' regionu poli(A) fragment
sktadajacy si¢ z 30 kolejnych adenin. Ta dlugos¢ byta wystarczajaca, aby zapewnic¢ efektywne wigzanie
biatka PABP, ktore teoretycznie oddziatuje z okoto 27 nukleotydami w tancuchu poliadenylowym.
W trzecim eksperymencie poddano weryfikacji modyfikacje A'® - A7 posiadajace identyczng liczbe
adenin w kazdym fragmencie, przedzielonym z r6zng czestoscia przez mononukleotydowe linkery
cytozynowe (Rys. 92). Badanie ponownie przeprowadzono na czterech liniach komoérkowych,
syntezujac i oczyszczajac wszystkie mRNA Fluc w analogiczny sposob. Referencje stanowit klasyczny
ogon Ay (R'), a za dodatkowe punkty odniesienia postuzyly najbardziej podobne, sprawdzone
wczesniej warianty A® oraz A''. Molekuly mRNA wykorzystano do transfekcji komorek wszystkich
linii, a detekcje przeprowadzono z wykorzystaniem chemiluminescencji, analogicznie do
wezesniejszych eksperymentow. Wynik zaprezentowano za pomoca wykreséw obrazujacych catkowity
poziom biatka Fluc uzyskany dla danej modyfikacji w postaci obliczonego pola powierzchni pod krzywa
funkcji intensywnosci sygnatu od czasu (AUC - ang. area under curve). Elektroforegram dla badanych
mRNA, $wiadczacy o wysokiej czystosci analizowanych probek oraz przyktadowy chromatogram
z oczyszczania preparatdw mRNA na HPLC przedstawiono ponizej (Rys. 107).
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Rysunek 107 Analiza czystosci produktow mRNA za pomocq elektroforegramu (A) oraz chromatogramu RP-HPLC (B) dla
wariantéw modyfikacji 3'-terminalnych (A5, A'l, A3, A" A5, A5, A7) w poréwnaniu do referencyjnego ogona poli(A)
o dtugosci 90 adenin (R1)

Warianty A", A", A, A'® i A7 charakteryzujace si¢ identyczng liczba adenin w kazdym
motywie (bez kluczowego fragmentu 30 kolejnych adenin od konica 5' ogona poli(A)) wykazywaty
poziomy ekspresji biatka zblizone lub nieznacznie wyzsze w poréwnaniu do klasycznego ogona Ao
(Rys. 108). Wariant A'> skladal si¢ z 9 powtérzeh motywu A, przedzielonych tgcznikami
cytozynowymi, co dawalo tgczng dtugos¢ 120 nt. Wariant A'* zbudowano z 7 powtdrzen motywu Ajs,
rowniez przedzielonych tacznikami cytozynowymi, co skutkowato sumaryczng dlugoscig 125.
Podobnie wariant A'® zawierat 6 powtérzeh motywu A s z Iacznikami cytozynowymi, osiggajac dhugosé
125 nt. Wariant A'S, sktadajacy si¢ z 5 powtorzen motywu A'7, takze wykorzystat taczniki cytozynowe
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i miat dhugo$¢ 125 nt. Wariant A'” oparto na 4 powtorzeniach motywu A20 z facznikami cytozynowymi,
co dato sumaryczng dtugos¢ 125 nt. Wprowadzone modyfikacje nie tylko zmniejszyty liczbe adenin
w ogonie poli(A), ale takze wplynety na jego calkowita dlugo§€. W porownaniu z najbardziej
zblizonymi wariantami zawierajagcymi kluczowy motyw 30 kolejnych adenin (A® i A''), warianty te
wykazywaly istotnie nizsze poziomy ekspresji biatka, mimo ze ich aktywno$¢ biologiczna pozostawata
stosunkowo wysoka. Odkrycie, ze nawet silnie zmodyfikowane sekwencje 3'-koncowe, takie jak A'®
i A zawierajgce heteronukleotyd co 10 lub 13 adenin, zachowujg wysokg aktywno$¢ translacyjna, jest
nieoczekiwane w oparciu o obecng wiedze¢ na temat interakcji PABP z poli(A). Ostatnie badania
wykazaty, ze modyfikacje fragmentow oligoadeninowych heteronukleotydami, takimi jak guanina,
obnizaja powinowactwo do biatka PABP, co sugerowato, ze takie modyfikacje ogona poli(A) moglyby
negatywnie wptywac na aktywno$¢ translacyjng mRNA.**' W zwigzku z tym wigkszo$¢ nowoczesnych
technologii modyfikacji ogona poli(A) koncentrowata si¢ na zmianach w obrebie samego konca 3’ lub
na wstawianiu pojedynczych heterosekwencji w ogon poli(A), jak ma to miejsce w szczepionce
Comirnaty Pfizer-BioNTech BNT162b2 przeciwko COVID-19.32%334371 Wyniki moich badan pokazaty
jednak, ze geste umieszczanie heteronukleotydow nie tylko nie ostabia aktywnosci translacyjnej mRNA,
ale wrecz ja zwicksza. Tak silnie zmodyfikowane sekwencje 3'-koncowe tacza dwie kluczowe cechy
pozadane w kontekscie terapeutycznego mRNA: wigksza stabilno$¢ plazmidowego DNA kodujacego
te czasteczki oraz wysoka aktywnos¢ translacyjng mRNA.
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Rysunek 108 Porownanie catkowitej ilosci biatka Fluc (AUC) wyprodukowanego w czasie 72 godzin w czterech liniach
komérkowych (A549, HEK293T, HepG2, JAWSII) dla zmodyfikowanych wariantéw 3'-terminalnych (A5, A, A3-A") oraz
referencji R'

Na uwage zashuguje obserwacja, ze najwyzsze poziomy ekspresji bialka w komorkach
odnotowano dla modyfikacji zawierajacych motyw z kluczowym fragmentem 30 kolejnych adenin na
poczatku sekwencji 3'-koncowej (A%, A%, A'!). Natomiast warianty o podobnej dtugos$ci, ale pozbawione
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tego kluczowego fragmentu (A'* — A'") wykazywaly znacznie nizszg wydajno$¢ ekspresji biatka
(Rys.108). Prawie dwukrotnie nizsza aktywno$¢ lucyferazy dla wariantow mRNA pozbawionych
nieprzerwanego fragmentu adeninowego (A'* — A7) w poréwnaniu z najbardziej podobng modyfikacja
zawierajgcg ten motyw (A!') sugeruje, ze 5'-koncowa cze$¢ ogona poli(A) odgrywa krytyczng role
w wydajnej translacji. Moze to wskazywacé, ze wigzanie pierwszego biatka PABPC z ogonem poli(A)
mRNA jest szczegélnie wazne dla inicjacji translacji lub stabilnosci mRNA. Czgstotliwo$¢
wystepowania tacznikéw w dalszej czesci sekwencji 3'-koncowej po kluczowym fragmencie 30 adenin
na koncu 5' nie wplywa tak znaczaco na aktywno$¢ translacyjng mRNA, pozwalajac na wigksza
elastyczno$¢ w doborze dtugosci kolejnych fragmentéw adeninowych. Na podstawie powyzszych badan
stwierdzono, ze najlepszy efekt biologiczny na poziomie linii komdérkowych mozna uzyskaé, taczac
kluczowy fragment 30 adenin na poczatku ogona poli(A) z kolejnymi motywami o dtugosci 15 - 30
adenin, oddzielonymi pojedynczymi heteronukleotydami cytozynowymi.

7.3 Analiza Western blot dla zmodyfikowanych 3-koncowych mRNA

Preparaty mRNA ze zmodyfikowanymi sekwencjami 3’-koncowymi poddano roéwniez
badaniom w komoérkach mysich makrofagéw uzyskiwanych ze szpiku kostnego BMDM (ang. bone
marrow -derived macrophage), ktorych izolacje przeprowadzit dr Seweryn Mroczek (IIMCB).
Uzyskane mysie makrofagi poddano transfekcji wszystkimi zmodyfikowanymi mRNA i po 24
godzinach inkubacji przeprowadzono jakosciowa analiz¢ obecnosci biatek reporterowych Fluc
i mKate2 PEST przy uzyciu techniki Western blot, jak opisano w cze$ci eksperymentalnej. Wykonano
trzy niezalezne powtorzenia biologiczne, ktore wykazaty obecno$¢ Fluc we wszystkich badanych
modyfikacjach z wyjatkiem R - zawierajacej strukture G-kwadrupleksu (Rys. 109).
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Rysunek 109 Analiza Western blot przedstawiajgca poziomy ekspresji biatek Fluc (biol. 1, biol.2, biol.3) oraz mKate2
w makrofagach transfekowanych réznymi mRNA (R, R? R* A? A3 A* R’ AS A% A° A'°). Membrang wybarwiono
przeciwciatami przeciwko biatkom Fluc, mKate2, a-tubulinie oraz DBCI. Barwienie Ponceau S zostato wykorzystane jako
kontrola zatadunku w celu potwierdzenia rownego natozenia biatek w poszczegolnych sciezkach

Intensywno$¢ sygnatu chemiluminescencji we wszystkich powtorzeniach byta znacznie wyzsza
dla wigkszosci zmodyfikowanych sekwencji 3'-koncowych ~ w poréwnaniu do sekwencji
referencyjnych. Podobne rezultaty uzyskano dla biatka mKate2 PEST, ktore rowniez byto wykrywane
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we wszystkich badanych modyfikacjach z wylaczeniem R®. Wysoka intensywno$¢ prazkéw moze
swiadczy¢ o efektywnej ekspresji obu biatek reporterowych w badanych makrofagach, ktére odgrywaja
kluczowa role w funkcjonowaniu uktadu odpornosciowego. Skuteczne wykrywanie bialek Fluc
i mKate2 za pomoca specyficznych przeciwciat przy uzyciu techniki Western blot potwierdza poprawng
ekspresje oraz prawidtowe faldowanie tych biatek w komodrkach makrofagéw. To z kolei dostarcza
kolejnych przestanek §wiadczacych o efektywnosci tworzonych przez nas narzedzi molekularnych
mRNA, ktorych funkcjonowanie w komodrkach odpornosciowych ma szczegdlne znaczenie dla
opracowania terapii lecznicze;j.

7.4 Funkcjonalna charakterystyka zmodyfikowanych 3'-koncowych mRNA in vivo w modelu
mysim
Dzigki wspotpracy z Grupg Badawczg Zaktadu Immunologii WUM realizowang w obrebie
projektu WIB HERO (Sie¢ Badawcza tukasiewicz) mozliwe bylo wykonanie badan dla najbardziej
perspektywicznych, modyfikowanych sekwencji 3’-koncowych w modelu mysim. Badania in vivo
przygotowanych przeze mnie mRNA-LNP zostaly wykonane przez dr Zofi¢ Pilch (WUM).
Eksperymenty rozpoczgto od standardowej syntezy i oczyszczania mRNA kodujacych lucyferazg (Fluc)
z wybranymi wariantami ogonow poli(A). Po pozytywnej ocenie jako$ci, preparaty mRNA poddano
procesowi formulacji, tworzac nanoczasteczki lipidowe (LNPs), w ktorych mRNA zostato zamknigte.
Nastepnie LNPs z mRNA ze zmodyfikowanymi sekwencjami 3’-terminalnymi podawano dozylnie
myszom szczepu BALB/c. Kazdej myszy podawano po 10 ug mRNA w postaci LNP. Catkowity sygnat
bioluminescencji ciata rejestrowano przyzyciowo po 4, 8 i 16 lub 24 godzinach od momentu podania
mRNA za pomocg systemu obrazowania IVISSpectrum (Perkin-Elmer). Przed obrazowaniem myszom
podawano dootrzewnowo substrat, lucyferyng, w ilosci 150 mg na kilogram masy zwierzecia, a po
5 minutach inkubacji przystepowano do bioluminescencyjnego obrazowania przyzyciowego, schemat
eksperymentu przedstawiono ponizej (Rys. 110). Uzyskane dane, szczegdlowo opisane w nastgpnych
podrozdziatach, przedstawiano w postaci dwuwymiarowych zdje¢ obrazowanych myszy w kolorowym
spektrum intensywno$ci sygnatu oraz w postaci wykreséw catoSciowej bioluminescencji dla danej
modyfikacji, oznaczanej jako FLux.
Rysunek 110  Schemat  badania
poziomu biatka FLuc in vivo. Dozylne
podanie nanoczqsteczek lipidowych

(l) 497“"“'1 I 24 godziny (LNPs) zawierajgcych mRNA
f y T I  —oosone e } kodujgce lucyferaze (Fluc) myszom

- Pomiar sygnatu S . "
)\ Rl sinlp s OO szczepu BALB/c (10 ug w 200 /1[).' Po
( podaniu  przeprowadzono pomiary
’ ~ sygnatu bioluminescencyj-nego

w wybranych punktach czasowych (po
Dozylne podanie LNPs-mRNA 4 1 24 godzinach) z wykorzystaniem
(10aw. 20040 obrazowania przezyciowego.
Obrazowanie wykonano 5 minut po
dootrzewnowym podaniu substratu —

Bioluminescencyjne obrazowanie\ lucyferyny (150 mg/kg)

przezyciowe

Schemat badania poziomu biatka FLuc in vivo

Obrazowanie po 5 minutach od
podania substratu

Dootrzewnowe podanie substratu —
lucyferyny (150 mg/kg)
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7.4.1 Badanie poziomow ekspresji biatka Fluc in vivo dla mRNA ze zmodyfikowanymi
sekwencjami 3’-koncowymi w formulacji GeneVoy

Badania funkcjonalne in vivo rozpoczeto od przetestowania dostgpnej metody formulacji
mRNA Fluc dla klasycznej referencji R!' oraz dwoch wariantow modyfikacji: A% oraz AS, ktore
wykazywaly przewage w ilosci uzyskiwanego biatka we wstepnych eksperymentach in vitro. Preparaty
mRNA zsyntezowano i oczyszczono w standardowy sposob, po czym sformutowano w nanoczastki
lipidowe. LNPs sa kulistymi pecherzykami zbudowanymi z przynajmniej jednej dwuwarstwy lipidowej
oraz rdzenia o duzej gestosci elektronowej, w ktorym zjonizowane lipidy kationowe formuja odwrocone
micele wokot kapsutkowanego RNA. Taki sposéb transportu mRNA do wngtrza organizméw zywych
zapewnia znakomita ochrone¢ tych molekut oraz zwigksza ich biodostepnos$¢ poprzez kontrolowanie
rozpuszczalnosci, przepuszczalno$ci, wchianiania i metabolizmu w komorkach docelowych. Z tego
powodu dobdr odpowiedniej mieszanki lipidow do przeprowadzenia formulacji, czyli procesu tworzenia
nanoczastek lipidowych wokdt czasteczek mRNA jest niezwykle wazny w kontekscie tworzenia
skutecznych terapii opartych na kwasach nukleinowych.

Do pierwszego eksperymentu wykorzystano handlowo dostepng mieszanke lipidow GeneVoy
(Precision Nano Systems). Proces formulacji przeprowadzono z wykorzystaniem urzadzenia Ignite
(Precision Nano Systems). Czasteczki Fluc mRNA dla wszystkich badanych wariantow potaczono
z mieszaning lipidow GeneVoy za posrednictwem jednorazowych uktadow mieszalniczych systemu
Ignite, stosujac czterokrotny molowy nadmiar mRNA wzgledem lipidow. Przeptyw mieszanych
roztwordw ustalono na 12 ml / minute, a wyliczony na podstawie sekwencji genu stosunek N/P, czyli
stosunek dodatnio natadowanych grup aminowych polimeru (N - azot) do ujemnie natladowanych grup
fosforanowych kwasu nukleinowego (P) wynosil 6. Nastepnie zmierzono stgzenie mRNA dla
uzyskanych LNPs za pomoca testu RiboGreen, jak opisano w czgsci eksperymentalnej. Sformutowane
mRNA poddano kontroli jako$ci, sprawdzajacej rozmiar uzyskanych nanoczastek (nm) oraz okreslono
homogenno$¢ probek za pomoca parametru polidyspersyjnosci Pl (ang. polidyspersity index). Do
prawidtowego dziatania nanoczastek lipidowych w organizmach zywych, wskazane jest uzyskanie
rozmiaréw czastek nie wiekszych niz 200 nm, optymalnie 60 - 100 nm. Z kolei uzyskanie parametru PI
ponizej wartosci 0.2 §wiadczy o odpowiednio wysokiej homogennosci badanej probki. Ocene
uzyskanych LNPs przeprowadzit dr Marek Baranowski z wykorzystaniem metody dynamicznego
rozpraszania §wiatta DLS (ang. dynamic light scattering). Metoda DLS umozliwia pomiar fluktuacji
intensywnosci rozporoszonego $wiatta, spowodowanych chaotycznymi ruchami czastek w roztworze
(ruchy Browna). Analiza oparta jest na zalezno$ciach wielkosci czgstek oraz szybkosci fluktuacji. Na
podstawie otrzymanych wzoréw rozproszonego $wiatla, DLS oblicza hydrodynamiczny rozktad
wielko$ci nanoczastek w roztworze. Elektroforegram dla probek mRNA po etapie oczyszczania,
wskazujacy wysoka jako$¢ wszystkich preparatow oraz przyktadowe wyniki DLS dla badanych mRNA
przedstawiono ponizej (Rys. 111). Dla wszystkich trzech modyfikacji uzyskano zblizone rozmiary
nanoczastek, wynoszace okoto 95-97 nm, co wskazuje na duzg powtarzalno$¢ procesu ich tworzenia.
Parametry polidyspersyjnosci (PI) dla wszystkich badanych mRNA nie przekraczaty wartosci P1=0,1,
co $wiadczy o wysokiej czystosci i homogennos$ci otrzymanych lipidowych nanoczastek. Tak niskie
wartosci PI potwierdzajg jednorodny rozktad wielkosci czastek, co jest kluczowym wskaznikiem jakosci
nanoczastek. Co wigcej, uzyskane parametry byly na tyle zblizone, Ze ewentualne rdznice
w obserwowanej aktywnosci biologicznej mRNA mozna z duza pewno$cig przypisaé rdéznicom
w strukturze RNA, a nie odmienno$ciom w jako$ci otrzymanych LNPs. Wynik ten dodatkowo podkresla
precyzj¢ zastosowanej metody enkapsulacji oraz umozliwia rzetelng ocen¢ wptywu modyfikacji RNA
na aktywnos$¢ biologiczng, eliminujgc potencjalny wplyw zmiennych zwigzanych z whasciwosciami
fizykochemicznymi nanoczastek.
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Rozktad rozmiaru nanoczastek wedtug intensywnosci
wahan czasowych
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Rysunek 111 A) Analiza czystosci preparatow mRNA na elektroforegramie oraz B) analiza rozktadu rozmiaru nanoczgsteczek
lipidowych (LNPs) zawierajqcych Fluc mRNA dla wariantow A% A°i R', na podstawie intensywnosci wahan czasowych metodg
DLS. Parametr Z-srednia odnosi si¢ do szacowanej wielkosci nanoczgstek lipidowych (nm). Indeks polidyspersyjnosci (PI)
wskazuje na poziom heterogennosci badanych nanoczgsteczek, ktory w tym wypadku byl niski, co sSwiadczy o wysokiej czystosci
probek

