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STRESZCZENIE

Il. STRESZCZENIE

Alternatywny splicing to proces, ktéoremu podlega 95% ludzkich gendw.
Umozliwia on produkcje wigcej niz jednego biatka z jednego genu. Proces ten zachodzi
dzicki ztozonemu kompleksowi biatek, ktéry umozliwia wyciecie niekodujacych
fragmentow 1 potaczenie razem sekwencji kodujacych dang izoformg. Alternatywny
splicing jest kontrolowany przez biatka (czynniki splicingowe), ktore rozpoznaja
specyficzne sekwencje w pre-mRNA i wptywajg na identyfikacje odpowiednich miejsc
ciecia. Do czynnikow regulujacych alternatywny splicing zaliczamy: biatka, sekwencje
w pre-mRNA, strukturg drugorzgdowa pre-mRNA oraz szybkos$¢ procesu transkrypcji.
Wszelkie zmiany pojawiajace si¢ w elementach kontrolujacych proces sktadania genow
moga doprowadzi¢ do jego zaburzen, w wyniku czego powstaja transkrypty o zmienionej
sekwencji nukleotydowej. Konsekwencja tego jest produkcja bialek, ktore sg nieaktywne,
pelnig niepozadane funkcje lub ulegaja szybkiej degradacji, co jest bezposrednia

przyczyng rozwoju chordb, takich jak nowotwory.

Wynikiem wieloletnich prac wielu grup badawczych jest opracowanie narzedzi
molekularnych, ktérych celem jest przywrocenie poprawnego wzorca sktadania genow.
Dwufunkcyjne  oligonukleotydy  antysensowe (ang.  bifunctional  antisense
oligonucleotides, BASOs) sktadaja si¢ z dwoch funkcjonalnych czgsci. Czgséc
antysensowa odpowiedzialna jest za przylaczenie oligonukleotydu do docelowe;j
sekwencji pre-mRNA. Cze$¢ regulatorowa zawiera sekwencje nukleotydow, ktora jest
rozpoznawana przez czynniki splicingowe. Zastosowanie odpowiedniej sekwencji
regulatorowej umozliwia $ciagnigcie czynnikow splicingowych w poblize regulowanej
sekwencji pre-mRNA. Z kolei, oligonukleotydy antysensowe zmieniajace splicing
(ang. splice switching oligonucleotides, SSOs) komplementarnie hybrydyzuja
z sekwencjami regulatorowymi w pre-mRNA uniemozliwiajac ich oddziatywanie

z czynnikami splicingowymi.

W zaprezentowane] pracy podjeto probe optymalizacji sekwencji 1 struktury
BASOs, jak 1 sekwencji SSOs. Model badawczy stanowit gen PKM, w ktérym wystepuja
dwa wzajemnie wykluczajace si¢ eksony. Alternatywny splicing prowadzi do powstania
dwoch transkryptow genu PKM: transkrypt PKM1 z eksonem 9 (bez eksonu 10)
oraz transkrypt PKM2 z eksonem 10 (bez eksonu 9). Zwigkszona produkcja izoformy
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PKM2 zostata zaobserwowana w wielu nowotworach. Udowodniono rowniez zaleznos¢
pomiedzy wysokim poziomem PKM2, a progresja nowotworu. Dlatego tez gtéwnym
celem badan bylo zaprojektowanie i optymalizacja narzedzi molekularnych, ktore

umozliwig efektywng regulacje sktadania genu PKM.

Pierwszy etap eksperymentoéw dotyczyt optymalizacji BASOs, podczas ktorego
zaprojektowano sekwencje specyficznie oddziatujaca z biatkiem hnRNP Al, ktoéra
zostala wykorzystana w cz¢sci regulatorowej BASOs. Sekwencja ta zostata wybrana
na podstawie danych literaturowych oraz oceny sity wigzania z rekombinowanym
biatkiem hnRNP A1, a takze badan termodynamicznych. Nast¢pnie przeprowadzono
eksperymenty w linii komorkowej HeLa, podczas ktorych poddano optymalizacji miejsce
hybrydyzacji BASOs w transkrypcie genu PKM. W kolejnym etapie ustalono liczbe
powtdrzen sekwencji regulatorowej, ktore zapewniaja najwicksza efektywnos¢ BASOs.
Wplyw BASOs na regulacje alternatywnego splicingu zostal réwniez sprawdzony w linii
komorkowej SKOV-3. Z wykorzystaniem tej linii oceniono rdéwniez, czy BASOs

oddziatuja na zdolno$¢ komérek SKOV-3 do migracji i inwazji.

