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Potencjal terapeutyczny oligonukleotydow bogatych w reszty guanozyny.
Charakterystyka strukturalna i funkcjonalna.
STRESZCZENIE

Zrozumienie informacji zawartej w sekwencjach genomu czy transkryptomu oraz
terapeutyczne zarzadzanie procesami komoérkowymi stanowig najwicksze wyzwanie naszych
czasow. W przypadku chordob uwarunkowanych genetycznie znajomo$¢ sekwencji
chorobotworczego genu jest podstawa do projektowania lekdw nakierowanych na zmieniony
gen lub biatko powstale na matrycy nieprawidlowego genu. Wyniki licznych badan z
ostatnich lat wskazujg na kluczowa rolg kwadrupleksow w wielu procesach biologicznych.
Struktury kwadrupleksow tworza si¢ z sekwencji bogatych w reszty guanozyny, ktore w
odpowiednich warunkach tworza oddziatujace warstwowo G-tetrady. Sekwencje potencjalnie
tworzace kwadrupleksy powszechnie wystepuja w ludzkim genomie 1 transkryptomie.
Zaproponowano liczne narzedzia diagnostyczne 1 terapeutyczne, ktorych mechanizm
dziatania opiera si¢ na indukowaniu 1 stabilizacji struktur kwadrupleksowych. Na przyktad
kwadrupleksy okazatly sie atrakcyjnymi celami terapii przeciwnowotworowej oraz w leczeniu
chorob neurodegeneracyjnych. Jednym ze sposobdw regulacji ekspresji patogennego genu, w
ktorym kwadrupleksy odgrywaja kluczows role, jest wykorzystanie odpowiednich ligandow
specyficznych wzgledem kwadrupleksow.

Moje badania dotyczyly poznania wilasciwosci dwufunkcyjnych oligonukleotydow
antysensowych bogatych w reszty guanozyny oraz sprawdzenia mozliwosci wykorzystania
ich do selektywnego rozpoznania docelowych sekwencji RNA, réznigcych sie tylko jedng
resztg nukleotydowa. Zaproponowane przeze mnie podejscie opiera si¢ na wspoldziataniu
dwoch strukturalnych domen kwaséw nukleinowych, dupleksowej oraz kwadrupleksowe;j. Jak
wykazatam, podejscie takie umozliwia rozpoznanie mutacji punktowej (U—G) poprzez
utworzenie réznych  struktur drugorzedowych po przylaczeniu oligonukleotydu
antysensowego do docelowego RNA - struktury hybrydowej typu dupleks-kwadrupleks
(DQH) oraz dupleksu z nieuporzadkowanymi koncami (Dss). Wykorzystujac rozne techniki
eksperymentalne, takie jak spektroskopia NMR, UV, CD czy analiza w zelu
poliakrylamidowym, zbadatam wtlasciwosci tych struktur w roéznych warunkach oraz
okreslitam wptyw nienukleotydowych modyfikacji chemicznych (reszty typu abasic, linkery
alifatyczne) na stabilno$¢ i strukture badanych kompleksow DQH i Dss. Pokazatam, ze G4-
ligand przylaczony kowalencyjnie do oligonukleotydu antysensowego wiaze si¢ selektywnie

do kwadrupleksu w strukturze hybrydowej typu dupleks-kwadrupleks. Taki zwigzany



kowalencyjnie do oligonukleotydu antysensowego G4-ligand moze spowolni¢ proces
rozplatania kwadrupleksu w komoérce a takze stuzy¢é jako selektywny znacznik
fluorescencyjny do detekcji dwuczasteczkowych kwadrupleksow.

We wspolpracy z Pracownig Analiz Struktur Subkomérkowych IChB PAN wykazatam, ze
zaprojektowane przeze mnie dwufunkcyjne oligorybonukleotydy efektywniej wyciszaja
ekspresje¢ badanych genow niz klasyczne oligonukleotydy antysensowe, ktore tworzyty
struktury  dupleksow z docelowa sekwencja RNA. Mozliwos¢ rozpoznania
jednonukleotydowej zmiany w sekwencji docelowej przez oligonukleotyd antysensowy ma
ogromny potencjat terapeutyczny. Na przyklad u chorych na niedrobnokomorkowego raka
pluca czesto diagnozowana jest mutacja genu w wyniku ktorej dochodzi do zmiany sekwencji
we fragmencie mRNA z GGGCUGG na GGGCGGG, co stanowi potencjalny cel dla terapii
wykorzystujacej dwufunkcyjne oligonukleotydy bogate w reszty guanozyny.