Preparaty LNPs-mRNA zostaly nastepnie podane myszom dozylnie. Dla kazdego wariantu
mRNA zastosowano pi¢¢ zwierzat, aby zapewni¢ odpowiednia reprezentatywnos$¢ wynikow.
Obrazowanie przyzyciowe przeprowadzono po 4 i 24 godzinach od podania (Rys. 112). Analiza
uzyskanych wynikow wykazata wyrazne sygnaly bioluminescencji zarowno dla mRNA z klasycznym
ogonem Ag (R"), jak i dla obu badanych mRNA ze zmodyfikowanymi sekwencjami 3’-koficowymi (A?
i A%). Wyniki te potwierdzity skuteczno$¢ opracowanego mRNA pod wzgledem zastosowanych metod
syntezy, oczyszczania i formulacji oraz zweryfikowato technologi¢ podawania i przyzyciowej detekcji
sygnatu w modelu mysim. Intensywnosci sygnatow uzyskane po 4 godzinach od podania wskazywaty
na dwukrotng przewage ilosci produkowanego biatka Fluc dla modyfikacji A® wzgledem zaréwno
referencji R' jak i wariantu A? (Rys. 112). Jednak w drugim punkcie pomiarowym, po dobie od podania,
intensywnos¢ sygnalow wielokrotnie zmalata, a trendy odwrocily si¢, wskazujac na najwyzszy poziom
bialka dla referencyjnego R' mRNA. Wynik ten byt zaskakujgcy i skfonit nas do przeprowadzenia
kolejnych pomiaréw uwzgledniajacych dodatkowe punkty pomiarowe i z wykorzystaniem innych
formulacji mRNA.
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Rysunek 112 A) Porownanie poziomow catkowitej luminescencji (Fluc) w modelu mysim po 4 i 24 godzinach od podania LNPs-
mRNA  zawierajgcych zmodyfikowane sekwencje 3'-terminalne (4% A oraz referencyjne R'. B) Obrazowanie
bioluminescencyjne przyzyciowe u myszy (rozktad sygnatu w badanych punktach czasowych)
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7.4.2 Badanie poziomow ekspresji biatka Fluc in vivo dla mRNA ze zmodyfikowanymi
sekwencjami 3’-koncowymi w formulacji SM-102 i MC3

Dobdr odpowiedniej formulacji stanowi jedno z najwigkszych wyzwan zwigzanych
z opracowaniem skutecznych terapii mRNA, poniewaz wiasciwosci lipidowych nanoczastek (LNPs)
bezposrednio wplywaja na stabilnos$¢, efektywno$¢ dostarczania i translacje mRNA. Testowana
pierwotnie mieszanka GeneVoy zostata oceniona pod katem jej zdolnosci enkapsulacji mRNA oraz
efektywnosci translacyjnej. Chociaz GeneVoy zapewniata skuteczng enkapsulacje i1 stabilno$c¢
nanoczastek, dalsze analizy wykazaty ograniczong wydajno$¢ translacyjng enkapsulowanego mRNA,
co mogto wynika¢ z charakterystyki lipidow tej formulacji, w tym interakcji miedzy jej sktadnikami
a mRNA. W zwiagzku z tym, w kolejnych badaniach zdecydowano si¢ zastosowac alternatywne
mieszanki lipidowe, SM-102 (Moderna) oraz MC3 (BroadPharm), ktore sg szeroko stosowane i dobrze
udokumentowane w kontekscie skutecznego dostarczania mRNA. Do eksperymentu przygotowano
mRNA Fluc dla referencji R' i R® oraz dwoch modyfikowanych sekwencji 3°-koncowych o najwyzszym
potencjale terapeutycznym, czyli A® i A!. Molekuly mRNA zsyntezowano i 0czyszczono
w standardowy sposob, a nastgpnie preparaty poddano formulacji z dwoma zestawami lipidow: SM-102
oraz MC3 w urzadzeniu Ignite. Dla obu mieszanin lipidow wykorzystano identyczne warunki i stezenia
procesu enkapsulacji mRNA, stosujac czterokrotnie wyzsze stezenie masowe mRNA wzgledem
lipidow, stosunek N/P=6, a przeptyw przez uklad mieszalniczy systemu Ignite wynosit 12 ml na minute.
Gotowe preparaty LNPs-mRNA poddano testowi RiboGreen w celu okreSlenia stezenia
sformutowanego mRNA oraz oceniono jako$¢ powstatych nanoczastek z wykorzystaniem DLS.
Elektroforegram dla uzyskanych probek mRNA po oczyszczaniu oraz przyktadowe wyniki dla LNPs
formulacji SM-102 oraz MC3 przedstawiono ponizej (Rys. 113).
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Rysunek 113 Analiza wielkosci i rozktadu nanoczgsteczek lipidowych (LNPs) zawierajgcych mRNA z sekwencjami
3"-terminalnymi (A%, A") oraz referencyjnymi (R', R°). A) Elektroforegram oraz B) chromatogram RP-HPLC po oczyszczaniu
preparatow mRNA. C) Rozkiad wielkoSci nanoczgsteczek wyznaczony na podstawie intensywnosSci wahan czasowych oraz
wartosci Z-srednich i indeksu polidyspersyjnosci (Pl) dla kazdego wariantu mRNA wyznaczone za pomocq metody DLS

Metoda DLS umozliwila precyzyjne okreSlenie rozmiaré6w nanoczastek dla wszystkich
badanych probek obu formulacji. LNPs w formulacji SM-102 charakteryzowaly si¢ rozmiarami

w zakresie 95 — 97 nm dla wszystkich czterech probek, co pokrywa si¢ z rozmiarami nanoczgstek
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uzyskanymi dla formulacji GeneVoy. Ocena polidyspersyjnosci wskazata dla wszystkich 4 wariantow
warto$ci ponizej 0.2, co §wiadczy o homogennos$ci badanych preparatow. Formulacja MC3 skutkowata
uzyskaniem nieco mniejszych rozmiarow nanoczastek lipidowych o $rednim rozmiarze okoto 85 nm.
Wartosci wspotczynnika polidyspersyjnosci dla probek MC3 réwniez nie przekraczaty poziomu 0.2, co
dowodzi homogennosci catego zestawu preparatow uzyskanych dla obu testowanych formulacji.
Ogo6lnym wnioskiem ptynacym z tych analiz jest fakt, iz zastosowany system Ignite umozliwit
uzyskiwanie wysokiej jakosci LNPs niezaleznie od uzytej mieszanki lipidowej. Pozwolito to na
precyzyjne okreslanie roznic pomiedzy konkretnymi rozwigzaniami bez obaw o bledy wynikajace
z jako$ci poszczegdlnych roztworow lipidow.

Nanoczastki lipidowe dla wszystkich badanych wariantéw w obu formacjach zostaly nastepnie
podane myszom. Kazda grupa liczyla 4 zwierzeta. Przyzyciowe obrazowanie bioluminescencji
prowadzono w punktach czasowych po 4, 8, 12 i 24 godzinach od momentu dozylnego podania mRNA.
Uzyskane rezultaty przedstawialy wyrazne sygnaty bioluminescencji dla formulacji SM-102 oraz MC3
we wszystkich badanych wariantach z wytgczeniem referencji R® dla mieszanki MC3 (Rys. 114). Brak
sygnatu dla tej konkretnej proby byt najprawdopodobniej spowodowany btedami w trakcie dozylnego
podawania mRNA do badanych myszy. Wykorzystanie bocznej zyly ogonowej do wprowadzania
mRNA niesie ze soba ryzyko wystgpienia peknigcia naczynia, zwigzanego z delikatnym charakterem
tych struktur. Z tego tez powodu wariant R> w formulacji MC3 zostal wylaczony z analizy
porownawczej wynikow dla tego eksperymentu. Warianty mRNA w formulacji SM-102
charakteryzowaly si¢ wyzszymi sygnatami w poréwnaniu z preparatami w formulacji MC3. Czasteczki
mRNA ze zmodyfikowanymi sekwencjami 3’-koficowymi wykazywaly znaczaco wyzsze poziomy
ekspresji bialka Fluc w pordwnaniu z referencyjnym R!. W szczegdlnosci wariant Al'sm.ion
charakteryzowal si¢ bardzo wysokim poziomem bioluminescencji we wszystkich badanych punktach
czasowych, co przetozylo si¢ na znaczaca przewage w catkowitym sygnale uzyskanym dla tej
modyfikacji wzgledem obu referencji (Rys. 114).
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Rysunek 114 Analiza bioluminescencyjna poziomu biatka FLuc w modelu myszy BALB/c dla LNPs zawierajgcych mRNA
z modyfikowanymi sekwencjami 3'-terminalnymi (A% A"') oraz referencyjnymi (R', R?). A) Obrazy luminescencji 4 godziny po
podaniu formulacji SM-102 i MC3. B) Analiza zmian catkowitego sygnatu luminescencyjnego w czasie dla formulacji SM-102
i MC3. C) Analiza statystyczna wynikow dla formulacji SM-102 po 4 godzinach od podania, z uwzglednieniem poziomu
istotnosci p < 0.05 dla porownywanych wariantow mRNA
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Wariant ASsw.102 oraz referencyjny R sm.102 uzyskaly bardzo zblizone rezultaty, utrzymujac
jednak znaczgcg przewage w ilosci bialka Fluc wzgledem klasycznego ogona poli(A)- R! sm-102. Wyniki
uzyskane dla formulacji MC3 byly poréwnywalne z danymi dla formulacji SM-102. Warianty A''yics
oraz A®wcs wykazywaly znaczacg przewage w intensywno$ci bioluminescencji wzgledem
referencyjnego R'mcs. Jednak w punkcie czasowym po 24 godzinach od podania, sygnat dla A''ycs
zrownat sie z sygnatem dla R'umcs, z kolei modyfikacja Awvcs utrzymata wyzsze warto$ci do konca
trwania eksperymentu. Ze wzgledu na réznice w intensywnosci sygnatu, zastosowano inne zakresy skali
spektrum koloréw do wizualizacji dwuwymiarowych obrazéw myszy w formulacji SM-102 i MC3
(Rys. 114). Analiza statystyczna potwierdzita istotno$¢ roéznic w catkowitym sygnale bioluminescencji
uzyskanym dla modyfikowanych sekwencji 3’-koncowych A® sy i A'' smi2, wzgledem
referencyjnego R'sm.102. Przewaga w intensywnosci bioluminescencji dla wariantow w formulacji SM-
102 sktonita nas do dalszych prac z ta mieszanka lipidow i uzyskania wigkszej ilosci danych dla
modyfikowanych sekwencji 3’-koncowych w tego rodzaju nanoczastkach lipidowych.

W celu weryfikacji danych uzyskanych dla formulacji SM-102 oraz MC3 postanowiono
przygotowa¢ kolejne powtorzenie eksperymentu in vivo dla obu tych mieszanek lipidow. Zestaw
testowanych wariantow nie ulegt zmianie, kolejny raz badano dwie referencje R' i R® oraz dwie
modyfikacje A i A!'. Czgsteczki mRNA zsyntezowano, oczyszczono i sformutowano w analogiczny
sposob wzgledem poprzednich testow, ponownie uzyskujac zadawalajace rezultaty dotyczace jako$ci
wszystkich wykonanych preparatoéw. LNPs-mRNA podano myszom, a kazda z grup liczyla cztery
zwierzgta. Obrazowanie wykonano po 4, 8 i 12 godzinach od momentu podania mRNA. Na podstawie
uzyskanych wynikéw stwierdzono obecnos¢ wyraznych sygnatéw dla wszystkich modyfikacji w obu
formacjach (Rys. 115). Tym razem wariant R3yvc; wykazywal prawidlowy mechanizm dostarczania
mRNA (LNPs) i translacji, a wyniki ekspres;ji biatka Fluc uzyskane dla tej referencji byly najwyzsze dla
catego zestawu formulacji MC3. Modyfikacje A®vcs i Al'mes wykazywaly wyzsze sygnaty wzgledem
referencyjnego Rlycs, cho¢ w pozniejszych punktach czasowych roznice miedzy Al'mcs, a Rlwmes
zupehie zanikty. Wynikato to z bardzo stabilnego sygnatu uzyskanego dla R'yics, ktory tylko
nieznacznie spadat z czasem. Najwyzsze catkowite warto$ci intensywnosci bioluminescencji ponownie
uzyskano dla modyfikowanych sekwencji 3’-koncowych w formulacji SM-102 (Rys. 115).

Modyfikacje 3’-koncowe w formulacji SM-102 i MC3
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Rysunek 115 Porownanie catkowitego flux dla modyfikacji 3'"-koncowych w formulacjach SM-102 i MC3. Wykres po lewej
przedstawia dynamike zmian catkowitego flux dla wariantéw mRNA (R!, R3, A5, A') w obydwu formulacjach. Wykresy po
prawej pokazujq szczegétowe poréwnania ekspresji dla kazdego wariantu wzgledem R', w zaleznosci od formulacji, w punktach
czasowych 4, 8 i 16 godzin po podaniu LNPs-mRNA
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Warianty ASsm.102 1 A''smoi02 charakteryzowaly sie znaczgco wyzszym poziomem produkcji
biatka Fluc w pordwnaniu z R'sm-102 po 4 godzinach od podania mRNA. Trend ten odwrdcit si¢ jednak
w pozniejszych punktach pomiarowych, w ktorych referencja R sm.100 wykazywata wyzsze sygnaty,
a klasyczny wariant R'sm-100 ponownie utrzymywat stabilny poziom ekspresji biatka Fluc. Uzyskane
dane potwierdzily przewage w catkowitym sygnale bioluminescencji biatka Fluc, uzyskiwang dla
mRNA ze zmodyfikowanymi sekwencjami 3’-koncowymi w pordwnaniu z klasycznym ogonem
poli(A). Niemniej jednak istniejgce rozbieznosci w obserwowanych zalezno$ciach dla poszczegdlnych
powtdrzen badan in vivo wskazaty na wysoki poziom ztozonosci i skomplikowania technologii mRNA.

7.4.3 Badanie poziomow ekspresji biatka Fluc w organach ex vivo dla mRNA ze
zmodyfikowanymi sekwencjami 3’-koncowymi w formulacji SM-102

Przyzyciowe pomiary bioluminescencji umozliwity wglad w poziom ekspresji biatka
reporterowego Fluc w zywych organizmach, jednak doktadne okreslenie miejsca kumulacji sygnatu,
a wiec lokalizacji czasteczek powstatego biatka nie bylo mozliwe za posrednictwem tej metody.
Terapeutyczne zastosowanie mRNA wymaga precyzyjnego dostarczania czasteczek mRNA do
wybranych organéw, gdzie moga one inicjowac syntezg kluczowych biatek niezbednych dla skutecznej
terapii. R6zne przeznaczenie kuracji leczniczych wymaga efektywnego dziatania mRNA w odmiennych
tkankach i narzadach. Dlatego tez poznanie wptywu zastosowanych modyfikowanych sekwencji 3’-
koncowych na lokalizacj¢ oraz intensywnos$¢ sygnalu od powstalego biatka dla poszczegélnych
organow badanych zwierzat byto niezwykle istotne. W celu przeprowadzenia badania poziomu ekspres;ji
biatka Fluc w organach myszy ex vivo wykorzystano zwierzeta obrazowane w drugim powtorzeniu
biologicznym dla eksperymentu in vivo dla formulacji SM-102. Pomiary ex vivo wykonata dr Zofia
Pilch. Po przeprowadzeniu pierwotnego obrazowania przyzyciowego, myszy poswiecano i izolowano
z nich organy: watroby, $ledziony i trzustki, a nastgpnie same narzady ponownie poddawano
obrazowaniu w tym samym urzadzeniu. Do kazdego punktu pomiarowego wykorzystano 3 zwierzeta,
badajac intensywnos$¢ bioluminescencji organow po 4, 8 i 16 godzinach od momentu podania mRNA.
Wyniki przedstawiono w formie dwuwymiarowych obrazéw z kolorowym spektrum intensywnosci
luminescencji danych organdw oraz w postaci wykresow catkowitego sygnatu luminescencji
uzyskanego dla poszczegolnych wariantow mRNA w narzadach. Schemat badania poziomu biatka Fluc
w narzadach ex vivo przedstawiono ponizej (Rys. 116).

Schemat badania poziomu biatka FLuc in vivo
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_ IR | biatka Fluc w organach ex vivo u myszy po
dozylnym podaniu nanoczqgsteczek

[ T T T T

= Pomiar sygnatu

) w punktach czasowych lipidowych (LNPs) z zamknietym mRNA
(\ \ / kodujgcym  lucyferaze  (Fluc). Myszom
szczepu BALB/c podano dozylnie LNPs-
mRNA (10 ug w 200 ul), po czym
przeprowadzono bioluminescencyjne

obrazowanie przezZyciowe w  okreslonych
punktach czasowych (4 godziny i 16 godzin

Dozylne podanie LNPs-mRNA
(10 pg w 200 pl)

P x s po podaniu). Po 5 minutach od

Bioluminescencyjne obrazowanie i
przezyciowe dootrzewnowego podania substratu
lucyferyny (150 mg/kg), dokonano kolejnego

Obrazowanie po 5 minutach od i .
podania substratu obrazowania w celu detekcji

bioluminescencji w zywych organizmach.