W  drugiej czesci badan podjeto probe optymalizacji efektywnosci
oligonukleotydu antysensowego zmieniajacego splicing. Oligonukleotyd ten reguluje
alternatywny splicing genu PKM poprzez hybrydyzacj¢ w eksonie 10. Wedlug sugestii
autoroéw, czesciowy efekt regulacji moze by¢ zalezny od oddziatywania oligonukleotydu
z podobng sekwencja znajdujaca si¢ w intronie 9. Do sekwencji oligonukleotydu
wprowadzono modyfikowane nukleotydy, ktore wplywaja na jego preferencje
do oddzialywania z sekwencja o petnej komplementarnosci (ekson 10) oraz z sekwencja,
ktora nie jest w peilni komplementarna (intron 9). Przeprowadzono eksperymenty
termodynamiczne, w celu weryfikacji, w jaki sposob modyfikacje wptywajg na stabilnosc¢
tworzonych duplekséw oraz na dyskryminacj¢ niesparowan. W finalnym etapie,
zaprojektowane oligonukleotydy transfekowano do linii komorkowej HelLa i oceniono

wptyw modyfikacji na regulacje alternatywnego splicingu genu PKM.

Wynikiem wykonanych eksperymentow jest optymalizacja efektywnosci dwoch
typoOw narzedzi molekularnych regulujacych alternatywny splicing genu PKM.
Dowiedziono, ze BASOs wptywaja nie tylko na regulacje splicingu genu docelowego,
ale réwniez zmniejszaja zdolnos¢ komorek nowotworowych do migracji oraz inwazji.

Zaproponowano uzycie modyfikowanych nukleotydow w sekwencji SSOs, ktoére

12
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znaczaco wplywaja na preferencje oligonukleotydu do hybrydyzacji z docelowymi
sekwencjami, co przektada si¢ na zmiany w efektywnosci regulowania procesu sktadania
genu. Wykonane badania przyczynig si¢ do rozwoju nowych oligonukleotydowych
narze¢dzi terapeutycznych, ktore moga zosta¢ uzyte w terapii chorob, ktorych podtozem

sg zaburzenia alternatywnego splicingu.
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ABSTRACT

1. ABSTRACT

Alternative splicing is a process which allows for the production of more than one
protein from one gene. It is known that 95% of human genes undergo alternative splicing.
This process is based on removing noncoding sequences from pre-mRNA and joining
together fragments that encode the specific isoform. Alternative splicing is strictly
controlled by many regulatory factors, including splicing proteins, regulatory sequences
in the pre-mRNA, pre-mRNA secondary structures and the transcription kinetics. Every
change or dysregulation that appears in these regulatory factors can result in alterations
of alternative splicing pattern. In consequence, the formed transcripts encode the proteins
that are easily degraded, inactive or play aberrant functions being a direct cause of various

diseases development, including cancers.

In recent years, two types of molecular tools that are able to redirect alternative
splicing have been developed by many research groups. Bifunctional antisense
oligonucleotides are composed of two functional parts. Antisense part is responsible for
hybridization of oligonucleotide to the target pre-mRNA sequence, whereas regulatory
fragment contains the nucleotide sequence that is recognized by splicing proteins in cells.
Therefore, the main function of regulatory part is to recruit splicing proteins to the target
pre-mRNA sequence. On the other hand, splice switching oligonucleotides (SSOs) are
designed to hybridize with regulatory sequences in the pre-mRNA and block their

interactions with splicing proteins.

In the presented studies the attempts were made to optimize the sequence and
structure of BASOs as well as the sequence of SSOs. The model gene for the regulation
of alternative splicing by oligonucleotides was the PKM gene, which contains two
mutually exclusive exons, i.e. exon 9 (present in PKM1 transcript) and exon 10 (present
in PKM2 transcript). The increased production of PKM2 has been found in many cancers.
Additionally, the influence of PKM2 on cancer progression is well documented.

Therefore, the molecular tools were designed to redirect alternative splicing of PKM gene.

In the first part of the studies, the optimization of BASOs sequence and structure
was performed. The regulatory part has been designed based on literature data, binding
affinity determination and thermodynamic studies. Next, the experiments in HelLa cell

line have been carried out to select the optimal hybridization position in the PKM pre-

14



ABSTRACT

mRNA. Additionally, the efficiency of different number of repeats of regulatory binding
motifs has been assessed. Finally, the regulatory properties of BASOs have been tested
in SKOV-3 cell line. What is more, the influence of BASOs on SKOV-3 cells ability to

migrate and invade was assessed.

The aim of the second part of the studies was to optimize the regulatory efficiency
of splice switching oligonucleotide which interacts with sequence in exon 10 and
influence on PKM alternative splicing pattern. The authors suggest that the effect is
partially caused by simultaneous hybridization with the similar sequence in intron 9. In
the presented studies, the modified nucleotides have been introduced into the
oligonucleotide to modulate its preferences to hybridize with full complementary
sequence (exon 10) and the sequence of intron 9 that forms mismatches with SSO. To
assess the impact of modified nucleotide residues on duplex stability and mismatch
discrimination, the thermodynamic studies have been performed. In the final step, the
newly designed SSOs have been transfected to HeLa cell line and their regulatory effect

on splicing was evaluated.

The main result of performed studies is the optimization of two different
molecular tools that can be used to regulate alternative splicing of PKM gene. It has been
proved that designed BASOs are able not only to redirect splicing of target gene but also
to influence on migration and invasion properties of SKOV-3 cell line. Additionally, it
has been presented that the two types of modified nucleotides significantly change the
hybridization properties of SSOs what have strong impact on the PKM gene alternative
splicing regulation. The presented results can contribute to development of new
oligonucleotide based tools that can be used in the therapy of diseases that are caused by
aberrant alternative splicing.

15
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IV. CEL PRACY

Alternatywny splicing to proces, ktory umozliwia produkcj¢ wigcej niz jednego
biatka z jednego genu, przyczyniajac si¢ tym samym do zwigkszenia roznorodnosci
biatek w organizmie. Niestety, wszelkie zaburzenia w procesie sktadania genow moga
prowadzi¢ do powstania biatek, ktore sa nieaktywne, petnig odmienng funkcje lub ulegaja
szybkiej degradacji. Dlatego tez, zmiany wzorca alternatywnego splicingu prowadza do
rozwoju wielu ciezkich choréb, w tym chordob nowotworowych. Jest to przyczyng
poszukiwania nowych narzedzi molekularnych, ktore moga zosta¢ uzyte

do przywrocenia poprawnego wzorca sktadania genow.

Celem niniejszej pracy byla optymalizacja dwdch rodzajow oligonukleotydow,
ktére moga zosta¢ wykorzystane do regulacji alternatywnego splicingu w komorkach
nowotworowych. Dwufunkcyjne oligonukleotydy antysensowe sktadaja si¢ z dwoch
funkcjonalnych czg$ci: antysensowej oraz regulatorowej, ktoére podczas projektowania
nalezy podda¢ szczegdtowej optymalizacji. W niniejszej pracy skupiono si¢ przede
wszystkim na optymalizacji cze$ci regulatorowej skierowanej na oddziatywanie
z wyciszaczem splicingu - biatkiem hnRNP Al. W tym celu, przeprowadzono
szczegotowe poszukiwania najbardziej efektywnej sekwencji  regulatorowej
z wykorzystaniem rekombinowanego biatka hnRNP Al. Nastepnie, wykonano
eksperymenty na liniach komoérkowych HelLa oraz SKOV-3, celem okreslenia, w jaki
sposob BASOs wptywaja na regulacje alternatywnego splicingu genu PKM. Dodatkowo,
oceniono czy obserwowane zmiany w skladaniu genu PKM rzutujg na wilasciwosci

inwazyjne komérek SKOV-3.

Kolejnym narzedziem molekularnym uzywanym do regulacji alternatywnego
splicingu sa oligonukleotydy antysensowe zmieniajagce splicing. W oparciu
0 opublikowang wczesniej sekwencje oligonukleotydu zmieniajacego splicing genu
PKM, przeprowadzono optymalizacj¢ budowy chemicznej tego oligonukleotydu poprzez
wprowadzenie modyfikowanych nukleotydow. W tym celu wykonano badania
termodynamiczne, a nastepnie eksperymenty na linii komorkowej Hela, ktore pozwolity
oceni¢, w jaki sposob modyfikowane nukleotydy wpltywaja na efektywnos¢ regulacji

splicingu przez SSO.

16



CEL PRACY

Przeprowadzone badania znaczaco poszerzyly dostgpne informacje o czynnikach
wplywajacych na efektywnos$¢ BASOs. Dostarczyly rowniez wiadomosci, w jaki sposob
mozna wykorzysta¢ modyfikowane nukleotydy dla poprawienia efektu regulatorowego
SSO.
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CZESC LITERATUROWA

V. CZESC LITERATUROWA
1. Transfer informacji genetycznej

Informacja genetyczna zapisana jest we wszystkich zywych organizmach w DNA.
Wedtug centralnego dogmatu biologii molekularnej, sformutowanego przez Francisa
Crick’a, przeplyw informacji genetycznej nast¢puje od DNA poprzez RNA do biatka. Te
pierwotne zatozenia w kolejnych latach zostaty uaktualnione o nowe mozliwosci
przeptywu informacji w komorce, takie jak chociazby odwrotna transkrypcja [1].
Przepisanie informacji genetycznej z DNA na RNA nastgpuje w procesie transkrypcji.
Tworzona podczas transkrypcji czasteczka pre-mRNA ulega nastepnie dojrzewaniu,
ktore obejmuje zabezpieczenie konca 5'czapeczka w postaci 7-metyloguanozyny
(ang. capping), splicing, a takze poliadenylacj¢, czyli proces dodania szeregu reszt
adenozyny na koncu 3’ pre-mRNA (Rys. 1). Dojrzata czasteczka mRNA jest nastgpnie
transportowana do cytoplazmy, gdzie w procesie translacji stuzy jako matryca

do produkcji biatka.

mRNA p ]

Rysunek 1. Najwazniejsze procesy dojrzewania pre-mRNA. A. Polimeraza RNA
przeprowadza transkrypcje. Koniec 5’ zostaje zabezpieczony 7-metyloguanozyna (zotty
sze$ciokat). Miejsca splicingowe zostaja rozpoznane przez elementy spliceosomu.
B. Rozpoczecie reakeji transestryfikacji. C. Wycigcie intronu i poliadenylacja na koncu
3. Kolorowe gwiazdki reprezentuja konserwatywne regiony niezbedne
do przeprowadzenia reakcji transestryfikacji (czerwona gwiazdka — miejsce 5'ss,
pomaranczowa gwiazdka — miejsce rozgatezienia, fioletowa gwiazdka — miejsce 3'ss).
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2. Mechanizm splicingu