Nastepnie  myszy  poddano  eutanazji,

a izolowane organy (wgtroba, Sledziona,

trzustka) poddano obrazowaniu ex vivo

Dootrzewnowe podanie substratu— w celu oceny lokalnej ekspresji biatka Fluc
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Efektywna detekcja sygnatu luminescencji z wngtrza zwierzat jest znaczaco utrudniona przez
grubg warstwe materii organicznej (ciata), ktora $wiatto musi pokonaé, aby zostalo wykryte.
W przypadku sygnatéw o niskiej intensywnosci wykorzystane obrazowania przyzyciowego nie
wystarcza do wykrycia obecnosci lucyferazy w badanych tkankach. Obrazowanie konkretnych
narzadéw umozliwia dokladniejsze okreslanie poziomow ekspresji w konkretnych strukturach.
W naszym przypadku badano watroby, §ledziony oraz trzustki myszy. Zestaw trzech narzadéw danego
zwierzgcia byt umieszczany na jednej szklanej szalce, a nastepnie obrazowano komplety organow trzech
zwierzat. Analizujac uzyskane wyniki obserwowano wyrazne sygnaly luminescencji w badanych
watrobach oraz $ledzionach dla wszystkich testowanych modyfikacji (Rys. 117). Intensywnosci
sygnatéw w watrobach byty wyzsze niz w innych narzadach. Zaréwno warianty ze modyfikowanymi
sekwencjami 3’-koncowymi ASsyi02 i Al'smoioo, jak i referencja Rsw.i02 znaczgco przewyzszaly
klasyczny R'sm-10o w ilo$ci biatka Fluc w watrobie. Podobny efekt obserwowano w $ledzionach,
w ktorych pomimo generalnie nizszych odczytow luminescencji, modyfikacje ASsm-102, Al'sm-102, jak
i referencja Rswm.102 charakteryzowaly sie¢ wyzszymi sygnatami luminescencji w porownaniu z R 'su.102.
Na uwage zastuguje wariant A''sy.102, ktory pomimo niskich wartos$ci uzyskanych w tym powtorzeniu
dla catkowitych odczytow bioluminescencji przyzyciowych, wykazywat najwyzsze ilosci biatka Fluc w
$ledzionach badanych myszy (Rys.117). Moze to $wiadczy¢ o dodatkowej przewadze gestego
rozmieszczenia heteronukleotydowych tagcznikéw w sekwencji ogona poli(A) mRNA modyfikowanych
sekwencji 3’-koncowych na efektywng ekspresje pozadanych biatek w sledzionie.

A Poziom biatka ex vivo dla watroby i sledziony
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Rysunek 117 Poziom biatka Fluc ex vivo w wqtrobie i sledzionie u myszy po 4 godzinach od dozylnego podania LNPs-mRNA
z roznymi modyfikacjami 3'-terminalnymi (R, R, A% A"). A) Rozkiad bioluminescencji w wyizolowanych organach (wqtroba,
Sledziona, trzustka). Obrazy umozliwiajq wizualng oceng poziomu biatka Fluc w badanych tkankach. B) Wykresy zmiany
catkowitej luminescencji (Flux) w czasie dla wqtroby i sledziony w roznych punktach czasowych (4, 8 i 16 godzin),
umozliwiajgce porownanie dynamiki ekspresji biatka Fluc w zaleznosci od zastosowanych wariantow mRNA
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Sygnaty luminescencji uzyskane dla trzustek byty zbyt niskie, aby mozliwe bylo wspolne
obrazowanie tych organdow z watrobami oraz $ledzionami. Z tego powodu powtdrzono pomiary dla
wylacznie tych narzaddéw, ukladajac wszystkie trzy trzustki dla danego wariantu mRNA na jednym
szkietku Analizujac uzyskane dane, odnotowano sygnaly luminescencji dla kazdego z badanych
organow (Rys. 118). Pomimo niskich warto$ci luminescencji, biatko Fluc powstawato we wszystkich
badanych trzustkach, cho¢ sygnal nie pochodzit z calej powierzchni narzadéw i w wigkszoSci
kumulowat si¢ w obrebie jedynie cze$ci organu. Na podstawie catkowitego sygnalu luminescencji
okreslono poziom biatka Fluc w tych narzadach, ktory byt zblizony dla wszystkich badanych wariantow.
Zarowno referencje Rlsmioz i RPsmoi2, jak 1 warianty ze zmodyfikowanymi sekwencjami
3’-terminalnymi, Asm.102 1 A''smei02, wykazywaty porownywalng ilo$¢ biatka Fluc w trzustkach.
Uwzgledniajac obliczone odchylenia, nie odnotowano istotnych réznic. Wyniki te sugeruja, ze
zastosowane modyfikacje nie mialy wplywu na poziom ekspresji biatka reporterowego Fluc
w trzustkach badanych zwierzat. Jest to rowniez bardzo wazna informacja w kontekscie terapeutycznego
wykorzystania narzedzi mRNA do leczenia chorob. Powyzsze dane sugeruja, ze zastosowanie badanych
modyfikacji nukleotydowych w obrebie ogona poli(A) czasteczek mRNA moze nie przynie$¢ znaczacej
przewagi wzgledem klasycznych rozwigzan w kontekscie terapii celowanej w komorki trzustki pacjenta.
Jednakze, bez doktadnej wiedzy na temat ilosci mRNA dostarczonego do poszczegdlnych komorek,
wniosek ten nalezy traktowac ostroznie i wymaga on dalszej weryfikacji eksperymentalne;j.
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Rysunek 118 Poziom biatka Fluc ex vivo w trzustce po 4 godzinach od podania LNPs-mRNA z roznymi wariantami sekwencji
3 -terminalnych (R'soderna, RModerna, A®Moderna, A Moderna). Obrazy luminescencyjne ukazujq sygnalt z trzustek badanych myszy,
a ponizszy wykres przedstawia catkowity flux dla roznych wariantow mRNA. Wyniki wskazujq na porownywalny poziom
ekspresji biatka Fluc we wszystkich analizowanych wariantach, co sugeruje brak istotnych roznic w poziomie ekspresji biatka
w trzustkach myszy niezaleznie od zastosowanych modyfikacji sekwencji 3'-koncowych
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7.4.4 Analiza poziomow ekspresji biatka hEPO in vivo dla mRNA ze
zmodyfikowanymi sekwencjami 3’-koncowymi w formulacji SM-102

Dotychczas opisane badania in vivo przeprowadzone w ramach projektu koncentrowaly si¢ na
genie lucyferazy (Fluc), ktorego ekspresja byla monitorowana za pomoca pomiaréw luminescencji.
W celu zweryfikowania uzyskanych wynikéw na innym biatku reporterowym, przygotowatem
czasteczki mRNA z wybranymi zmodyfikowanymi sekwencjami poli(A), kodujagcymi ludzka
erytropoetyne (hEPO), ktorej detekcja odbywa sie za pomoca testu immunoenzymatycznego ELISA.
Do eksperymentu wybrano klasyczng referencje R!, wcze$niej badane warianty A°i A!!, a takze wariant
A7, ktory charakteryzowal si¢ najwyzszym poziomem ekspresji biatka in vitro sposrod modyfikacji
z zestawu A - A7, Przygotowano czgsteczki mRNA z wyzej wymienionymi modyfikacjami, stosujgc
wczesniej opisang metodyke. Uzyskane preparaty poddano kontroli jakosci. Elektroforegram oraz
profile oczyszczania RP-HPLC potwierdzily wysoka czystos¢ wszystkich probek (Rys. 119). Nastepnie
sformutowano czasteczki mRNA z lipidami SM-102 przy uzyciu urzadzenia Ignite i zbadano ich
rozmiar oraz homogennos¢. Powstate nanoczastki lipidowe mialy rozmiar w przedziale 64—72 nm, co
oznacza, ze byly nieco mniejsze w poréwnaniu z LNPs uzyskanymi dla Fluc. Nalezy jednak zauwazyc¢,
ze mRNA kodujace hEPO jest niemal dwukrotnie krétsze niz mRNA Fluc, co moglto wplynac¢ na finalny
rozmiar nanoczasteczek. Wspotczynniki polidyspersyjnosci dla kazdej z modyfikacji byty bardzo niskie
(PI<0.1), co wskazuje na wysoka jednorodno$¢ roztworéw badanych nanoczasteczek (Rys. 119).

A C Rozktad rozmiaru nanoczastek wedtug intensywnosci
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Rysunek 119 Analiza wielkosci i rozktadu nanoczgsteczek lipidowych (LNPs) zawierajgcych hEPO mRNA z sekwencjami
3"-terminalnymi (45, A", A7) oraz referencji (R'). A) Elektroforegram oraz B) chromatogram RP-HPLC po oczyszczaniu dla
badanych mRNA. C) Rozkiad wielkosci nanoczgsteczek wyznaczony na podstawie intensywnosci wahan czasowych oraz
wartosci Z-Srednich i indeksu polidyspersyjnosci (Pl) dla kazdego wariantu mRNA, wyznaczone za pomocq metody DLS

Uzyskane LNPs zawierajace hEPO mRNA ze zmodyfikowanymi sekwencjami 3’-koncowymi

(A%, A, A7) oraz referencjg R' podano myszom dozylnie, kazda grupa zawierala 5 zwierzat
(eksperyment in vivo przeprowadzita dr Zofia Pilch). Po 4 i 24 godzinach od podania mRNA, myszom
pobierano krew, z ktdrej przygotowywano surowicg. Surowica ta byta nastgpnie wykorzystywana do
ilosciowego oznaczenia poziomu ludzkiej erytropoetyny (hEPO) za pomoca testu
immunoenzymatycznego ELISA (Rys. 120). W wyniku przeprowadzonych analiz odnotowano
najwyzszy poziom biatka hEPO po 4 godzinach dla wariantu A'!. Ekspresja biatka dla modyfikacji A!
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byla nieznacznie wyzsza w poroéwnaniu do referencji R!, jednak roznice miedzy A i R! nie byly
statystycznie istotne. Po 24 godzinach modyfikacja A!'' nadal wykazywala statystycznie istotng
przewage w produkcji biatka wzgledem kontroli. Co ciekawe, w pdzniejszym punkcie czasowym
rowniez wariant A'7 wykazal istotnie wyzszy poziom ekspresji hREPO w poréwnaniu do R! (Rys. 120).
Wyniki te wskazaly, ze¢ mRNA ze zmodyfikowanymi sekwencjami 3’-koncowymi, szczegdlnie A'!
i A", podniosty poziom produkcji hEPO w modelu mysim w poréwnaniu do klasycznej sekwencji
ogona poli(A) - R!. Efekt ten wzmocnit si¢ w pdzniejszym punkcie czasowym, co dowodzi dluzszej
ekspresji dla zmodyfikowanych mRNA. Przeprowadzony eksperyment potwierdzil rowniez, ze
obserwowane efekty moga mie¢ charakter uniwersalny. Niezaleznie od stosowanego biatka
reporterowego, mRNA zawierajace odpowiednio zmodyfikowane sekwencje 3’-koficowe moga
znaczaco zwigksza¢ ekspresj¢ biatka, co ma istotne znaczenie w kontek$cie zastosowan
terapeutycznych, gdzie dobor konkretnego biatka odgrywa kluczowa role w sukcesie leczenia.
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Rysunek 120 A) Ogélny schemat eksperymentu: mRNA hEPO z niemodyfikowanym poli(4) (R) lub jednym z trzech wariantéw
poli(A) (A%, A", A7) sformutowane z lipidami SM-102 podano dozylnie, a nastepnie pobrano krew po 4 i 24 godzinach.
Poziomy biatka w surowicy krwi okreslono za pomocg testu immunoenzymatycznego ELISA. B) Wykresy przedstawiajgce
poziom hEPO (mU/ml) w surowicy krwi po 4 godzinach i 24 godzinach dla réznych wariantéw mRNA (R', A5, A", A).
Warianty A" i A" wykazywaty znaczqco wyzsze poziomy hEPO w poréwnaniu do referencyjnego R, co zaznaczono istotnosciq
statystyczng (*p < 0.05, **p < 0.01)

7.5 Podsumowanie

W ramach przeprowadzonych badan zaprojektowalem, otrzymatem i przetestowatem 41
roznych konstruktow genetycznych, ktore roznity si¢ sekwencja ogona poli(A) dla trzech kluczowych
biatek reporterowych: lucyferazy Firefly (Fluc), biatka czerwonej fluorescencji mKate2 PEST oraz
ludzkiej erytropoetyny (hEPO). Te konstrukty genetyczne mialy na celu zbadanie, jak rdézne
modyfikacje sekwencji ogona poli(A) wptywaja na stabilnos¢ mRNA, efektywno$¢ translacji
1 wydajno$¢ ekspresji biatek w r6znych uktadach biologicznych. W toku badan zastosowano zaréwno
klasyczne, jak i nowe, zmodyfikowane sekwencje poli(A), ktérych potencjat terapeutyczny oceniano
w roznych systemach biologicznych in vitro oraz w badaniach in vivo na modelu zwierzecym. Na
podstawie wynikéow przeprowadzonych eksperymentéw biochemicznych 1 molekularnych
zidentyfikowatem najbardziej obiecujgce modyfikacje sekwencji 3’-koncowych, ktore moga znalezé
zastosowanie w nowoczesnych terapiach mRNA. Szczegdlnie istotnym odkryciem byta identyfikacja
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kluczowego motywu 30 kolejnych adenin znajdujacych si¢ na 5° koncu ogona poli(A). Modyfikacje,
ktore pozbawione byly tego fragmentu lub posiadaty skrocong wersje tego motywu, wykazywaty
znaczaco nizszg efektywnos¢ translacyjna. Oznacza to, ze ten konkretny fragment sekwencji poli(A)
odgrywa krytyczng role¢ w inicjacji i utrzymaniu translacji biatek z mRNA, co czyni go niecodzownym
elementem do projektowania efektywnych sekwencji ogona poli(A) w aplikacjach terapeutycznych.
Spo$rod szerokiej gamy testowanych modyfikacji, wybrane warianty, takie jak A° A!'' i Al7,
wykazywaly szczegdlnie korzystne wlasciwosci pod wzgledem wydajnosci translacji. Zastosowanie
tych modyfikacji umozliwito nie tylko dluzsza i bardziej stabilng ekspresje biatka, ale réwniez
poprawito stabilnos¢ samych konstruktow plazmidowych na poziomie DNA. Warianty te nie
wykazywaly tendencji do skracania ogona poli(A) podczas amplifikacji, co jest kluczowym aspektem
dla utrzymania funkcjonalnos$ci czasteczek mRNA w dluzszym czasie. Co wigcej, badania in vivo na
modelu mysim, gdzie wprowadzono lipidowe nanoczasteczki (LNP) zawierajace mRNA ze
zmodyfikowanymi sekwencjami poli(A), potwierdzity wyniki uzyskane w testach in vitro. Warianty
mRNA takie jak A!'' wykazywaly wyraznie wyzsze poziomy ekspresji biatek Fluc oraz EPO
w poroéwnaniu z klasycznymi i komercyjnie stosowanymi wariantami sekwencji poli(A), jak R!
(niezmodyfikowany ogon poli(A)). Co istotne, ekspresja biatka utrzymywata sie przez dtuzszy czas, co
jest kluczowym aspektem w kontekscie potencjalnych zastosowan terapeutycznych mRNA, gdzie
pozadana jest dlugotrwata produkcja biatka w organizmie. Ciekawg obserwacja byta wysoka aktywnos¢
translacyjna modyfikowanych sekwencji 3’-koncowych, ktore zawieraly fragmenty adeninowe
z kluczowym motywem 30 kolejnych adenin na 5' koncu ogona poli(A). Warianty takie jak A!!
charakteryzowaty si¢ nie tylko zwiekszona wydajnoscia produkcji biatka, ale takze zapewniaty
stabilno$¢ 1 integralno$¢ molekul mRNA na poziomie komérkowym. Odkrycie to ma istotne znaczenie
dla przysztosci terapii mRNA, w ktorej dhugotrwala i stabilna ekspresja biatek jest kluczowa dla
uzyskania skutecznego efektu terapeutycznego. Nie wszystkie modyfikacje okazaty si¢ korzystne.
Przyktadowo, wprowadzenie struktur takich jak G-kwadrupleks catkowicie zahamowato translacje, co
sugeruje, ze niektore sekwencje moga mie¢ negatywny wplyw na ekspresje biatka, a ich zastosowanie
w terapii mRNA wydaje si¢ bezzasadne. Pozytywne wyniki uzyskane dla modyfikacji takich jak A°
i A" wskazujg jednak, ze optymalizacja struktur sekwencji 3’-koficowych moze by¢ skuteczng strategig
zwigkszania wydajnosci translacji mRNA. Warto w tym kontekscie przywota¢ rozwigzania zastosowane
w szczepionce CVnCoV firmy CureVac®’?. Formula ta opiera si¢ na skroconym ogonie poli(A)
o dtugosci 64 nukleotydow (poli(A)es), ktéremu towarzyszy odcinek 30 nukleotydow cytozynowych
poly(C)so oraz struktura petli histonowej. Takie podejécie umozliwia modulacje stabilnosci i translacji
mRNA dzigki wprowadzeniu réznorodnych elementow strukturalnych. Cho¢ niniejsze badania nie
obejmowaty bezposrednio podobnych rozwigzan, uzyskane wyniki dla A®i A'" wskazujg, ze kontrola
nad strukturg poli(A) i wprowadzenie specyficznych modyfikacji mogg by¢ obiecujaca strategia
optymalizacji terapii mRNA.

Jednym z najciekawszych i zaskakujacych wnioskdéw z przeprowadzonych badan jest jednak to,
ze zadne z testowanych modyfikacji, poza G-kwadrupleksem, nie mialy istotnego wptywu na stabilnosc
mRNA. Wbrew pierwotnym zatozeniom, modyfikacje nie spowolnity procesu deadenylacji, co mogloby
wydluzy¢ czas pottrwania mRNA. Na podstawie dotychczasowej wiedzy o roli poli(A) oczekiwano, ze
wprowadzenie modyfikacji strukturalnych zwigkszy trwatos¢ mRNA, jednak uzyskane wyniki sugeruja,
7ze mechanizmy regulujace stabilno$¢ i degradacjc mRNA sg bardziej ztozone, niz pierwotnie
przypuszczano. Fakt ten podkresla, jak wiele pozostaje jeszcze do odkrycia w biologii mRNA,
a jednoczes$nie sktania do dalszych badan w tym kierunku. Fakt, ze wigkszo$¢ modyfikacji nie wptywata
na stabilno$¢ mRNA, pomimo ich oddzialywania na efektywno$¢ translacji, stanowi istotny wktad
w poglebianie wiedzy o biologii mRNA. Uzyskane wyniki wskazuja, ze zwigkszenie wydajnosci
translacji nie zawsze wigze si¢ z wydluzeniem trwatosci mRNA. Odkrycie, iz mechanizmy te nie
funkcjonuja zgodnie z pierwotnymi zatozeniami, podkresla ztozono$¢ procesow regulujacych stabilnosé
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i funkcje mRNA w komorkach oraz uwypukla potrzebe dalszych badan nad mechanizmami
kontrolujagcymi te procesy.