Geny skladajg si¢ z jednostek niekodujgcych, ktore nazywane sg intronami
oraz jednostek kodujacych, czyli eksonow. Konstytutywny splicing polega na wycigciu
introndw 1 potaczeniu ze sobg kodujacych eksonéw, w wyniku czego powstaje czasteczka
mRNA, ktora po kolejnych etapach dojrzewania, moze zosta¢ uzyta w procesie translacji.
Poprawny mechanizm reakcji wycinania intronéw jest zalezny od konserwatywnych
sekwencji obecnych w pre-mRNA, ktore okreslajg, w ktorym miejscu ma nastgpié
wyciecie introndw i potgczenie eksondéw (Rys. 2). Do tych sekwencji zaliczamy miejsce
5" splicingowe (ang. 5' splice site, 5'ss) oraz miejsce 3’ splicingowe (ang. 3' splice site,

3’ss), ktore definiowane jest przez wigcej niz jedng sekwencje konserwatywna.

EKSON INTRON EKSON
pre-mRNA 5 A 3
5'-ss BP PPT 3'-ss

Rysunek 2. Lokalizacja konserwatywnych sekwencji, ktore sga niezbedne
dla odpowiedniego wycinania nickodujacych fragmentow RNA.

Miejsce 5’ splicingowe (miejsce donorowe) znajduje si¢ na koncu 5' intronu.
Jako miejsce 5'ss definiuje si¢ fragment osmiu reszt nukleotydowych obejmujacych
polaczenie eksonu i intronu (Rys. 2). U ssakéw schematyczny zapis tego miejsca jest
nastepujacy: 5' YAG/GURAGU 3', gdzie Y to reszta nukleotydu pirymidynowego,
R- reszta nukleotydu purynowego, a uko$nik odpowiada miejscu potaczenia eksonu
I intronu. Za rozpoznanie miejsca 5'ss odpowiedzialna jest rybonukleoproteina Ul
(ang. U1 small nuclear ribonucleoprotein, U1l snRNP), ktora zawiera konserwatywna

sekwencje¢ RNA komplementarng do miejsca 5'ss.

Miejsce 3’ splicingowe (miejsce akceptorowe) zlokalizowane jest na 3’ koncu
intronu. W przeciwienstwie do 5'ss, miejsce akceptorowe nie obejmuje tylko jednej
sekwencji w czasteczce pre-mRNA. W jego sktad wchodzi trakt polipirymidynowy
(ang. polypirymidine tract, PPT), w ktorym wystepuje duza ilo§¢ reszt nukleotydow
pirymidynowych. Granica konca 3’ intronu 1 konca 5’ eksonu obejmuje sekwencje
NYAG/G, gdzie N to kazda mozliwa reszta nukleotydowa, a Y- reszta nukleotydu
pirymidynowego. Dodatkowo do elementéw RNA niezbednych do poprawnego
rozpoznania miejsca akceptorowego nalezy zaliczy¢ miejsce rozgatezienia (ang. branch

point sequence, BP) o sekwencji 5 YNYURAY 3', gdzie Y to reszta cytydyny
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lub urydyny, a N — kazda mozliwa reszta nukleotydowa (Rys. 2). To wlasnie z ta
sekwencja w poczatkowym etapie tworzenia spliceosomu oddziatuje rybonukleoproteina

U2 (U2 snRNP). Najwazniejszym nukleotydem tej sekwencji jest reszta adenozyny [2].

Pod wzgledem chemicznym podczas splicingu dochodzi do dwoéch reakeji
transestryfikacji. Pierwsza reakcja rozpoczyna si¢ od ataku nukleofilowego grupy
2'-hydroksylowej reszty adenozyny w miejscu rozgatgzienia na centrum fosforowe
miejsca 5'ss. W wyniku tego nast¢puje rozerwanie wigzania fosfodiestrowego pomigdzy
ostatnig reszta nukleotydowa eksonu na koncu 3’, a 5’ koncowa reszta nukleotydowa
intronu, z jednoczesnym utworzeniem wigzania 2'-5' fosfodiestrowego pomiedzy reszta
adenozyny znajdujgcg si¢ W miejscu rozgalezienia, a resztg nukleotydowg na koncu
5" intronu. Druga reakcja transestryfikacji rozpoczyna si¢ od ataku nukleofilowego
z uwolnionej grupy 3’-hydroksylowej eksonu na centrum fosforowe w miejscu 3'ss
wycinanego intronu. Ostatecznie, w wyniku tych reakcji, dochodzi do utworzenia
wigzania fosfodiestrowego pomiedzy dwoma eksonami, a intron w postaci struktury

lassa, zostaje wycigty z pre-mRNA [3].

U ssakéw introny sg zazwyczaj znacznie dhuzsze od eksondw, co jest jednym
z czynnikow wptywajacych na poprawng identyfikacj¢ fragmentow kodujacych. Teoria
definicji eksonu méwi o tym, Ze czynniki biatkowe zaangazowane w proces splicingu

rozpoznajg miejsce ciecia okalajace krotkie eksony [4,5]

3. Skladanie spliceosomu w reakcji splicingu

Proces splicingu katalizowany jest przez ztozony kompleks rybonukleoprotein
nazywany spliceosomem. Istotnym faktem jest to, ze spliceosom musi by¢ do kazdej
reakcji splicingu sktadany na nowo [6]. Najwazniejszymi i najliczniejszymi sktadnikami
spliceosomu sg rybonukleoproteiny, ktore skladaja si¢ z matego jadrowego RNA
(ang. small nuclear RNA, snRNA) oraz z bialek Sm. Pierwszym i najistotniejszym
etapem sktadania pre-mRNA jest rozpoznawanie miejsc splicingowych. Za rozpoznanie
miejsca donorowego odpowiedzialna jest rybonukleoproteina Ul. Dochodzi tu
do komplementarnego oddzialywania pomigdzy fragmentem RNA =z czasteczki
Ul snRNP, a sekwencjag miejsca splicingowego. Na wczesnym etapie skladania
spliceosomu elementy miejsca 3'ss sg rozpoznawane przez biatko SF1/BBP oraz U2AF.
SF1/BBP wiaze si¢ z miejscem rozgalezienia. Czynnik U2AF sktada si¢ z dwoch
podjednostek U2AF® oraz U2AF%, ktore wigza sie odpowiednio z dwunukleotydowym
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fragmentem AG w miejscu 3’ss oraz traktem polipirymidynowym. Tak utworzony
kompleks nazywa si¢ wczesnym kompleksem (kompleks E) (Rys. 3). Nastepnie,
U2 snRNP hybrydyzuje z miejscem rozgal¢zienia, zastepujac tym samym SF1/BBP.
Kompleks E przeksztatca si¢ w kompleks A (Rys. 3). Kolejno, do spliceosomu dotaczaja
U4/U6 oraz U5 snRNPs tworzac kompleks B (Rys. 3). Ul snRNP jest odlaczane
od miejsca donorowego, a U6 snRNA paruje si¢ z resztami nukleotydowymi intronu
W tym miejscu, tworzgc aktywny kompleks B (B*") (Rys. 3). Dodatkowo U6 oddziatuje
rowniez z U2 snRNP, dzieki czemu dochodzi do przyblizenia do siebie miejsca 5'ss i BP.
U6 snRNP pehi kluczowa rolg w katalitycznej aktywnosci spliceosomu. Utworzony
katalitycznie aktywowany kompleks B* katalizuje pierwszg reakcj¢ transestryfikacji,
podczas ktorej uwalniana jest grupa hydroksylowa 3’ koncowej reszty nukleotydowej
eksonu (Rys. 3). Kompleks elementéw spliceosomu z produktem pierwszej reakcji
transestryfikacji nazywa si¢ kompleksem C. W nastepnej reakcji transestryfikacji,
gotowe mMRNA jest uwalniane, a clementy spliceosomu oddysocjowujg i moga braé

udziat w kolejnych reakcjach sktadania (Rys. 3).

5SS BP 3SS
—jeu At == Pre-mRNA Q — ——
Prp43 - ATPMANA

/\ u1 Brr2 - ATP
Snu114 - GTP
U1 U2
L —t (7
kompleks E @ Us'Uz|

U2 Prp22- ATP
uUs
U1
U2~ =0
Us U2/_
kompleks A uUs U4 U,s
| o— —— |
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Rysunek 3. Etapy tworzenia kompleksu spliceosomu podczas reakcji sktadania genu (na
podstawie - [7]).

Przeprowadzenie dwodch reakcji transestryfikacji, przy udziale tak duzego

kompleksu biatkowego wymaga dynamicznych rearanzacji oddziatywan RNA-RNA
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oraz RNA-biatko. Dlatego nieodlagcznym elementem spliceosomu sg helikazy
0 aktywnosci ATP-azy. Helikaza Prp28 usuwa Ul snRNP z miejsca 5'ss i umozliwia
jednoczes$nie parowanie si¢ z U6 snRNP. U6 snRNP, zanim potaczy si¢ z 5'ss, tworzy
dupleks ze swoim statym partnerem U4 snRNP, ktory moze by¢ okreslony jako
antysensowy negatywny regulator. Rozdzielenie tego dupleksu katalizuje helikaza Brr2.
Przeksztatcenie kompleksu B*' w kompleks katalitycznie aktywny B* odbywa si¢ dzigki
helikazie Prp2, w wyniku czego dochodzi do pierwszego etapu transestryfikacji. Druga
reakcja transestryfikacji mozliwa jest dzigki helikazie Prpl6. Czasteczka mRNA
bez sekwencji niekodujacych jest uwalniana z kompleksu poreakcyjnego w obecnosSci
helikazy Prp22. Ostatnim etapem, w ktory zaangazowane sg helikazy (Prp34, Brr2,
Snull4) jest uwolnienie U4, U5 i U6 RNP od wycigtego intronu [7].