Podsumowujac, przeprowadzone badania dostarczyly cennych informacji o tym, jak
zmodyfikowane sekwencje 3’-koncowe ogona poli(A) moga poprawic stabilnosc¢ i efektywno$¢ molekut
mRNA. Zidentyfikowane modyfikacje wykazaly potencjat do zastosowania w terapii mRNA, oferujac
mozliwos¢ dlugotrwalej ekspresji terapeutycznych biatek w organizmach, co stanowi istotny krok
naprzod w rozwoju technologii opartych na mRNA. W szczegolno$ci, warianty takie jak A'' moga
znaczaco wplynaé na przyszte strategie terapeutyczne, oferujac bardziej efektywne narzedzia do
leczenia wielu schorzen poprzez terapie genowe i molekularne.
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IV. Podsumowanie badan wlasnych

Celem niniejszej pracy doktorskiej bylo kilkupoziomowe usprawnienie technologii
wykorzystania czasteczek mRNA w kontek$cie zastosowan terapeutycznych poprzez: 1) opracowanie
metody oceny podatnosci na odpowiedz immunologiczng syntetycznych analogow kapu RNA, bazujac
na ich oddziatywaniach z biatkiem IFIT1, II) opracowanie metody detekcji dwuniciowych czasteczek
RNA w preparatach mRNA oraz III) opracowanie modyfikacji nukleotydowych ogona poli(A) mRNA,
wykazujacych zwigkszong stabilno$¢ na poziomie matryc DNA oraz podwyzszony potencjat
translacyjny. Pierwsza cze$¢ badan poswiecitem stworzeniu biofizycznej metody pozwalajacej na
badanie oddziatywania ludzkiego biatka immunologicznego IFIT1 z réznorodnie kapowanymi
czasteczkami RNA. Metoda ta miata postuzy¢, jako narzgdzie do klasyfikacji syntetycznych analogow
kapu RNA o potencjale terapeutycznym, oceniajac ryzyko ich zdolnosci do aktywacji szlaku
interferonowego wchodzacego w sklad wrodzonej odpowiedzi immunologicznej cztowieka. Druga
czg$¢ badan skupiala si¢ na opracowaniu metody umozliwiajacej detekcje immunogennych dsRNA
w preparatach mRNA. Metoda ta, oparta na technice dot-blot wykorzystujacej specyficzne wzgledem
dsRNA przeciwciata monoklonalne, miata stuzy¢ jako narzedzie do rutynowej analizy zawartosci
dsRNA w preparatach mRNA. Trzecig cze$¢ badan poswiecitem na stworzenie metody klonowania
umozliwiajagcej wprowadzanie modyfikacji nukleotydowych w obreb ogona poli(A) mRNA oraz
skonstruowanie modyfikacji 3’-koncowych poli(A) mRNA wykazujacych przewage w stabilno$ci na
poziomie konstruktow DNA, jak i w samej aktywnos$ci biologicznej czasteczek mRNA. Metoda
klonowania oparta na technice tepych koncoéw stata si¢ skutecznym narzedziem do wprowadzania
dowolnych sekwencji nukleotydowych w obrgbie ogona poli(A), umozliwiajac amplifikacje
plazmidowych wektorow DNA z zachowaniem dlugich, homogennych sekwencji ogona poli(A).
Zastosowanie sekwencji 3’-koncowych mRNA umozliwito z kolei dtuzsza i bardziej wydajna ekspresje
biatek, jak rowniez poprawilo stabilno$¢ samych konstruktow plazmidowych na poziomie DNA, co
przetozylto si¢ na wysoki potencjal terapeutyczny takich modyfikacji.

W pierwszej czesci projektu zrealizowalem nastgpujace zadania i sformutowatem na ich
podstawie odpowiednie wnioski:

o Synteza czasteczek RNA ze modyfikowanymi analogami konca 5> RNA

W pierwszej kolejnosci zsyntezowatem 43 rézne ligandy RNA zawierajace na koncu
5’ syntetyczne analogi struktury kapu przygotowane przez pracownikow Laboratorium Chemii
Biologicznej i Laboratorium Chemii Biofizycznej CeNT UW oraz Wydziat Fizyki UW. Wykorzystane
modyfikacje zawieraly kanoniczne i niekanoniczne analogi kapu RNA, modyfikacje 2’-adenozyny, jako
pierwszego transkrybowanego nukleozydu, jak rowniez modyfikacje N6-adenozyny oraz aromatyczne
modyfikacje N6-adenozyny. Syntezy wszystkich RNA dokonatem poprzez reakcje IVT oraz
enzymatyczng reakcj¢ wytrawiania niekapowanego RNA. Oczyszczanie RNA przeprowadzitem za
pomocg ztoza krzemionkowego (handlowo dostgpny zestaw) oraz metodg RP-HPLC. Standardowa
reakcja IVT, prowadzona w objetosci 100 pl, pozwalata na uzyskanie okolo 8—10 nmoli kazdego
z ligandow RNA, co bylo wystarczajace do przeprowadzenia trzech niezaleznych pomiarow
oddzialywania z IFIT1. Wydajnos¢ syntezy RNA oraz kappingu byta nieznacznie wyzsza w przypadku
kanonicznych analogéw kapu RNA w pordéwnaniu z niekanonicznymi, co prawdopodobnie wynikato
z mnigjszych roznic strukturalnych tych modyfikacji wzgledem naturalnych kap-O i kap-1. Dla
modyfikacji 2’-adenozyny oraz N6-adenozyny nie obserwowano znaczacych roznic w wydajnosci oraz
kappingu wzgledem kap-1. Warto podkresli¢, ze protokot IVT nie byt optymalizowany dla kazdej
konkretnej modyfikacji, lecz stanowit kompromis, umozliwiajacy uzyskanie odpowiedniej ilosci
materialu badawczego w krotkim czasie. Wszystkie uzyskane ligandy RNA charakteryzowaly si¢

172



wysoka czystoScig oraz niska zawartos$cig frakcji niekapowanego RNA, co umozliwito ich
wykorzystanie do badan oddzialywan z biatkiem IFIT1.

o Ekspresja i oczyszczanie ludzkiego biatka IFIT1

Wykorzystujac prokariotycznym system bakteryjny oparty na E. coli przeprowadzitem
ekspresj¢ biatka IFIT1. W celu oczyszczenia IFIT1 z lizatu bakteryjnego zastosowatem trzy etapy
chromatograficzne z wykorzystaniem systemu FPLC. W pierwszym etapie przeprowadzitem
chromatografi¢ powinowactwa na ztozu niklowym, nastepnie uzytem kolumny heparynowej, a na koncu
rozdzielitem biatka za pomoca filtracji zelowej. Otrzymane biatko zostalo scharakteryzowane za
pomocg elektroforezy na zelu poliakrylamidowym oraz poddane identyfikacji za pomoca metody
spektrometrii masowej (MS). Finalne preparaty IFIT1 cechowaty si¢ wysoka czystoscia, z zawartoscia
zanieczyszczen biatkowych ponizej 5% oraz wykazywaly wysoka stabilno$¢. Takie wlasciwosci
umozliwity wykorzystanie uzyskanego biatka w badaniach biofizycznych interakcji z réznorodnymi
ligandami RNA.

e Badania oddziatywania kapowanych RNA z I[FIT1

Wykorzystalem technike termoforezy mikroskalowej do opracowania metody oceny
powinowactwa roznorodnie kapowanych czasteczek RNA do biatka IFIT1. Na podstawie analizy
czterech odmiennych sekwencji RNA, wytypowatem model o dlugosci 70 nukleotydow, jako
najodpowiedniejszy do testowania pelnego zestawu modyfikacji. Dzigki pomiarom kompleksow
molekularnych IFITI-RNA, wykonywanych metoda MST, przeprowadzitem oceng wpltywu
poszczegolnych modyfikacji konca 5' RNA na energi¢ oddziatywania z biatkiem IFIT1. Wyniki tych
pomiarow umozliwity glebsze zrozumienie efektu badanych syntetycznych analogéw kapu RNA na
mechanizm wrodzonej odpowiedzi odpornosciowej zaleznej od IFIT1. Na podstawie uzyskanych
danych, dla wszystkich badanych wariantow, dokonatem selekcji modyfikacji charakteryzujacych si¢
najnizszym powinowactwem do IFIT1, jako kandydatow o szczegdélnie wysokim potencjale
terapeutycznym, minimalizujacych negatywna odpowiedz immunologiczng komorek gospodarza.

Druga cz¢$¢ mojego projektu, dotyczaca opracowania metody detekcji dwuniciowych RNA
w preparatach mRNA obejmowala nastgpujace dziatania:

e Opracowanie procedury wykrywania dsRNA bazujacej na technice dot-blot

Przeprowadzitem optymalizacje procedury testu dot-blot, dostosowujac ja do wymagan
technologii badanych preparatdéw mRNA poprzez wybor specyficznego przeciwciala monoklonalnego,
dobor ilosci nanoszonego materiatu RNA na membrang, metody detekcji oraz odpowiedniego typu
kontroli pozytywnej. Wprowadzilem rowniez aparat Bio-Dot, ktory zapewnit rownomierne naktadanie
probek RNA, a takze przetozyt sie na doktadniejsza analize densytometryczng uzyskanego po detekcji
obrazu.

e Dobor kontroli pozytywnej w postaci markera dsSRNA

Z wykorzystaniem przeciwciat (J2) specyficznie wykrywajacych dsRNA przeprowadzitem
selekcje roznorodnych zsyntezowanych wzorcow dsRNA o zmiennej dtugosci i zawarto$ci czasteczek
dwuniciowych, jako kontroli pozytywnych testu. Wyznaczylem krzywe wigzania dla wszystkich
analizowanych wariantow dsRNA i dostosowalem procedur¢ wykonania testu w celu maksymalizacji
czutosci detekcji sygnatu chemiluminescencyjnego. Dzigki swojej prostocie, wiarygodno$ci oraz
niezawodnos$ci, metoda ta stata si¢ istotnym narzgdziem w monitorowaniu jakosci preparatow mRNA
pod wzgledem immunogennych zanieczyszczen dsRNA. Dodatkowo, zostala na state wiaczona do
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procedur kontroli jakosci koncowych produktow mRNA w firmie Explorna Therapeutics.

W trzeciej czesci projektu, ktora skupiata si¢ na modyfikacjach nukleotydowych sekwencji
ogona poli(A) zrealizowalem nastepujace punkty:

e Opracowanie metody klonowania umozliwiajacej wprowadzenie modyfikacji w obreb ogona
poli(A) mRNA

Bazujac na technice klonowania tepych koncow, opracowatem kilkuetapowa, enzymatyczng
metode klonowania DNA, ktora dzigki zastosowaniu specjalnie dobranych szczepoéw bakteryjnych oraz
warunkow prowadzenia ich hodowli, umozliwita amplifikacje plazmidowych wektorow DNA
z zachowaniem dtugich, homogennych sekwencji ogona poli(A). Metoda okazala si¢ by¢ bardzo
skuteczna, umozliwiajac wprowadzanie dowolnych modyfikacji nukleotydowych w obreb konca
3’ mRNA.

e Przygotowanie matryc DNA kodujacych modyfikowane sekwencje 3’-koncowe

Zaprojektowatem 13 odmiennych modyfikacji nukleotydowych ogona poli(A) mRNA
i wykorzystujac opracowang metode klonowania, wprowadzitlem wszystkie te modyfikacje w obreb
genow kodujacych biatka reporterowe Fluc, mKate2 oraz EPO na poziomie matryc DNA.
Charakteryzowaly si¢ one modularnym uktadem regionu poli(A), sktadajacym si¢ z fragmentow
adeninowych potaczonych linkerami zbudowanymi z heterozasad (cytozyny lub guaniny) o catkowitej
dtugosci przekraczajacej 120 nukleotydow. Uzyskane plazmidowe matryce zostaly poddane analizie
stabilnosci w trakcie amplifikacji w systemach bakteryjnych, ktéra wykazata wzrost stabilnosci tak
zmodyfikowanych struktur wzgledem naturalnych oraz komercyjnie wykorzystywanych rozwigzan
ogona poli(A).

e Synteza mRNA ze zmodyfikowanymi sekwencjami 3’-koncowymi

Uzyskane matryce DNA postuzyly mi do przygotowania mRNA ze wszystkimi
zmodyfikowanymi sekwencjami ogona poli(A), kodujagcymi trzy geny reporterowe. Syntezg
przeprowadzitem za pomoca transkrypcji in vitro (IVT), a uzyskane mRNA oczyszczono przy uzyciu
ztoza oligo(dT).s oraz metodg RP-HPLC. Jako$¢ mRNA oceniono za pomocg analizy elektroforetycznej
(zele agarozowe) oraz testow dot-blot dsRNA, ktore potwierdzity bardzo wysoka czysto$¢ preparatow
i brak immunogennych zanieczyszczen dsRNA.

e Sekwencjonowanie mRNA metoda Nanopore DRS

Oczyszczone czasteczki mRNA ze zmodyfikowanymi sekwencjami 3'-koncowymi poddano
sekwencjonowaniu RNA przy uzyciu technologii Nanopore DRS, przeprowadzone przez dr Pawla
Krawczyka, ktore potwierdzito pelna zgodnos¢ sekwencji badanych mRNA =z sekwencjami
zakodowanymi na poziomie matryc DNA.

e Badania aktywnosci translacyjnej modyfikowanych sekwencji 3’-koncowych in vitro

Czasteczki mRNA ze zmodyfikowanymi sekwencjami 3’-koncowymi kodujace Fluc oraz
mKate-2 poddatlem nastgpnie badaniom wydajnosci ekspresji bialek w rdéznorodnych liniach
komorkowych (in vitro). Wszystkie warianty mRNA ze zmodyfikowanymi ogonami poli(A)
transfekowano do czterech linii komorkowych (A549, JAWS 11, HEK 293T, HepG2) i badano poziom
ekspresji biatek w punktach czasowych. Badania in vitro przeprowadzone we wspotpracy z dr Karolem
Czubakiem wskazaty, Zze zastosowanie czg$ci zaprojektowanych modyfikacji skutkowato diuga
i bardziej stabilng ekspresja biatka w poréwnaniu z naturalnymi oraz komercyjnie wykorzystywanymi
rozwigzaniami konca 3’ RNA. Roznice te byly szczegélnie wyrazne w pdzniejszych punktach
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czasowych, co sugeruje istotne korzysci wynikajace ze stosowania tych modyfikacji w kontekscie
terapeutycznym, gdzie wydluzony czas syntezy biatka odgrywa kluczowa role w osiagnigciu
pozadanego efektu leczniczego. Najciekawsza obserwacja byla wysoka aktywno$¢ translacyjna
modyfikowanych sekwencji 3'-koncowych, zawierajacych fragmenty adeninowe z kluczowym
motywem 30 kolejnych adenin na koncu 5' ogona poli(A). Wyniki te sugeruja potencjalny zwigzek
migdzy pierwszym biatkiem PABP wigzacym si¢ z ogonem poli(A), a wydajng translacja danej nici
mRNA.

e Badania aktywnosci translacyjnej modyfikowanych sekwencji 3’-koncowych in vivo

Na podstawie wynikéw uzyskanych w modelach komoérkowych wyselekcjonowatem
modyfikacje, ktore wykazywaly najwyzsza i najstabilniejsza ekspresje biatek, w celu zweryfikowania
ich skutecznos$ci w organizmach zywych, na modelu myszy (in vivo). Dla tych wybranych wariantow
ponownie zsyntetyzowalem mRNA, a nastgpnie, przy uzyciu réznych mieszanek lipidowych,
sformutowatem mRNA w nanoczastki lipidowe (LNPs). Powstate LNPs poddano kontroli jakosci, ktora
dowiodta wysokiej homogennos$ci oraz prawidtowych rozmiarow wszystkich nanoczastek. mRNA-
LNPs podawano nastgpnie myszom i w okre§lonych punktach czasowych przeprowadzano,
w zalezno$ci od genu reporterowego, pomiary chemiluminescencji dla Fluc lub ilosciowe oznaczania
za pomocg testu ELISA dla biatka EPO. Eksperymenty in vivo wykonata dr Zofia Pilch. Wyniki
eksperymentow dla Fluc oraz EPO jednoznacznie potwierdzily znaczng przewage mRNA
zawierajacych wybrane zmodyfikowane sekwencje 3'-koncowe w pordwnaniu z klasycznym ogonem
poli(A) pod wzgledem produkcji biatka, ponownie utrzymujac wyzszy poziom ekspresji roOwniez
w pozniejszych punktach czasowych. Dodatkowo przeprowadzono eksperyment ex vivo, analizujac
poziom ekspresji Fluc w wybranych organach myszy — watrobie, $ledzionie i trzustce. Wyniki te
wykazaty podwyzszony poziom ekspresji Fluc w watrobie i $ledzionie zwierzat, co moze sugerowac
potencjalne zastosowanie tych modyfikacji w terapiach ukierunkowanych na te organy. Potwierdzenie
wysokiego potencjalu translacyjnego mRNA ze zmodyfikowanymi sekwencjami 3'-koncowymi
zar6wno w modelach komoérkowych, jak i zwierzecych, stanowi pozytywna prognoze dla dalszego
rozwijania tych modyfikacji w kontekscie zastosowan terapeutycznych.