4. Alternatywny splicing

W organizmie cztowieka zidentyfikowano okoto 19 000 genéw [8]. Liczba ta nie
jest wystarczajaca, zeby pokry¢ zapotrzebowanie zlozonego organizmu na ilo$¢ biatek
niezbednych dla jego funkcjonowania. Jednym z procesow, ktére umozliwiaja
zwigkszenie ilosci oraz roznorodnosci bialek jest alternatywny splicing. Proces ten
umozliwia powstanie wigcej niz jednego biatka (izoformy) z jednego genu. Uwaza sig,
ze okoto 95% genow czlowieka ulega alternatywnemu splicingowi [9]. Zmiany
w sekwencji mRNA powstale na skutek alternatywnego splicingu powoduja, ze
produkowane biatka moga petni¢ zupelnie inne, czesto przeciwstawne funkcje. Wyrdznia
si¢ kilka mechanizmow, jakimi alternatywny splicing prowadzi do produkcji roznych

izoform z tego samego genu:

< pominigcie jednego z eksonéw (Splicing jednego z kodujacych eksonow zostaje

zahamowany, przez co zostaje on pominiety i wycigty z pre-mRNA.) (Rys. 4 A),

X3

%

zatrzymanie jednego z intronéw (Introny to sekwencje niekodujace, ktore
podczas konstytutywnego splicingu zostaja usunigte z mRNA, jednak
w przypadku alternatywnego splicingu mozliwe jest zatrzymanie intronu

w dojrzatej czasteczce mRNA.) (Rys. 4 B),

< wybor alternatywnych miejsc 5’ oraz 3’ splicingowych (W pre-mRNA
wystepuje duzo potencjalnych miejsc splicingowych, ktére moga by¢ rozpoznane

przez elementy spliceosomu. Alternatywne miejsca splicingowe sa zazwyczaj
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stabsze, a ich rozpoznanie stymulowane jest obecnoscig dodatkowych elementow

regulatorowych.) (Rys. 4 C i D),

< wzajemnie wykluczajace si¢ eksony (W przypadku tego mechanizmu, w pre-
mRNA wystepuja eksony, ktore nie mogg ulega¢ splicingowi jednoczes$nie. Jesli
w pre-mRNA wystepuja dwa wzajemnie wykluczajace si¢ eksony, wynikiem
alternatywnego splicingu jest produkcja dwoch izoform, z ktorych kazda zawiera

inny ekson.) (Rys. 4 E) [10].

A.
Pomini¢cie eksonu

LE [ T | E [ 1T | E |

B. \/

Zatrzymanie intronu

[ E ] 1T T EJT 1 T E ]
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" Wybor alternatywnego miejsca 5' splicingowego
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LE [t J]E [ 1 | E ]
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Wybodr alternatywnego miejsca 3' splicingowego

| E [ 1if ] E | 1 | E |
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Rysunek 4. Rodzaje alternatywnego splicingu.

5. Elementy regulujace splicing konstytutywny oraz alternatywny

Sktadanie gendéw kontrolowane jest przez szereg czynnikow regulatorowych,
do ktorych naleza sekwencje regulatorowe w pre-mRNA, biatka splicingowe, struktura
II-rzegdowa RNA oraz sposob prowadzenia transkrypcji przez polimeraze II. Kazdy

Zz wymienionych czynnikdéw zostanie szczegdtowo omowiony ponize;j.
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5.1 Sekwencje regulatorowe

Pomimo, ze w czasie reakcji splicingu, w miejscach cigcia wystepuje szereg
konserwatywnych sekwencji RNA, to bardzo cz¢sto do poprawnego rozpoznania miejsc
splicingowych wymagane s3 dodatkowe sekwencje regulatorowe (ang. splicing
regulatory elements, SREs). Wynika to z faktu, ze w wielu miejscach splicingowych nie
wystepuje  pelna  komplementarnos¢ z  fragmentami RNA  wystepujacymi
w rybonukleoproteinach, ktore sa odpowiedzialne za ich rozpoznanie. Stopien
komplementarno$ci miejsca donorowego z Ul snRNA §wiadczy o jego sile. Im wigksza
komplementarnos¢, tym wigksze prawdopodobienstwo, ze Ul snRNP rozpozna dane
miejsce splicingowe. Dupleks RNA-RNA utworzony pomigdzy pre-mRNA, a U1 SnRNA
moze mie¢ dlugos¢ maksymalnie 11 par zasad. Nie wszystkie pozycje par zasad sg tak
samo istotne dla rozpoznania miejsca splicingowego. Najbardziej konserwatywne
pozycje to dwie pierwsze reszty nukleotydowe intronu (+1G i +2U), nastepnie ostatnia
reszta nukleotydowa eksonu (-1G) oraz reszta nukleotydowa w pozycji +5G intronu [11].
Funkcja sekwencji regulatorowych jest zatem wzmocnienie stabych miejsc
splicingowych. SREs pelnigce takie funkcje nazywamy wzmacniaczami splicingu.
W pre-mRNA wystepuja rowniez sekwencje regulatorowe petnigce funkcje wyciszajace
splicing. SREs moga by¢ zlokalizowane zar6wno w eksonach jak i w intronach, dlatego
tez mozna je podzieli¢ na: eksonowe wzmacniacze splicingu (ang. exonic splicing
enhancers, ESES) i intronowe wzmacniacze splicingu (ang. intronic splicing enhancers,
ISEs), eksonowe wyciszacze splicingu (ang. exonic splicing silencers, ESSs) i intronowe
wyciszacze splicingu (ang. intronic splicing ilencers, 1SSs). Sekwencje te rozpoznawane
sa przez biatka regulatorowe (czynniki splicingowe), ktore ze wzgledu na pelniong
funkcje, rowniez mozna okre$lic wzmacniaczami splicingu lub wyciszaczami splicingu
[10].