Podsumowujac, moj projekt taczy metody stosowane w biotechnologii i biologii molekularne;j
z metodami biofizycznymi. Polaczenie tych dziedzin nauki umozliwito mi kompleksowe podejscie do
badania mRNA, aczac precyzyjne modyfikacje genetyczne z analizg ich oddziatywan strukturalnych.
Jednym z najwazniejszych dokonan niniejszej rozprawy doktorskiej byto opracowanie metody badania
powinowactwa réznorodnie kapowanych czasteczek RNA do ludzkiego biatka odpornosciowego IFIT1.
Opracowana metoda oddziatywan z IFIT1 umozliwila poglebienie wiedzy na temat wptywu
poszczegolnych modyfikacji grup funkcyjnych kapu RNA na zalezng od interferonu $ciezke aktywacji
wrodzonego uktadu immunologicznego czlowieka. Dodatkowo uzyskane dane poszerzylty
charakterystyke nowo syntezowanych analogow konca 5° RNA, umozliwiajgc poglebione badania
zaleznosci struktura-aktywnos$¢ i pozniejszg weryfikacje ich potencjatu terapeutycznego pod katem
immunogennosci. Drugim istotnym rezultatem byto opracowanie szybkiej i niedrogiej metody detekcji
dwuniciowych RNA w preparatach mRNA. Dzigki zastosowaniu techniki dot-blot, oznaczanie
immunogennych dsRNA moglo sta¢ si¢ rutynowa praktyka podczas kazdej syntezy mRNA, co
zwigkszylo zakres kontroli jako$ci finalnych preparatow mRNA. Najwickszym osiagnicciem z
perspektywy biologii molekularnej byto z kolei opracowanie metody umozliwiajacej wprowadzanie
dowolnych modyfikacji nukleotydowych w obreb ogona poli(A). Badane modyfikacje nukleotydowe
ogona poli(A) mRNA wykazaty wysoki potencjal translacyjny w modelach zwierzecych, zwigkszajac
ekspresje biatek od 2- do 4-krotnie w poréwnaniu do naturalnej sekwencji ogona poli(A). Stabilna
i efektywna produkcja biatek jest kluczowa dla uzyskania zadowalajacych rezultatow w terapiach
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opartych na mRNA. Zaprezentowane modyfikacje ogona poli(A) moga znaczaco przyczynic si¢ do
zwigkszenia skutecznosci narzgdzi molekularnych mRNA w zastosowaniach leczniczych, w tym walce
z nowotworami. Planowane s3 dalsze badania in vivo, jak i projektowane sa kolejne modyfikowane
sekwencje 3’-koncowe, w tym rowniez takie o dtugosci przekraczajacej 200 nukleotydow. Jesli wyniki
tych badan potwierdza potencjal zaproponowanych modyfikacji, wiedza zdobyta w trakcie realizacji
tego projektu doktorskiego moze odegra¢ kluczowa rolg w projektowaniu bardziej efektywnych lekow
opartych na mRNA. Moze to znalezé zastosowanie zaréwno w terapiach genowych, jak
i w opracowywaniu szczepionek mRNA zaré6wno o charakterze profilaktycznym - przeciwko chorobom
wirusowym, jak i szczepionek terapeutycznych stosowanych w walce z nowotworami.

176



V. Cze$¢ eksperymentalna

Synteza kapowanych czasteczek mRNA
Informacje ogdlne

Wszystkie handlowo dostepne odczynniki, wykorzystane do syntezy kapowanych czasteczek
mRNA zostaly zakupione w firmach Thermo Fisher Scientific (wolne nukleotydy, enzymy), New
England Biolabs (enzymy), Sigma-Aldrich (odczynniki chemiczne), Lucigen (enzymy).
W eksperymentach uzyto filtrowanej wody miliQ. Bufory do HPLC byly sporzadzane z uzyciem
metanolu oraz acetonitrylu (HPLC Gradient Grade for LC-MS). Do przygotowania buforujacych
roztwordw octanu trietyloaminy uzyto trietyloaminy oraz bezwodnego kwasu octowego. Bufory zostaty
przefiltrowane oraz odgazowane. Bufory zawierajace metanol oraz acetonitryl byly przechowywane
w temperaturze pokojowej, a bufory pozbawione dodatku rozpuszczalnika organicznego
przechowywane byly w temperaturze 4°C.

Analize RP-HPLC prowadzono na urzadzeniu Shimadzu LC-40 uzyciem kolumny Phenomenex
Clarity® 3 uM Oligo-RP 150 x 4,6 mm (przeptyw 0.9 ml/min) z zastosowaniem gradientu liniowych
acetonitrylu w 0,1 M buforze octanu trietyloaminy (pH 7.0) przy uzyciu metody: A: 100 mM TEAAc,
B: 200 mM TEAAc/ACN; 10-35% eluentu B w 32 min. Detekcj¢ absorpcji wykonywano przy dlugosci
fali 260 nm.

Wszystkie czasteczki kapowanych RNA zostaly zsyntetyzowane poprzez transkrypcje in vitro
(IVT) z wykorzystaniem promotora T7 ®6.5 (TAATACGACTCACTATAGGG, gdzie podkreslony
nukleotyd oznacza miejsce rozpoczecia transkrypcji. Standardowa reakcja transkrypcji (100uL) byta
prowadzona przez 1 godzine w temperaturze 37°C i zawierata stezenia nukleotydow (NTP) i analogdéw
kapow RNA okreslone na podstawie optymalizacji przeprowadzonej w celu zapewnienia efektywnego
wlaczenia analogu na koncu 5' RNA (wydajnego kapowania). Po syntezie w procesie IVT, czasteczki
RNA zostaly wstepnie oczyszczone przy uzyciu zestawu Monarch RNA Clean-up (New England
Biolabs) zgodnie z protokotem producenta. Nastepnie wykonano dwuetapowe trawienie enzymatyczne
przy uzyciu enzymow 5' polifosfatazy (Lucigen) i Xrn-1 (New England Biolabs) w celu usuniecia frakcji
nickapowanych RNA. Zawarto$¢ niekapowanego RNA (w pg) oszacowano na podstawie ilosci
materiatu RNA i procentowej wydajnosci kapowania dla poszczegdlnych analogow. W pierwszym
etapie trawienia, reakcja z 5' polifosfatazg pozwolita na usuniecie grup fosforanowych y i  z 5'-
trifosforanu moleukt RNA. Typowa reakcja (100 puL) byta prowadzona przez 1 h w 37°C i zawierata:
RNA, 1 U/pL RiboLock RNase Inhibitor (Thermo), bufor 5' polifosfatazy (Lucigen) i 5' polifosfataze
(Lucigen), przy uzyciu 1 pL enzymu na 5 pg niekapowanego RNA. Probki RNA ponownie oczyszczono
za pomocg Monarch RNA Clean-up (New England Biolabs). W drugim etapie trawienia, do degradacji
RNA z monofosforanem na koncu 5' uzyto wysoce procesywnej 5'—3" egzorybonukleazy Xrn-1.
Mieszanina reakcyjna (200 pL) byla inkubowana przez 2 godziny w 37°C i zawierala: RNA, 1 U/uL
RiboLock RNase Inhibitor (Thermo), bufor Xrn-1 (New England Biolabs) i Xrn-1 (New England
Biolabs), przy uzyciu 1 pL enzymu na 1 pg nieckapowanego RNA. Nastepnie RNA oczyszczono za
pomocg Monarch RNA Clean-Up (New England Biolabs). Wszystkie warianty RNA oczyszczono za
pomocg RP-HPLC, wytragcono solami sodowymi (3M NaOAc pH 5,2, izopropanol) i rozpuszczono
w wodzie. Mikromolarne stezenia probek RNA okreslono przy uzyciu NanoDrop (Thermo). Czystos¢
produktéw analizowano na podstawie chromatograméw HPLC.

Synteza kapowanych RNA- kanoniczne analogi konca 5> RNA
Syntezg kapowanych czasteczek RNA dla kanonicznych analogéow 5’ RNA przeprowadzono za
pomocg transkrypcji in vitro (IVT). Dla analogéw kapéw m’GpppApG, m’GpppAmnpG, m’Gppp™ApG
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i m’Gppp™ AmpG, mieszanina transkrypcyjna zawierata 5 mM stezenia UTP/ATP/CTP, 4 mM GTP
i 10 mM trinukleotydowego analogu kapu. Dla analogéw m’GpppGpG, m’GpppCpG i m’GpppUpG,
mieszanina transkrypcyjna zawierata 4 mM UTP/ATP/CTP, 2 mM GTP i 8 mM trinukleotydowego
analogu kapu. Mieszaniny reakcyjne uzupetniono: buforem polimerazy RNA (Thermo), 20 mM MgCl.,
1U/puL RiboLock RNase Inhibitor (Thermo), 0,002 U/uL pirofosfataza nieorganiczng (Thermo),
polimerazg T7 RNA (20 U/pL, Thermo) i 40 ng/uL matryca DNA w postaci dwuniciowych
oligonukleotydéw (Genomed). Aby zatrzymac reakcje, dodano 10 pl 500 mM wodnego roztworu
Na,EDTA. Nastepnie probki RNA oczyszczono, a niekapowane RNA enzymatycznie usunigto, zgodnie
z 0g06lng procedura, uzyskujac finalnie wydajnosci reakcji IVT na poziomie okoto 2.5- 3.2 pg RNA/
1 pl reakeji IVT.

Synteza kapowanych RNA- niekanoniczne analogi konca 5 RNA

Synteze kapowanych czasteczek RNA dla niekanonicznych analogdéw 5’ RNA przeprowadzono
za pomocg transkrypcji in vitro (IVT). Dla analogow kapow (NADpG, FADpG, Glc-ppUpG,
m;3>*’GpppApG, GpppApG i pppUpG) mieszaniny transkrypcyjne zawieraty 4 mM UTP/ATP/CTP,
2 mM GTP i 12 mM analogu trinukleotydu/dinukleotydu. Mieszaniny reakcyjne uzupetniono: buforem
polimerazy RNA (Thermo), 20 mM MgCl,, 1U/uL RiboLock RNase Inhibitor (Thermo), 0,002 U/uL
pirofosfatazg nieorganiczng (Thermo), polimeraza T7 RNA (20 U/pL, Thermo) i 40 ng/uL matryca
DNA w postaci dwuniciowych oligonukleotydéw (Genomed). Aby zatrzymac¢ reakcje, dodano 10 pl
500 mM wodnego roztworu Na;EDTA. Nastgpnie probki RNA oczyszczono, a niekapowane RNA
enzymatycznie usunigto, zgodnie z procedurg ogo6lna, uzyskujac finalnie wydajnosci reakcji IVT na
poziomie okoto 2 - 2.5 pg RNA/ 1 pl reakeji IVT. Wydajno$ci reakcji byty nizsze ze wzgledu na wiekszy
procentowy udziat czgsteczek niekapowanego RNA w mieszaninie potranskrypcyjnej, ktore usunigto za
pomoca dwuetapowej reakcji enzymatycznej, opisang w procedurze ogolne;.

Synteza kapowanych RNA- modyfikacje 2’-adenozyny

Synteze kapowanych czasteczek RNA dla analogéw 5° RNA z modyfikacjami 2’-adenozyny,
pierwszej transkrybowanej zasady przeprowadzono za pomocg transkrypcji in vitro (IVT). Dla analogow
kapow (M'GpppAepG, m’Gppp™ArpG, m’GpppAsr-0-epG, m’GpppAz--o.c3uspG, m’GpppAznzpG,
m’GpppA>nspG,  m’GpppArs.cuspG,  m'GpppAz.ompApG,  m?*°Gpppar-o-s:pApG,
m’GpppArnapG, m’GpppA-2’-pG, m’Gppp(araA)pG, m’Gppp(araAn)pG) mieszanina transkrypcyjna
zawierata 4 mM UTP/ATP/CTP, 2 mM GTP i 8§ mM trinukleotydowego analogu kapu. Mieszaniny
reakcyjne uzupetiono buforem polimerazy RNA (Thermo), 20 mM MgCl,, 1U/uL RiboLock RNase
Inhibitor (Thermo), 0,002 U/uL pirofosfataza nieorganiczna (Thermo), polimeraza T7 RNA (20 U/uL,
Thermo) i 40 ng/uL matryca DNA w postaci dwuniciowych oligonukleotydow (Genomed). Aby
zatrzymac reakcj¢, dodano 10 pl 500 mM wodnego roztworu Na,EDTA. Nastepnie probki RNA
oczyszczono, a niekapowane RNA enzymatycznie usuni¢to, zgodnie z procedurg ogolng, uzyskujac
finalnie wydajno$ci reakcji IVT na poziomie okoto 2.5-3 pg RNA/ 1 pl reakcji IVT. Zastosowane
modyfikacje nie wplywaly na wydajnos¢ reakcji wzgledem referencyjnych, kanonicznych analogow
kapow 5° RNA.

Synteza kapowanych RNA- modytfikacje N6-adenozyny

Synteze kapowanych czasteczek RNA dla analogéw 5’ RNA z modyfikacjami N6-adenozyny,
pierwszej transkrybowanej zasady przeprowadzono za pomocag transkrypcji in vitro (IVT). Dla analogéw
kapow  (m’Gppp™®AnpG, m’Gppp™®AnpG, m’Gpppm2®°A.pG, m’Gppp(2-NH2)™A,.pG,
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m’Gppp"™®A,pG) mieszanina transkrypcyjna zawierata 4 mM UTP/ATP/CTP, 2 mM GTP i 8 mM
trinukleotydowego analogu kapu. Mieszaniny reakcyjne uzupetniono buforem polimerazy RNA
(Thermo), 20 mM MgCl,, 1U/uL RiboLock RNase Inhibitor (Thermo), 0,002 U/uL pirofosfataza
nieorganiczng (Thermo), polimeraza T7 RNA (20 U/uL, Thermo) i 40 ng/uL. matryca DNA w postaci
dwuniciowych oligonukleotydow (Genomed). Aby zatrzymac¢ reakcje, dodano 10 pl 500 mM wodnego
roztworu NaEDTA. Nastepnie probki RNA oczyszczono, a niekapowane RNA enzymatycznie
usunig¢to, zgodnie z procedurg ogolng, uzyskujac finalnie wydajnosci reakcji IVT na poziomie okoto
2.5-3 pg RNA/ 1 pl reakcji IVT. Zastosowane modyfikacje nie wpltywaly na wydajnos¢ reakcji
wzgledem referencyjnych, kanonicznych analogéw kapéw RNA.

Synteza kapowanych RNA- aromatyczne modyfikacje N6-adenozyny

Synteze kapowanych czasteczek RNA dla analogow 5’ RNA z aromatycznymi modyfikacjami
N6-adenozyny, pierwszej transkrybowanej zasady przeprowadzono za pomoca transkrypcji in vitro (IVT).
Dla analogow kapow (m’Gppp®°ApG, m’Gppp®®AmpG, m’Gppp*OHB A pG, m,’2°GpppBAmpG,
m’Gppp*MEmA,,pG, m’Gppp*™BAnpG, m’Gppp-"""6A,pG, m'Gppp> P ™SA,pG, m’Gppp> >
pyidine-nb A5G, m’Gppp™™AmpG,  m’Gpppp®AmpG, m’GppCCLpp®®A,pG)  mieszanina
transkrypcyjna zawierata 4 mM UTP/ATP/CTP, 2 mM GTP i 8 mM trinukleotydowego analogu kapu.
Mieszaniny reakcyjne uzupetniono buforem polimerazy RNA (Thermo), 20 mM MgCl,, 1U/uL
RiboLock RNase Inhibitor (Thermo), 0,002 U/uL pirofosfatazg nicorganiczng (Thermo), polimerazg T7
RNA (20 U/uL, Thermo) i 40 ng/uL matryca DNA w postaci dwuniciowych oligonukleotydow
(Genomed). Aby zatrzyma¢ reakcje, dodano 10 ul 500 mM wodnego roztworu Na;EDTA. Nastgpnie
probki RNA oczyszczono, a ze wzgledu na znaczacg zmiang w czasie retencji, powodowang wysoce
hydrofobowymi podstawnikami benzylowymi oraz innymi pochodnymi aromatycznymi, oczyszczanie
za pomocg RP-HPLC umozliwilo catkowity rozdzial czasteczek kapowanego RNA od frakcji
niekapowanej. Umozliwito to pominiecie dla tych modyfikacji etapu enzymatycznego usuwania frakcji
niekapowanego RNA. Uzyskane finalne wydajnosci oczyszczania RNA na poziomie okoto 2.5 - 3.2 ug
RNA/ 1 pl reakcji IVT byly nieznacznie wyzsze wzgledem kanonicznych analogéw 5° RNA. Wptyneta
na to zmiana procedury zwigzana z brakiem koniecznosci przeprowadzania reakcji enzymatycznych
oraz nastepujacych po nich oczyszczan, ktore prowadzity do strat materiatu RNA.