5.2 Bialka regulujace splicing

Gtowng grupe bialek, ktore sag odpowiedzialne za wzmocnienie rozpoznawania
miejsc splicingowych sa biatka z rodziny biatek serynowo-argininowych (ang. serine-
arginine proteins, SRs). Bialka te skladaja si¢ z domen o funkcji rozpoznajacej RNA
(ang. RNA recognition motif, RRM) oraz z domeny bogatej w seryne i argining
(ang. SR domain). Domeny RRM s3 odpowiedzialne za rozpoznanie docelowych
specyficznych sekwencji w pre-mRNA. Najbardziej prawdopodobnym mechanizmem

dziatania biatek wzmacniajacych splicing jest oddziatywanie domeny SR biatka
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wzmacniajacego polaczonego z ESE (lub ISE) z innymi biatkami zaangazowanymi
w proces sktadania [12,13]. Uwaza si¢, ze w ten sposob biatka SR wspomagaja
oddziatywanie Ul snRNP z miejscem 5’ss. Na aktywno$¢ domeny SR ma wpltyw
jej ufosforylowanie. Tylko domena SR z odpowiednig ilo$cig grup fosforanowych moze
oddziatywa¢ z domeng RRM Ul 70K, ktéore wchodzi w sklad Ul snRNP [12].
Przedstawiono jednak rowniez dowody na to, ze domena SR najpierw oddziatuje
bezposrednio z pre-mRNA, a doktadnie z miejscem rozgatezienia, promujgc w ten sposob

sktadanie spliceosomu [13].

Wyciszenie splicingu danego eksonu wigze si¢ z aktywnoscig biatek z rodziny
hnRNP (ang. heterogeneous nuclear ribonucleoproteins). Jednym z najwazniejszych

przedstawicieli tej rodziny jest biatkko hnRNP Al.

5.2.1 Bialko hnRNP Al

hnRNP Al nalezy do rodziny biatek hnRNP, w sktad ktorej wchodzi okoto
20 roznych biatek. Najwazniejsze z nich sg nazywane literami od A do U. Biatko hnRNP
A1 sktada si¢ z trzech funkcjonalnych domen. Dwie domeny rozpoznajace RNA znajduja
si¢ na N-koncu biatka. Domena bogata w glicyne¢ (ang. glycine-rich domain) jest
zlokalizowana na C-koncu biatka i zawiera kolejng domen¢ wigzagcag RNA (ang. RGG
box) oraz sekwencj¢ sygnatowg M9, umozliwiajacg transport biatka hnRNP A1l do jadra
komorkowego [14]. Domeny RRM sa niezbedne dla peinienia funkcji regulatora
splicingu przez biatko hnRNP A1. Udato si¢ ustali¢ optymalne sekwencje RNA, ktore sa
specyficznie rozpoznawane przez kazdg z domen [15]. Domena RRM1 rozpoznaje
sekwencje 5’ U/CAGG 3'. Natomiast, domena RRM2 specyficznie rozpoznaje sekwencje
5" YAGN 3', gdzie Y oznacza reszt¢ nukleotydu pirymidynowego, a N — kazda
mozliwg reszt¢ nukleotydowa. Najnowsze badania strukturalne z uzyciem fragmentu
pre- MRNA genu SMN1 udowadniaja, ze dwie domeny RRM jednej czasteczki biatka
hnRNP A1 moga jednoczesnie wigzac si¢ do dwoch sekwencji, w ktorych wystepujg dwa
rejony dwunukleotydowe AG. W wyniku tego wigzania reszty nukleotydowe pomig¢dzy

powyzszymi dwunukleotydowymi rejonami zostaja wypetlone [15].

5.2.2 Regulacja alternatywnego splicingu przez bialko hnRNP A1

Bialko hnRNP A1 zaangazowane jest w wiele procesow komérkowych, takich jak
transkrypcja, translacja, eksport mRNA, a takze splicing [14]. Zwigzanie hnRNP A1l