Ekspresja 1 oczyszczanie biatka IFIT1
Optymalizacja ekspresji biatka IFIT1

Do procesu optymalizacji ekspresji biatka IFIT1 w prokariotycznym systemie bakteryjnym
wykorzystano dwa komercyjnie dostepne szczepy Escherichia coli : szczep E. coli BL21 (DE3)- RIL
(Novagen) oraz szczep E. coli Rosetta (DE3) (Novagen). Szczep BL21 jest czgsto wykorzystywany do
ekspresji biatek ze wzgledu na genetyczny deficyt proteaz w tych bakteriach, co przektada si¢ na wysoka
wydajno$¢ procesu powstawania rekombinowanych biatek. Szczep Rosetta jest rozwinigciem BL21,
zaprojektowanym w celu zwigkszenia ekspresji biatek eukariotycznych (poprzez dodatkowy plazmid),
ktore zawierajg kodony rzadko uzywane w E. coli. Plazmid pET28a IFIT1 (100 ng) dodano do
roztworow (50 ul, 100 mM CaCl,, 10% glicerol) chemokompetentnych bakterii obu szczepow
BL21(DE3)- RIL oraz Rosetta (DE3) i inkubowano na lodzie przez 30 minut, nast¢pnie zawiesiny
bakteryjne przeniesiono do 42°C (szok cieplny) i ponownie inkubowano na lodzie przez dwie minuty.
Do bakterii dodano 450 pul ptynnego medium SOB (Roth) i inkubowano z wytrzasaniem (1 godzina,
37°C, 350 rpm). Nastepnie bakterie wysiano na ptytki z kanamycyng (30 pg/ml) i inkubowano (16
godzin, 37°C). Pojedynczymi koloniami bakteryjnymi z ptytek dla obu szczepow inokulowano plynne
media hodowlane LB (Roth) z kanamycyng (30 pg/ml) i prowadzono hodowle do uzyskania
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odpowiedniej gestosci optycznej roztworu (ODeoo~0.6). Bakterie nastepnie schtodzono do temperatury
18°C i indukowano ekspresj¢ 0,5 mM roztworem izopropylu b-D-1-tiogalaktopiranozydu (IPTG).
Hodowle prowadzono przez 16 godzin, po czym bakterie zwirowano, a uzyskane pelety poddano
skroconemu oczyszczaniu z wykorzystaniem ztoza niklowego HisPur™ Ni-NTA Resin (Cytiva). Pelety
bakteryjne dla obu szczepéw zawieszono w 2 ml buforu do lizy (50 mM NaH,PO4 pH 7.5, 250 mM
NacCl, 25 mM imidazol), dodano lizozym (Thermo) w stezeniu koncowym 0.1 mg/ml i inkubowano na
lodzie 10 minut. Nastgpnie probki poddano sonikacji (2.5 min, moc 50%, 30 sekund on/off). Do lizatow
dodano 100 pl ztoza niklowego HisPur™ Ni-NTA Resin (Thermo) zawieszonego w buforze do lizy
i inkubowano (10 min, 4 °C, rotacja). Probki zwirowano (3 min, 4 °C, 4000 rpm) i odrzucono
supernatant. Dodano 750 pl buforu do lizy, zawieszono osad, przeniesiono calo$¢ na kolumny Mini Bio-
SpinTM Chromatography Columns (Sigma) i zwirowano (3 min, 4°C, 4000 rpm), odrzucono
supernatant. Dodano kolejne 750 pl buforu do lizy (niska sol) i powtdrzono zawieszanie i wirowanie na
kolumnach pieciokrotnie. Po ostatnim wirowaniu dodano 66 pl buforu elucyjnego (50 mM NaH,PO4
pH 7.5, 250 mM NacCl, 500 mM imidazol), inkubowano 5 minut w temperaturze pokojowej i zwirowano
(15 min, 4 °C, 4000 rpm). Finalnie zmierzono stezenie biatek w uzyskanych roztworach i pobrano po
6 ul obu do elektroforezy. Rozdziat SDS-PAGE przeprowadzono w buforze 1x Tris-Glicyna-SDS bufor
(25 mM Tris - HCI pH 8.3, 190 mM glicyna, 3.5 mM SDS), napigcie wynosito 200 V, a czas
prowadzenia elektroforezy wyniost okoto 75 minut.

Ekspresja i oczyszczanie IFIT1

Ludzkie biatko IFIT1 zaprojektowano i zamowiono w wektorze plazmidowym przeznaczonym
do ekspresji biatka pET28a IFIT1 z serwisu Addgene. Biatko IFIT1 (~55 kDa) z metka histydynowa
na 5'-koncu (ang. His-tag) uzyskano z wykorzystaniem prokariotycznego systemu do ekspresji opartej
na bakteriach Escherichia coli BL21 (DE3) RIL (Invitrogene) w pozywce LB uzupelnionej
antybiotykiem kanamycyna (30 pg/ml). Komorki bakterii hodowano w temperaturze 37°C do momentu
uzyskania zawiesiny o warto$ci ggstosci optycznej roztworu na poziomie ODgo ~ 0,7 (dtugos¢ fali A =
600 nm), a nastepnie bakterie schtodzono do temperatury 18°C. Ekspresje biatka indukowano 0,5 mM
roztworem izopropylu b-D-1-tiogalaktopiranozydu (IPTG), prowadzac hodowle przez kolejne 16
godzin. Zawiesing bakteryjng zwirowano, a uzyskany pelet bakteryjny poddano lizie z wykorzystaniem
buforu zawierajacego 20 mM HEPES (pH = 7,5), 250 mM NaCl, 20 mM imidazol, 5 mM f-
merkaptoetanol (2-ME), 5% glicerol, 1 mg/ml lizozymu i mieszaning inhibitor6w proteazy (aprotynina,
pepstatyna, PMSF, leupeptyna). Lizat bakteryjny poddano sonikacji (15 min, amplituda 50%, 15 s
on/off) i odwirowano. Supernatant zawierajacy biatko IFIT1 oczyszczono nast¢pnie za pomoca trzech
metod chromatograficznych chromatografii cieczowej systemu FPLC. Pierwszym etapem oczyszczania
bylo wykorzystanie chromatografii powinowactwa na immobilizowanych jonach metali (IMAC).
Roztwor biatka nalozono na kolumne HisTrap FFTM (Cytiva) uprzednio zrownowazona buforem
zawierajacym 20 mM HEPES (pH = 7,5), 250 mM NaCl, 20 mM imidazol, 5 mM B-merkaptoetanol (2-
ME) i 10% glicerol. Biatko IFIT1 przeptukano buforem zawierajacym 1 M NaCl i eluowano buforem:
20 mM HEPES (pH= 7,5), 250 mM NaCl, 300 mM imidazol, 5 mM B-Merkaptoetanol i 10% glicerol.
Nastepnie zastosowano chromatografie powinowactwa na kolumnie heparynowej w celu usunigcia
pozostalych endogennych kwasoéw nukleinowych i niektorych zanieczyszczen biatkowych z preparatu
(po IMAC). Zebrane frakcje biatkowe rozcienczono 20 mM HEPES (pH = 7,5), 1 mM DTT do
koncowego stezenia soli ~ 100 mM NaCl i zatadowano na kolumne HiTrap Heparin HP TM (Cytiva)
uprzednio zrownowazong buforem zawierajgcym 20 mM HEPES (pH = 7,5), 100 mM NaCl, 1 mM
DTT (faza A). Metode przeprowadzono przy stalym wzrastajagcym udziale fazy B stosujgc parametr
wzrostu 1% fazy B na minute od 0 do 100% (faza B: 20 mM HEPES, 1000 mM NaCl, 1 mM DTT).
Ostatnim etapem oczyszczania bialek byla filtracja zelowa. Eluowane frakcje natozono na kolumng do
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filtracji zelowej 75 pg HiLoad 26/600 TM (Cytiva). Probki zawierajace IFIT1 odwirowano (10 min, 14
000 RCF, 4°C) w celu usunigcia wszelkich agregatow, zat¢zono do koncowego stezenia 12 pM,
zamrozono i przechowywano w temperaturze -80°C w buforze zawierajacym 20 mM HEPES (pH 7.,5),
150 mM NaCl, 1 mM DTT, 10% glicerol. Analiz¢ czysto$ci przeprowadzano na podstawie rozdziatu
elektroforetycznego bialek w warunkach denaturujacych (SDS-PAGE). Rozdzial przeprowadzono
w buforze 1x Tris-Glicyna-SDS bufor (25 mM Tris - HCI pH 8.3, 190 mM glicyna, 3.5 mM SDS),
napigcie wynosito 200 V, a czas prowadzenia elektroforezy wyniost okoto 85 minut.

Fluorescencyjne znakowanie biatka IFIT1

Roztwor IFIT1 (12 uM) odwirowano (10 min, 14 000 RCF, 4°C) i rozcienczono do stezenia 200
nM w buforze MST zawierajagcym 20 mM HEPES (pH 7,5), NaCl, 0,075% Pluronic F-127. Dla
ligandow trinukleotydowych analogéw kapu RNA bufor zawieral 100 mM NaCl, natomiast dla
ligandow kapowanych RNA - 200 mM NaCl. Barwnik RED-tris-NTA (NT-647, Nano Temper
Technologies) rozcienczono w tym samym buforze do stezenia 100 nM. Biatko i barwnik zmieszano
w stosunku objetosciowym 1:1 i inkubowano przez 30 minut w temperaturze pokojowej bez dostepu
$wiatla. Przed pomiarami MST kazda probke znakowanego bialka odwirowano w celu usunigcia
potencjalnych agregatow (10 min, 14 000 RCF, 4°C).

Termoforeza mikroskalowa MST
Optymalizacja warunkéw pomiarowych

Przeprowadzono pomiary stabilno$ci termicznej biatka IFIT1 metodg DSF na urzadzeniu Tycho
NT.6 (NanoTemper). W celu uzyskania stabilnych warunkow dla prawidtowej interakcji pomigdzy
biatkiem i ligandami, testowano rézne rodzaje buforéw. Dodatkowo, aby uniknac¢ agregacji oraz
wytlumi¢ niespecyficzng adsorpcji biatek na $cianach kapilar, przetestowano dwa rézne detergenty.
Badane bufory zawieraly: MST bufor I (50 mM Tris pH 7.4, 10 mM MgCl,, 0.05% Tween20), MST
bufor II (50 mM Tris pH 7.4, 10 mM MgCl,, 0.075% Pluronic F-127), 20 mM HEPES pH 7.0, 0.05%
Tween20, 20 mM HEPES pH 7.0, 0.075% Pluronic F-127, 20 mM HEPES pH 8.0, 0.05% Tween20
oraz 20 mM HEPES pH 8.0, 0.075% Pluronic F-127. Biatko IFIT1 zwirowano i doprowadzono do
stezenia 1.5 uM wykorzystujac wszystkie sze$¢ testowanych buforéw. Przygotowane roztwory biatka
wprowadzono do szklanych kapilar, ktore byty nastepnie podgrzewane w trakcie pomiaréw DSF. Wynik
stanowila pierwsza pochodna obliczona ze stosunku absorbancji (A330/A360) mierzonej przy dtugosci
fali A=330 nm oraz A=360 nm w funkcji wzrastajacej temperatury. Nastgpnie przygotowano dwa
dodatkowe bufory zawierajace NaCl: Bufor I- 20 mM HEPES pH 7.0, 100 mM NacCl 0.075% Pluronic
F-127 oraz Bufor I1I- 20 mM HEPES pH 7.0, 200 mM NacCl, 0.075% Pluronic F-127 i wykorzystano do
przygotowania kolejnych roztworéow IFIT1 o stezeniu 1.5 uM, ktére ponownie poddano analizie DSF.
W obu testowanych warunkach znakowane biatko bylo stabilne; nie zaobserwowano agregacji,
adsorpcji, fotoblaknigcia ani foto-wzmocnienia. Do przeprowadzenia optymalizacji czasu inkubacji
probek przygotowano 16 seryjnych podwdjnych rozcienczen trinukleotydowego analogu kapu RNA
(m’GpppApG), w buforze: 20 mM HEPES pH 7.0, 100 mM NaCl 0.075% Pluronic F-127, uzyskujac
zakres stezen 10 pM- 0.3 nM. Do wszystkich przygotowanych probek zawierajacych kolejne
rozcienczenia liganda dodano roztwory znakowanego biatka IFIT1 ze stalym stezeniem (50 nM)
w stosunku objetosciowym 1:1 i inkubowano 15 minut, 30 minut i 45 minut, a nastgpnie wykonano
pomiary MST.
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Pomiary bezposredniego wigzania biatko-ligand

Pomiary interakcji biatka IFIT1 z analogami kapow RNA oraz kapowanym RNA
przeprowadzono na urzadzeniu Monolith NT.115 firmy NanoTemper Technologies, w kapilarach
Monolith NT.115 Premium Capillaries. We wszystkich eksperymentach MST koncowe stezenie
znakowanych biatek wynosito 25 nM. Przygotowano 16 roztworow ligandow o malejacych stezeniach
metodg seryjnego podwojnego rozcienczenia. W przypadku analogow kapow RNA, pomiary
przeprowadzono w buforze (20 mM HEPES pH 7.0, 100 mM NaCl, 0.075% Pluronic F-127) przy
zakresie stgzen ligandu wynoszacych zazwyczaj od 10 mM do 305 pM. W przypadku kapowanego
RNA, pomiary przeprowadzono w buforze (20 mM HEPES pH 7.0, 200 mM NaCl, 0.075% Pluronic
F-127) i przy stgzeniach ligandu w zakresie od 20 uM do 610 pM. Prébki koncowe przygotowywano
przez zmieszanie rownej objetosci (10 pl) 100 nM znakowanego bialka z ligandem o okreslonym
stezeniu. Po 15 min inkubacji w temperaturze pokojowej kapilary wypeliano roztworami i mierzono
MST (moc laser 40%).

Analiza danych dla pomiarow MST

Dane termoforetyczne zostaly zanalizowane z wykorzystaniem oprogramowania PALMIST
v1.5.8, wykorzystano punkty pomiarowe uzyskane w fazie II termoforezy- T-Jump. Krzywa wigzania
zostata dopasowana przy uzyciu modelu bezposredniego wigzania 1:1. Wartosci Kp zostaly obliczone
jako $rednie wartosci z trzech pomiarow + C.I. (przedziaty ufnosci). Wartosci fluorescencji zostaty
znormalizowane i zastosowano logarytmiczng skale stezenia. Wykresy zostaly przygotowane przy
uzyciu programu GUSSI v1.4.2.

Analiza dwuniciowych czasteczek RNA w preparatach mRNA z wykorzystaniem
testu dot-blot

Przygotowanie testu dot-blot do wykrywania dwuniciowych RNA

Roztwory mRNA (25 ng, 250 ng) przygotowano w temperaturze 4°C z wykorzystaniem wody
wolnej od nukleaz (Thermo) w objetosci 25 pl. Jako kontrole pozytywna zastosowano komercyjng
mieszaning dwuniciowych RNA (Standard II, dsSRNA, NEB) przygotowang w seryjnym podwojnym
rozcienczeniu w ilo$ciach 50 ng, 25 ng, 12.5 ng, 6.25 ng, 3.12 ng, 1.56 ng i 0.78 ng. Membran¢ Hybond
N+ (Sigma) aktywowano w buforze 1 x TBST (20 mM Tris, 150 mM NaCl, 0.1% Tween 20)
i umieszczono w 96-dotkowym aparacie do mikrofiltracji Bio-Dot® (BioRad). Dotki przemyto 50 pl
buforu 1 x TBST, a nastgpnie naniesiono probki RNA, osuszono membrang proézniowo i usieciowiono
z wykorzystaniem promieni UV w urzadzeniu Crosslinker UV (energia = 150 000 pJ/cm?).
Usieciowiong membrang blokowano (1 godzina, 25°C, 60 ruchéw kotysania/min) roztworem
odttuszczonego mleka 5% w buforze 1x TBST. Nastgpnie membrang inkubowano z pierwszorzedowym
przeciwciatem J2 anty-dsRNA (1:5000, 2% odthuszczone mleko w 1 x TBST, 16 godzin, 4°C, 10 ruchow
kotysania/min), przemyto trzykrotnie buforem 1 x TBST (5 min, 60 ruchéw kotysania/min),
inkubowano z przeciwciatem drugorzedowym (1:3000, 2% odttuszczone mleko w 1 x TBST, 1 godzing,
25°C, 10 ruchéw kotysania/min) i ponownie przemyto trzykrotnie buforem 1 x TBST (5 min, 60 ruchéw
kotysania/min). Detekcje przeprowadzono z wykorzystaniem Amersham ECL Prime Western Blotting
Detection Reagent (Merck Millipore) i urzadzenia Amersham ImageQuant 800 (Thermo).
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Modyfikowane sekwencje 3’-koncowe ogona poli(A) mRNA

Przygotowanie wektorow plazmidowych DNA ze zmodyfikowanymi sekwencjami
3’-koncowymi

Informacje ogdlne

Plazmidowe wektory DNA ze zmodyfikowanymi sekwencjami 3'-koncowymi przygotowano
poprzez zaprojektowanie odpowiednich wstawek jako dwuniciowych oligonukleotydow DNA (Tabela
7) 1 dodanie kazdego zmodyfikowanego wariantu 3'-koncowego do wektora plazmidowego plet oraz
pUCS57 kodujacego biatko lucyferaze Firefly (Fluc), jak réwniez biatko mKate2-PEST i1 ludzka
erytropoetyn¢ (EPO). Do tego procesu wykorzystano metode klonowania tgpych koncow. Metoda ta
umozliwia taczenie dwuniciowych fragmentow DNA o dowolnej dtugosci i sekwencji, co czyni takie
podej$cie niezmiernie elastycznym i pozwalajacym na wprowadzenie wielu typow modyfikacji
w regionie konca 3° sekwencji DNA. Zastosowanie tej metody umozliwito otrzymanie wszystkich
zaprojektowane warianty ogona poli(A).

Przygotowanie  oligonukleotydowych wstawek dla zmodyfikowanych sekwencji
3’-kofcowymi

Modyfikacja R!

Dwuniciowg wstawke DNA dla R!' przygotowano w nastepujacy sposob: roztwory dwoch
oligonukleotydéw DNA (Genomed) o sekwencji: A60 (ni¢ kodujaca); T60 (ni¢ matrycowa) zmieszano
w stosunku 1:1 (koncowe 60 pM kazdej nici DNA) i ustawiono reakcj¢ enzymatyczng w celu
fosforylacji koncow 5' oligonukleotydow przez dodanie kinazy polinukleotydowej T4 (NEB) i buforu
10x dla kinazy polinukleotydowej T4 (NEB). Reakcje prowadzono przez 30 minut w temperaturze 37°C.
Nastepnie nici hybrydyzowano przez ogrzewanie do 95°C i powolne chtodzenie do 25°C przez
2 godziny, gradient temperatury ~2 °C/~3min. Material DNA kodujacy sekwencj¢ wstawki oczyszczono
przy uzyciu komercyjnego zestawu do oczyszczania DNA (Macherey-Nagel) zgodnie z protokotem.
Sekwencje wszystkich zastosowanych oligonukleotyddéw przedstawia Tabela 7.

Modyfikacja R?

Wstawke DNA dla R? przygotowano w nastepujacy sposob: roztwory dwoch oligonukleotydow
DNA (Genomed) o sekwencji: A30GCATATGACTA70 (ni¢ kodujaca); T7T0AGTCATATGCT30 (ni¢
matrycowa) zmieszano w stosunku 1:1 (koncowe 60 pM kazdej nici DNA) i kontynuowano jak dla
wariantu R!.

Modyfikacja R?

Wstawke DNA dla R? przygotowano w nastepujacy sposob: roztwory dwoch oligonukleotydow
DNA (Genomed) o sekwencji: AGOTCTAG (ni¢ kodujgca); CTAGAT60 (ni¢ matrycowa) zmieszano
w stosunku 1:1 (koncowe 60 uM kazdej nici DNA) i kontynuowano jak dla wariantu R'.

Modyfikacja R*

Wstawke DNA dla R* przygotowano w nastgpujacy sposob: roztwory dwoch oligonukleotydow
DNA (Genomed) o sekwencji: A28GA60 (ni¢ kodujaca); T60CT28 (ni¢ matrycowa) zmieszano
w stosunku 1:1 (koncowe 60 uM kazdej nici DNA) i kontynuowano jak dla wariantu R!.

Modyfikacja R®
Wstawke DNA dla R przygotowano w nastepujgcy sposob: roztwory dwoch oligonukleotydow
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DNA (Genomed) o sekwencjach: A28CA60 (ni¢ kodujaca); T60GT28 (ni¢ matrycowa) zmieszano
w stosunku 1:1 (koncowe 60 uM kazdej nici DNA) i kontynuowano jak dla wariantu R'.

Modyfikacja R®

Wstawke DNA dla R® przygotowano w nastepujacy sposob: roztwory dwoch oligonukleotydow
DNA (Genomed) zawierajacych sekwencje G-kwarupleksu: A2GA30(GGGGTTT)sGGGGTAL1S (nié
kodujaca); TISACCCC3(AAACCCC)T30CT2 (ni¢ matrycowa) zmieszano w stosunku 1:1 (koncowe
60 uM kazdej nici DNA) i kontynuowano jak dla wariantu R'.

Modyfikacja A®

Wstawke DNA dla A? przygotowano w nastepujgcy sposob: Roztwory dwoch
oligonukleotydéw DNA (Genomed) o sekwencjach: A2(GA30); (ni¢ kodujaca); (T30C);T2 (nic
matrycowa) zmieszano w stosunku 1:1 (koncowe 60 pM kazdej nici DNA) i kontynuowano jak dla
wariantu R!.

Modyfikacja A*

Wstawke DNA dla A’ przygotowano w nastepujgcy sposob: Roztwory dwoch
oligonukleotydow DNA (Genomed) o sekwencjach: A2(GCATATA30); (ni¢ kodujaca);
(T30ATATGCT)4T2 (ni¢ matrycowa) zmieszano w stosunku 1:1 (koncowe 60 uM kazdej nici DNA)
i kontynuowano jak dla wariantu R'.

Modyfikacja A*

Wstawke DNA dla A* przygotowano w nastepujacy sposob: roztwory dwoch oligonukleotydow
DNA (Genomed) o sekwencjach: A2(GCATATA30); (ni¢ kodujaca); (T30ATATGCT);T2 (nic¢
matrycowa) zmieszano w stosunku 1:1 (koncowe 60 pM kazdej nici DNA) i kontynuowano jak dla
wariantu R!.

Modyfikacja A®

Wstawke DNA dla A° przygotowano w nastgpujacy sposob: Roztwory dwoch
oligonukleotyddw DNA (Genomed) o sekwencjach: A2(CA30)s (ni¢ kodujaca); (T30G);T2 (ni¢
matrycowa) zmieszano w stosunku 1:1 (koncowe 60 pM kazdej nici DNA) i kontynuowano jak dla
wariantu R'.

Modyfikacja A®

Wstawke DNA dla A® przygotowano w nastgpujacy sposob: Roztwory dwoch
oligonukleotyddw DNA (Genomed) o sekwencjach: A2(GA15)s (ni¢ kodujaca); (T15C)sT2 (ni¢
matrycowa) zmieszano w stosunku 1:1 (koncowe 60 pM kazdej nici DNA) i kontynuowano jak dla
wariantu R'.

Modyfikacja A’

Wstawke DNA dla A° przygotowano w nastepujgcy sposob: Roztwory dwoch
oligonukleotyddw DNA (Genomed) o sekwencjach: A2(GA20)s (ni¢ kodujaca); (T20C)sT2 (ni¢
matrycowa) zmieszano w stosunku 1:1 (koncowe 60 pM kazdej nici DNA) i kontynuowano jak dla
wariantu R'.

Modyfikacja A'°

Wstawke DNA dla A'" przygotowano w nastgpujacy sposob: roztwory dwoch
oligonukleotydow DNA (Genomed) o sekwencjach: A2(GA45), (ni¢ kodujaca); (T45C),T2 (ni¢
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matrycowa) zmieszano w stosunku 1:1 (koncowe 60 uM kazdej nici DNA) i kontynuowano jak dla
wariantu R'.

Modyfikacja A!!

Wstawke DNA dla A!' przygotowano w nastepujgcy sposob: Roztwory dwoch
oligonukleotydéw DNA (Genomed) o sekwencjach: A2(CA15)s (ni¢ kodujaca); (T15G)sT2 (nic
matrycowa) zmieszano w stosunku 1:1 (koncowe 60 pM kazdej nici DNA) i kontynuowano jak dla
wariantu R!.

Modyfikacja A'?

Wstawke DNA dla A" przygotowano w nastepujgcy sposob: Roztwory dwoch
oligonukleotydéw DNA (Genomed) o sekwencjach: T(CA10):1 (ni¢ kodujaca); (T10G)11A (nié
matrycowa) zmieszano w stosunku 1:1 (koncowe 60 pM kazdej nici DNA) i kontynuowano jak dla
wariantu R!.

Modyfikacja A4

Wstawke DNA dla A" przygotowano w nastepujgcy sposob: Roztwory dwoch
oligonukleotydow DNA (Genomed) o sekwencjach: T(CA13)s (ni¢ kodujaca); (T13G)sA (nié
matrycowa) zmieszano w stosunku 1:1 (koncowe 60 pM kazdej nici DNA) i kontynuowano jak dla
wariantu R!.

Modyfikacja A'®

Wstawke DNA dla A5 przygotowano w nastepujgcy sposob: Roztwory dwoch
oligonukleotyddow DNA (Genomed) o sekwencjach: T(CA15); (ni¢ kodujaca); (T15G);A (nié
matrycowa) zmieszano w stosunku 1:1 (koncowe 60 pM kazdej nici DNA) i kontynuowano jak dla
wariantu R!.

Modyfikacja A

Wstawke DNA dla A'® przygotowano w nastgpujacy sposob: Roztwory dwoch
oligonukleotyddw DNA (Genomed) o sekwencjach: T(CA17)s (ni¢ kodujaca); (T17G)sA (nié
matrycowa) zmieszano w stosunku 1:1 (koncowe 60 pM kazdej nici DNA) i kontynuowano jak dla
wariantu R'.

Modyfikacja A

Wstawke DNA dla A przygotowano w nastgpujacy sposob: Roztwory dwoch
oligonukleotyddw DNA (Genomed) o sekwencjach: T(CA20)s (ni¢ kodujaca); (T20G)sA (nié
matrycowa) zmieszano w stosunku 1:1 (koncowe 60 pM kazdej nici DNA) i kontynuowano jak dla
wariantu R'.

Przygotowanie wektorow plazmidowych do klonowania metoda na tgpe konce

Kolisty plazmid kodujacy lucyferazg Firefly, mKate2-PEST lub hEPO (5 pg) linearyzowano
(16 godzin, 37°C) enzymem restrykcyjnym Aarl (Thermo), 10x buforem Aarl (Thermo) i 50x oligo
(Thermo) i oczyszczano przy uzyciu komercyjnego zestawu do oczyszczania DNA (Macherey-Nagel).
Dodatkowo dla modyfikacji A'*-A'" plazmidy trawiono enzymem Beul w celu usuniecia fragmentu
poczatkowych 30 adenin ogona poli(A), prowadzac reakcje (30 min, 37°C) z enzymem FastDigest Bcul
(Thermo) i 10 x FastDigest Buffer (Thermo) i ponownie oczyszczajagc DNA przy uzyciu komercyjnego
zestawu do oczyszczania kwasow nukleinowych (Macherey-Nagel). Nastgpnie przygotowano reakcje
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enzymatyczng z polimeraza DNA I, Large Fragment (Klenow), 10x buforem 3 (NEB) i 10 mM NTP
(Thermo) usuwajac nawisy 3'i wypetniajac nawisy 5' dwuniciowej sekwencji, w celu utworzenia tepych
koncéw (15 min, 25°C) i ponownie oczyszczono wektor przy uzyciu komercyjnego zestawu do
oczyszczania DNA (Macherey-Nagel). Reakcj¢ defosforylacji przeprowadzono przy uzyciu termoczulej
fosfatazy alkalicznej FastAP (Thermo) i 10 x buforu Fast AP (Thermo) przez inkubacje (10 min, 37°C)
1 oczyszczenie koncowego wektora (V1) przy uzyciu komercyjnego zestawu do oczyszczania DNA
(Macherey-Nagel).

Reakcja ligacji, transformacja bakterii kompetentnych i selekcja pojedynczych klonow

Koncowy roztwor wektora (V1) zawierajacy 100 ng DNA zmieszano ze wstawkami dla
wszystkich wariantow (R!- R®, A2 - A7) w stosunku molowym 1:3 (wektor - insert), dodano 10x bufor
ligazy (Thermo), PEG 2000 (Thermo), ATP (Thermo) oraz ligazg DNA T4 (Thermo) i inkubowano
(1 godzing, 25 °C), a nastgpnie mieszaning reakcyjng (20 pl) schtodzono do 4 °C i inkubowano
dodatkowo 1 godzing. Potowe mieszaniny ligacyjnej (10 pl) zmieszano z rozmrozonymi na lodzie
komercyjnie dostepnymi chemokompetentnymi bakteriami (50 puL) Stable Competent E. coli (NEB)
i inkubowano na lodzie przez 30 minut, a nastgpnie mieszaning przeniesiono do 42°C (szok termiczny)
i schtodzono na lodzie przez 2 minuty. Nastepnie dodano 500 pL pozywki NEB Stable Outgrowth
(NEB) i inkubowano w temperaturze 30°C przez 1 godzing z wytrzasaniem (300 obrotow na minute).
Mieszaning transformacyjna (200 pL) rozprowadzono na plytce LB-agar (Roth) z dodatkiem 100 pg/mL
ampicyliny (Roth) i inkubowano (30°C, 16 godzin). Nastgpnie wybrano pojedyncze kolonie dla kazdego
wariantu (R' - R%, A? -A!7) i zaszczepiono nimi ptynne podtoze LB (Roth) w objetosci 5 mL
i uzupetniono ampicyling (Roth) w stezeniu 100 pg/mL, a hodowle inkubowano (30°C, 16 godzin).
Nastepnie hodowle bakteryjne odwirowano (4000g, 10 minut) i plazmidy wszystkich wariantow (R! -
R®, A% -A'7) oczyszczono przy uzyciu handlowo dostepnego zestawu GeneJET Plasmid Miniprep Kit
(Thermo). Stezenie zmierzono za pomoca spektrofotometru Nanodrop 2000c (Thermo), a plazmidy
wystano do sekwencjonowania DNA metodg Sangera (Genomed). Na podstawie wynikow
sekwencjonowania potwierdzono wlaczenie prawidlowych sekwencji kodujacych wszystkie
zaprojektowane modyfikacje (R! - R®, A% -A!7). Roztwory plazmidéw zawierajgce wszystkie warianty
ogonow poli(A) wykorzystano do transformacji $wiezych chemokompetentnych bakterii (analogicznie
do poprzedniej procedury), a nastgpnie wybrano pojedyncza koloni¢ z ptytki agarowej LB (Roth)
i zaszczepiono 200 mL pozywki LB (Roth) z ampicyling (Roth) w stezeniu 100 pg/mL i inkubowano
(30°C, 16 godzin). Nastepnie bakterie odwirowano (4000g, 10 minut), a plazmidy oczyszczono na duza
skale przy uzyciu komercyjnego zestawu E.Z.N.A.® FastFilter Plasmid DNA Maxi Kit (Omega) dla
wszystkich wariantow (R'- RS, A% -Al7),

Przygotowanie matryc DNA ze zmodyfikowanymi sekwencjami 3’-koncowymi do reakcji
transkrypcji in vitro
Wektory plazmidowe kodujace lucyferazg Firefly, mKate2-PEST oraz hEPO z roéznymi
zmodyfikowanymi sekwencjami 3'-koncowymi (A?-A'7) oraz referencje (R! - R®) linearyzowano przez
zmieszanie ich roztworéw zawierajacych 30 pg DNA z enzymem Aarl (Thermo), 10x buforem Aarl
(Thermo), 50x Oligo (Thermo) i inkubowano (16 godzin, 37°C). Matryce DNA do transkrypcji RNA in
vitro zostaly nastgpnie oczyszczone przy uzyciu komercyjnego zestawu do oczyszczania DNA
(Macherey-Nagel). Ponadto, w celu kontroli jednorodnosci matrycy, wykonano 1% zel agarozowy DNA
(VWR), stosujac ~ 100 ng matryc DNA dla kazdego wariantu (R! - R®, A2 -A!7) i 6x barwnik obcigzajacy
(Thermo). Elektroforeze przeprowadzono w warunkach (1x TAE (40 mM Tris - octan pH 8.0, ImM
EDTA), 140 V, 25 min).
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Analiza niestabilno$ci ogonow poli(A) w wektorach plazmidowego DNA

Chemokompetentne bakterie E.coli Topl10 i bakterie NEB NEB® Stable Competent E.coli
(High Efficiency) transformowano jak opisano powyzej plazmidami zawierajacymi wszystkie
modyfikacje ogonow poli(A) (A? -A'7) i plazmidami zawierajacymi referencyjne ogony poli(A) (R! -
R®). 30 pojedynczych kolonii dla kazdej modyfikacji i referencji wybrano z szalek bakteryjnych,
utworzono ptynne kultury bakteryjne i oczyszczono plazmidy, analogicznie do procedury opisanej
powyzej. Oczyszczone zestawy plazmidow byly nastepnie sekwencjonowane (Saneger) i oceniano
dhugos$¢ i poprawnos¢ sekwencji ogonéw poli(A) po amplifikacji. Na podstawie wynikéw policzono
liczbe kolonii, ktore wykazywaty odchylenia od poczatkowych parametrow sekwencji (dtugosc,
jednorodno$¢) i przedstawiono je w formie procentowego udziatu klonéw bakteryjnych, w ktérych
sekwencja ogona poli(A) zostata skrocona podczas amplifikacji plazmidu wzgledem ogédtu badanych
klonoéw bakteryjnych.

Transkrypcja in vitro 1 oczyszczanie mRNA ze zmodyfikowanymi sekwencjami
3’-koncowymi

Mieszaning do transkrypcji in vitro (100 pl) dla kazdego wariantu zmodyfikowanych sekwencji
3'-koncowych przygotowano przez zmieszanie: 4 pg linearyzowanej matrycy DNA dla kazdego
wariantu (R'- R®, A% -A!7), buforu do transkrypcji (1x, Thermo), GTP (4. 0 mM, Thermo), CTP (5.0
mM, Thermo), ATP (5,0 mM, Thermo), ¥-UTP (5,0 mM, Jena Bioscience), m’GpppAmpG- capl (10
mM), MgCl, (15 mM), Ribolock (1U/uL, Thermo), pirofosfatazy nieorganicznej (0,002U/uL, Thermo)
oraz polimerazy RNA T7 (0,125 mg/ml). Po inkubacji przez 1 godzing w 37°C dodano DNaze I (6 pL,
Thermo) i kontynuowano inkubacje¢ przez kolejne 30 minut. Nastepnie mieszaning rozcienczono
dwukrotnie wodg i dodano roztwér EDTA (9 ul, 500 mM, VWR), w celu zahamowania reakcji.
Powstale RNA dla wszystkich wariantow (R! - R®, A% -A!7) oczyszczono po IVT przy uzyciu POROS™
oligo (dT).s Affinity Resin (Thermo), naktadajac cata objetosc reakcji na wezesniej kondycjonowang
zywice (2 ml) oligo (dT)2s (20 mM Tris pH 7,4, 800 mM NaCl) i inkubowano (10 minut, 25°C).
Nastepnie zywicg przeplukano buforem rownowazacym (5 objetosci, 20 mM Tris pH 7,4, 800 mM
NaCl) i buforem ptuczacym (5 objetosci, 20 mM Tris pH 7,4, 300 mM NaCl). Elucje przeprowadzono
przez inkubacje zywicy z wodg (2 razy po 3 objetosci, 5 minut, 65°C). Wszystkie roztwory mRNA (R!
- RS, A? -A"7) zostaty kolejno przefiltrowane przez sterylny filtr 0,22 uM i zatezone (Amicon 100 kDa,
15 minut, 5000 RCF, 4°C) do objetosci 100 pl. Koncowym etapem oczyszczania byta separacja za
pomoca HPLC przy uzyciu RNASepTM Prep - RNA Purification Column (ADC Biotec). Bufory A:
100 mM TEAA, B: 100 mM TEAA, 100 mM MeCN. Program: 20% B przez 5 minut, 20-29 % B w
ciggu 20 minut, 29-100 % B w ciagu 1 minuty, 100 % B przez 4 minuty, przeptyw 5,0 mL/min, 55 °C
(RT ~ 35 min). Zebrane frakcje mRNA dla wszystkich wariantow (R! - R®, A? -A'7) wytragcono (0,1
objetosci 3M NaOAc, 0,7 objetosci izopropanolu, 30 minut, -80°C), odwirowano (20 minut, 15 000
RCF, 4°C), ponownie zawieszono w 3 ml 80% EtOH, odwirowano (10 minut, 15 000 RCF, 4°C)
1 ponownie rozpuszczono w wodzie (120 pL). Jako kontrole jakosci wykonano Zel agarozowy klasy
RNA (1%, Thermo), stosujac ~ 100 ng kazdego wariantu RNA (R'- RS, A? -A'") wraz z 2x barwnikiem
RNA (Thermo). Elektroforez¢ przeprowadzono w warunkach: (1x TBE (90 mM Tris pH 8.3 90 mM
kwas boranowy, 2 mM EDTA), 140V, 20 minut). Dodatkowo przeprowadzono analize typu dot-blot
w celu sprawdzenia obecnosci dwuniciowych czasteczek RNA (ds-RNA).

Sekwencjonowanie NanoPore DRS

Sekwencjonowanie NanoPore DRS przeprowadzil dr Pawet Krawczyk (MOSalC IIMCB).
Bezposrednie sekwencjonowanie RNA umozliwiajace potwierdzenie prawidlowych sekwencji
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zaprojektowanych modyfikacji na poziomie finalnego produktu mRNA dla wariantow (R' - R®, A? -
A'"%), wykonane zgodnie z opisem Bilskiej.’”® Do przygotowania biblioteki wykorzystano 50 - 100 ng
mRNA dla kazdej modyfikacji. Probki sporzadzono z pomocg zestawu do bezposredniego
sekwencjonowania RNA (nr katalogowy SQK-RNAO002, Oxford Nanopore Technologies) zgodnie
z instrukcjami producenta. Sekwencjonowanie przeprowadzono przy uzyciu R9.4 flow cells na
urzadzeniu MinlON (ONT). Surowe dane zostaly wywotane przy uzyciu Guppy (ONT), a nastepnie
dane sekwencjonowania (pliki fast5) zostaly zdeponowane w Europejskim Archiwum Nukleotydow
(ENA).

Formulacja mRNA w nanoczastkach lipidowych LNPs

Preparaty mRNA dla wszystkich badanych wariantéw rozcienczono w buforze do formulacji
PNI (Precision NanoSystems) do stezenia ~180 ng/ul. Roztwory mieszanek lipidowych GeneVoy
(Precision NanoSystems), SM-102 (Moderna) oraz MC3 (BroadPharm) rozcienczono w bezwodnym
etanolu (99%) do stgzenia 12.5 mM. Przygotowane roztwory mRNA i lipidow przeniesiono do
strzykawek i zamontowano wraz z jednorazowym uktadem mieszalniczym w urzadzeniu Ignite
(Precision NanoSystems). Parametry procesu formulacji dla wszystkich mieszanek lipidow byty
identyczne i wynosity: przeplyw skladnikow przez wklad mikroprzeplywowy- 12 ml/minute,
poczatkowa objetos¢ odpadowa- 0.35 ml, stosunek stezen molowych mRNA do lipidow- 4:1, stosunek
N/P= 6 (stosunek dodatnio natadowanych grup aminowych polimeru (N -azot) do ujemnie
natadowanych grup fosforanowych kwasu nukleinowego (P). Uzyskane roztwory LNPs rozcienczono
czterdziestokrotnie w sterylnym buforze PBS (bez jonow Ca’" i Mg?") celem zmniejszenia proporcji
rozpuszczalnikow i tym samym ustabilizowania nanoczastek, a nastgpnie przeniesiono do wkladow
filtrujagcych Amicon® Ultra-15 (Millipore) i wirowano (30 minut, 2 000 RCF, 20°C). Proces wirowania
powtarzano do momentu zatezenia roztworu LNPs do objetosci okoto 2 ml. Finalnie probki
przefiltrowano przez sterylny filtr Acrodisc® 0.2 pm (Cytiva).

Kontrola jakos$ci LNPs z wykorzystaniem metody DLS

Rozktad wielkosci 1 wskaznik polidyspersyjnosci (PI) okre§lono za pomoca dynamicznego
rozpraszania $wiatta (DLS) na urzadzeniu Malvern Zetasizer Ultra Red (Malvern, UK) w buforze PBS
w temperaturze 25°C w trybie rozpraszania wstecznego. Pomiary metodg DLS wykonat dr Marek
Baranowski (CeNT UW). W tym celu pobrano 5 pl kazdej probki LNPs-mRNA i rozcieficzono 200-
krotnie w buforze 1x PBS, roztwory przeniesiono do plastikowych kuwet i umieszczono w komorze
pomiarowej urzadzenia. Pomiary wykonano w tryplikatach dla kazdego badanego wariantu.

Pomiar stezenia mRNA w LNPs z wykorzystaniem testu RiboGreen

Na pltytke 96-dotkowa naniesiono po 15 pl kazdego badanego LNPs-mRNA, po czym
studzienki dopetniono buforem 1 x TE (10 mM Tris- HCI, 1 mM EDTA) do objetosci 250 pl. Uzyskane
roztwory zmieszano oddzielnie w stosunku 1:1 z buforem 1 x TE oraz buforem TE zawierajagcym
detergent (2 % Triton-X100). W innych dotkach wykonano krzywa wzorcowg RNA. Przygotowano
5 roztworoéw kontrolnego RNA (Thermo) w stezeniach 2.5 pg/ml, 1 pg/ml, 0.5 pg/ml, 0.25 pg/ml, 0.1
ug/ml, wykorzystujac w zmiennej objetosci bufor 1 x TE oraz w statej objetosci bufor TE z detergent
(2 % Triton-X100). Ptytke inkubowano 10 minut w 37°C, umozliwiajac rozpad nanoczastek lipidowych
w probkach z detergentem i uwolnienie mRNA do roztworu. Nastepnie do wszystkich studzienek
dodano 100 pl odczynnika RiboGreen (Thermo) i przeprowadzono detekcje sygnatu z wykorzystaniem
czytnika mikroptytek Synergy H1 (BioTek) przy dlugos¢ fali wzbudzenia 485 nm. Dane liczbowe
przeniesiono do przygotowanego przez producenta arkusza ilosciowego oznaczania RNA (pakiet Excel)
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i obliczono wydajno$¢ enkapsulacji oraz stgzenie mRNA dla kazdej badanej probki.

Funkcjonalna charakterystyka mRNA ze zmodyfikowanymi sekwencjami 3'-koncowymi in
vitro, na podstawie poziomu ekspresji biatek Fluc i mKate2 w liniach komoérkowych

Komorki A549 (ludzki nabtonkowy rak ptuc, ATCC CCL-185), HEK293T (ludzki nabtonkowy
rak nerki, ATCC CRL-3216) i HepG2 (ludzki nabtonkowy rak watrobowo-komoérkowy, ATCC HB-
8065) hodowano w pozywce DMEM (Gibco) uzupetionej 10% FBS (Sigma), GlutaMAX (Gibco) i 1%
penicyling/streptomycyna (Gibco) przy 5% CO, i 37°C, wilgotno$¢ nasycona. JAWS II (mysie
niedojrzate komorki dendrytyczne, ATCC CRL-11904) hodowano w medium RPMI 1640 (Gibco)
uzupetlionym 10% FBS, pirogronianem sodu (Gibco), 1% penicylina/streptomycyng i 5 ng/ml GM-
CSF (PeproTech) w temperaturze 5% CO» 1 37°C, wilgotno$¢ nasycona. Jeden dzien przed transfekcja
komorki wysiano na 96-dotkowa ptytke (10* komorek na studzienke). Nastepnego dnia komorki
transfekowano mRNA zawierajgcymi rozne warianty ogonow poli(A). Kazdy wariant mRNA (R - RS,
A% -A"7) byl transfekowany w trzech powtorzeniach dla wszystkich linii komorkowych. Transfekcje
przeprowadzono za pomocg Lipofectamine Messenger MAX (Invitrogen, Waltham, MA, USA),
zgodnie z instrukcjami producenta. W skrocie, dla kazdej probki RNA, 0,15 pL lipofectaminy najpierw
rozcienczono (Mix 1) w 5 pL pozywki Opti-MEM (GIBCO, Grand Island, NY, USA) i inkubowano
w temperaturze pokojowej przez 10 minut. W innej probéwce 50 ng mRNA rozcienczono w 5 pL
pozywki Opti-MEM (Mix 2). Nastepnie zarowno Mix 1, jak i Mix 2 wymieszano i inkubowano przez 5
minut w temperaturze pokojowej. Nastepnie mieszaning przeniesiono do odpowiedniej studzienki 96-
dotkowej plytki zawierajacej wczesniej wysiane komorki. Po transfekcji komorki inkubowano
w standardowych warunkach hodowli (37°C, 5% CO,, wilgotnos¢ nasycona). W odpowiednich
punktach czasowych (4h, 16h, 24h, 48h, 72h) mierzono luminescencj¢ przy uzyciu Bright-Glo
Luciferase Assay System (Promega, Madison, WI, USA), zgodnie z instrukcjami producenta.
Luminescencj¢ odczytywano na biatych, nieprzezroczystych pltytkach. Pomiary wykonano przy uzyciu
czytnika ptytek EnVision (Perkin Elmer, Waltham, MA, USA).

Analiza Western blot dla mRNA ze zmodyfikowanymi sekwencjami 3’-koncowymi

W celu okreslenia ekspresji biatek reporterowych Fluc i mKate2 PEST dla mRNA ze
zmodyfikowanymi sekwencjami 3’-koncowymi, przeprowadzono transfekcje komoérek BMDM
z wykorzystaniem mRNA dla wszystkich zaprojektowanych wariantow (R'- R®, A% -A'7), ktérg wykonat
dr hab. Seweryn Mroczek (MOSalC IIMCB). Dzien przed transfekcja wysiano 500 tysigcy komodrek na
6-dotkowa ptytke w podtozu IMDM. Komorki transfekowano 1 pg mRNA kodujacym Fluc oraz
mKate2 PEST. Wszystkie transfekcje przeprowadzono przy uzyciu odczynnika do transfekcji
Lipofectamine™ MessengerMAX™ (Invitrogen, LMRNAOO1) zgodnie z instrukcjami producenta.
Komoérki zebrano 24 godziny po transfekcji w celu dalszej analizy Western blot. Rowng ilo$¢ komodrek
poddano lizie w PBS uzupetionym 0,1% NP40, inhibitorami proteaz i wiskolazg (koncowe stezenie
0,1 U/ml; A&A Biotechnology, 1010-100) przez 30 minut w temperaturze 37°C z wytrzgsaniem 1200
rpm, a nastepnie dodano 3x bufor SDS Sample (187,5 mM Tris-HCI pH 6,8, 6% SDS, 150 mM DTT,
0,02 % blekitu bromofenolowego, 30% glicerolu, 3% 2-merkaptoetanolu) i gotowano probki przez 10
minut. Probki rozdzielano na 12-15% zelach SDS-PAGE, a nastepnie biatka przenoszono na mokro na
membrany nitrocelulozowe Protran (GE Healthcare) przy 400 mA w temperaturze 4°C przez 1,5
godziny w 1x buforze transferowym (25 mM Tris, 192 mM glicyna, 20 % metanol (v/v)). Nastepnie
biatka wizualizowano przez barwienie 0,3% w/v Ponceau S w 3% v/v kwasie octowym i digitalizowano.
Membrany blokowano przez inkubacje¢ w 5 % mleku w buforze TBST przez 1 godzing, a nastgpnie
inkubowano przez noc z przeciwcialami pierwszorzedowymi rozcienczonymi 1:3000 (mKate2,
lucyferaza Firefly), 1:5000 (aktyna, tubulina) w 5% mleku w buforze TBST. Membrany ptukano
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trzykrotnie w buforze TBST, po 10 minut, inkubowano z drugorzedowymi przeciwciatami kroliczymi
(anty-mysie) sprzezonymi z HRP (Millipore, 401215) rozcienczonymi 1:5000 (Millipore, 401393) przez
2 godziny w temperaturze pokojowej. Membrany ptukano trzykrotnie w buforze 1x TBST, a biatka
wizualizowano przy uzyciu systemu ChemiDoc.

Funkcjonalna charakterystyka mRNA ze zmodyfikowanymi sekwencjami 3'-koncowymi in
vivo, na podstawie poziomu ekspresji biatka Fluc w modelu mysim

Eksperymenty in vivo zostaly wykonane przez dr Zofig¢ Pilch (Zaktad Immunologii WUM).
Badania przeprowadzono na 10-12-tygodniowych (~25 g) samicach myszy C57BL/6, zgodnie
z protokolem zatwierdzonym przez Lokalng Komisje Etyczng ds. Doswiadczen na Zwierzgtach
w Warszawie. Wszystkie do§wiadczenia zostaly przeprowadzone zgodnie z Dyrektywa Parlamentu
Europejskiego i Rady nr 2010/63/UE w sprawie ochrony zwierzat wykorzystywanych do celow
naukowych. Myszy pozyskano z Zaktadu Hodowli Instytutu Mossakowskiego Polskiej Akademii Nauk
w Warszawie 1 utrzymywano w specyficznym $rodowisku wolnym od patogenéw (SPF)
w indywidualnie wentylowanych klatkach (IVC) w warunkach 12-godzinnego cyklu dziefi/noc
z nieograniczonym dostgpem do pozywienia i wody pitnej. W celu okre$lenia charakterystyki
funkcjonalnej mRNA ze zmodyfikowanymi sekwencjami 3'-koncowymi in vivo, przygotowano dla
wybranych wariantow roztwory LNPs-mRNA kodujace Fluc oraz hEPO i podawano dozylnie (i.v.) do
bocznej zyty ogonowej myszy BALB/c. Kazdej myszy zaszczepiono 10 ug mRNA w postaci LNP dla
Fluc oraz 1 pg mRNA w postaci LNP dla hEPO. Calkowity sygnatl bioluminescencji ciala rejestrowano
przyzyciowo po 4 godzinach, 8 godzinach i 16 lub 24 godzinach po podaniu mRNA za pomoca systemu
obrazowania [VISSpectrum (Perkin-Elmer). W skrocie, myszom podano dootrzewnowo 150 mg/kg D-
lucyferyny (Sydlabs) i znieczulono je poprzez ciggte wdychanie 3% mieszaniny izofluranu (Baxter)
w 100% O.. Warunki obrazowania byly nastgpujace: czas automatycznej akwizycji ustawiony na Auto
(maks. 1 min), F/Stop 1 i binning maty. Wartosci bioluminescencji w obszarach zainteresowania (ROI)
analizowano za pomocg oprogramowania LivingIMAGE dostarczonego przez firme Perkin-Elmer.

Badanie poziomu biatka Fluc dla wyizolowanych organow ex vivo

Eksperymenty ex vivo zostaty wykonane przez dr Zofi¢ Pilch (Zaktad Immunologii WUM). Dla
badan in vivo czasteczek mRNA ze zmodyfikowanymi sekwencjami 3’-koncowymii w formulacji SM-
102 wykonano dodatkowe obrazowanie wyizolowanych z myszy organdéw: watroby, §ledziony oraz
trzustki. Po obrazowaniu przyzyciowym w konkretnych punktach czasowych, zwierzeta poddano
eutanazji przez przerwanie rdzenia kregowego, a nastgpnie izolowano organy. Nastepnie organy
ptukano roztworem 0.9 % NaCl i ponownie poddawano obrazowaniu z wykorzystaniem tych samych
parametréw (system [VISSpectrum, oprogramowanie LivingIMAGE).

Materialy biologiczne
Biatko Polimeraza RNA T7

Biatko Polimeraz¢ RNA T7, wykorzystywane w reakcji IVT, zaprojektowano i zaméwiono
w wektorze plazmidowym przeznaczonym do ekspresji biatka pT7-911Q z serwisu Addgene. Ekspresje
rozpoczgto od pobrania 1ul plazmidu pT7-911Q i dodana do 100 ul chemicznie kompetentnych bakterii
E.coli szczepu BL21 (DE3)-RIL. Bakterie inkubowano 20 minut na lodzie, 45 sekund w 42°C (szok
cieplny) i 2 minuty na lodzie. Do zawiesiny bakteryjnej dodano 500 ul medium SOB i inkubowano
w 37°C z wytrzgsaniem (60 minut, 350 rpm). Uzyskang hodowl¢ wysiano na szalki z podlozem LB-agar
z dodatkiem ampicyliny (100 ug/mL). Przygotowana ptytke pozostawiono w 37°C na 16 godzin. Do 25

mL medium LB dodano 25 pL ampicyliny, a nastgpnie inokulowano roztwor kilkoma pojedynczymi
190



koloniami bakteryjnymi dla szczepu BL21 (DE3)-RIL. Zawiesing bakteryjng inkubowano 3 godziny,
37°C, 220 rpm. Po uzyskaniu przez hodowle gestosci optycznej bliskiej ODegopo~0.7 indukowano
ekspresje w bakteriach roztworem 0.5 mM IPTG. Zawiesiny inkubowano w 37°C przez 4 godziny. Po
hodowli zawiesiny zwirowano (10 min, 4000 rpm, 4°C). Po wirowaniu usuni¢to supernatant, pelet
zawieszono w 170 ml buforu do lizy (Tris 50 mM pH 7.5, NaCl 300 mM, imidazol 20 mM, glicerol
10%, DTT 1 mM, inhibitory proteaz: PMSF 100 mM, Leupeptyna 1.05 mM, Pepstatyna 100 uM,
Aprotonina 30 pM, lizozym 0.1 mg/mL) i inkubowano na lodzie 20 minut. Nastgpnie probki poddano
sonikacji (25 min, 50%, 15s on/off). W celu oczyszczenia, lizat nalozono na kolumne 2x Sml HisTrap
FF wypetiong buforem Tris 50 mM pH 7.5, NaCl 1M, imidazol 20 mM, glicerol 10 %, DTT ImM.
Biatko eluowano przy uzyciu buforu uzupetionego 500 mM imidazolem. Dla biatka polimerazy RNA
T7 réwniez zastosowano kolumne heparynowa, umozliwiajaca usuniecie kwaséw nukleinowych oraz
zanieczyszczen biatkowych z preparatu. Po oczyszczaniu zebrano frakcje piku gtownego zawierajace
biatko polimeraze T7 i zageszczono na kolumienkach do filtracji Amicon 50kDa. Filtracje zelowa
prowadzono na kolumnie HilL.oad Superdex 16/600 200 pg wykorzystujac do elucji bufor Tris 10 mM
pH 8.0, NaCl 300mM, DTT 1mM. Biatko zebrane po filtracji zelowej analizowano przy uzyciu 12%
PAGE, a wybrane frakcje zatezano przy uzyciu kolumienki filtracyjnej Amicon Ultra-4 10 kDa MWCO
(Millipore), dodano 50% glicerolu, poporcjowano i przechowywano w temperaturze -20°C.

Makrofagi pochodzace ze szpiku kostnego

Mysie makrofagi pochodzace ze szpiku kostnego BMDM (ang. bone marrow-derived
macrophage) zostaty przygotowane przez dr hab. Seweryna Mroczka (MOSalC IIMCB). Komorki
BMDM zostaty utworzone z monocytéw szpiku kostnego wyizolowanych od dorostych myszy typu
dzikiego (w wieku 12-25 tygodni). Zwierzgta poddano eutanazji poprzez przerwanie rdzenia
kregowego, a nastepnie izolowano kosci udowe i piszczelowe oraz pobierano szpik kostny za pomoca
protokotu opartego na wirowaniu. Komorki szpiku kostnego umieszczono w pozywce IMDM (Thermo
Fisher Scientific; 21980065) uzupetlionej 10% FBS (Gibco), 100 U/mL penicyliny/0,1 mg/mL
roztworu streptomycyny (Sigma-Aldrich) i 10 ng/mL czynnika stymulujacego kolonie makrofagow (M-
CSF, Preprotech; 315-02) i hodowano w temperaturze 37°C w 5% CO,, wilgotno$¢ nasycona. Komorki
wykorzystano do eksperymentéw po 14 dniach réznicowania.
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