z sekwencjami wyciszajacymi obecnymi w eksonach lub intronach hamuje
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rozpoznawanie miejsc splicingowych. Bialko to funkcjonuje zatem jako wyciszacz
splicingu. Zaproponowano rézne mechanizmy, jakimi hnRNP A1l wptywa na proces
sktadania genéw. Jednym z podstawowych sposobdw regulacji splicingu przez biatko
hnRNP A1 jest konkurowanie o miejsce wigzania z biatkami wzmacniajgcymi splicing
[14]. Bardzo czgsto ESSs pokrywaja si¢ z ESEs, przez co zar6wno biatka wyciszajace jak
1 wzmacniajgce mogg oddziatywa¢ w tym samym miejscu (Rys. 5 A) [16,17]. Wpltyw
na to, ktore biatko ostatecznie zwigze si¢ z sekwencja regulatorowa, moze mie¢ poziom
ekspresji konkurujacych ze sobg biatek. Nadekspresja biatka hnRNP Al powoduje, ze
wiaze si¢ ono z sekwencjami, ktére przy zmniejszonym poziomie jego ekspresji, sa
zwigzane z biatkami wzmacniajacymi splicing [18]. Przyktadowo, podwyzszony poziom
biatka hnRNP A1l przyczynia si¢ do pomini¢cia eksonu 5 genu IGF1, podczas gdy
nadekspresja biatka SRSF1 powoduje odwrotny efekt [18]. W opisanym wyzej
eksperymencie zastosowano konstrukt minigenu IGF1 z wstawiong sekwencja
5" AGGA 3'. Sekwencja 5" GGA 3’ jest rozpoznawana przez biatko SRSF1, natomiast
sekwencja 5’ AGG 3’ przez biatko hnRNP A1 [18].

Kolejny mechanizm regulacji splicingu przez biatko hnRNP Al jest zwigzany
ze zdolnoscig tego biatka do kooperatywnego wigzania sekwencji. Zaproponowano
mechanizm, podczas ktérego, hnRNP A1 rozpoznaje specyficzng sekwencje wyciszajaca,
a nastepnie kolejne czasteczki biatka hnRNP A1 oddziatujg ze soba, wigzac si¢ kolejno
z RNA w kierunku 3’-5' RNA (Rys. 5 B) [19]. Kooperatywne wigzanie biatek powoduje
usuni¢cie innych czynnikow splicingowych zwigzanych z sekwencjami wzmacniajgcymi
lub uniemozliwia im oddziatywanie z pre-mRNA. W ten sposob biatko hnRNP Al
eliminuje czynniki, ktére moglyby si¢ przyczyni¢ do wzmocnienia splicingu [19].
Nastepny proponowany mechanizm hamowania procesu sktadania genu dotyczy
wypetlania danego fragmentu pre-mRNA poprzez oddzialywanie biatka hnRNP Al
z sekwencjami okalajacymi wypetlany fragment (Rys. 5 C) [14]. Ponownie dochodzi tu
do wigzania si¢ z sobg dwoch czasteczek biatka hnRNP A1 za pomocg domeny bogatej
w glicyng. Tym razem jednak, oddzialywania te powoduja wypetlenie fragmentu
pre- mMRNA z jednoczesnym zblizeniem do siebie miejsca 5'ss eksonu poprzedzajacego

wypetlany fragment z miejscem 3'ss eksonu wystepujacym po fragmencie tworzacym
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petle. Ten mechanizm zostal zaproponowany dla regulacji alternatywnego splicingu

eksonu 7B genu hnRNP Al [20].
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Rysunek 5. Mechanizmy wyciszania splicingu przez biatko hnRNP A1l. A. Sekwencje
regulatorowe rozpoznawane przez biatka SR oraz hnRNP Al nakladajg sig.
B. Kooperatywne oddzialywanie bialek hnRNP A1l usuwa inne czynniki splicingowe
potaczone z pre-mRNA. C. Dwa biatka hnRNP A1 wigza oddalone od siebie sekwencje
wyciszajace splicing, dzieki czemu dochodzi do wypetlenia wyciszanej sekwencji
(na podstawie - [14]).

5.3 Regulacja splicingu przez strukture II-rzedowa pre-mRNA

Istotny wplyw na regulacj¢ splicingu ma réwniez struktura II-rzedowa RNA.
Czasteczka pre-mRNA moze tworzy¢ mate motywy strukturalne, takie jak spinki
do wilosow czy G-kwadrupleksy, jak rowniez by¢ uwiktana w oddziatywania dalekiego
zasiegu. Wplyw motywoéw strukturalnych na regulacje splicingu moze by¢ zaréwno
wzmacniajacy jak i wyciszajacy. Motywy strukturalne moga by¢ miejscem wigzania
specyficznych bialek regulatorowych, ktore wykazuja powinowactwo do struktur
Il- rzedowych [21,22]. Z drugiej strony, zamaskowanie miejsc regulatorowych
w strukturze ll-rzedowej moze uniemozliwi¢ niektérym biatkom oddziatywanie z ich

docelowa sekwencja [23].
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Spinki do wloséw to struktury, ktore zawierajg trzon w postaci podwdjnej helisy
oraz jednoniciowg petle. Utworzenie takiej struktury ma istotny wptyw na oddzialywanie
bialek splicingowych =z ich sekwencjami docelowymi. Lokalizacja sekwencji
regulatorowej w trzonie spinki moze skutkowa¢ mniejsza dostepnoscig dla biatek
regulatorowych, oddziatujacych z sekwencja jednoniciowa, a zatem utrata funkcji
elementu regulatorowego. Z drugiej strony petla spinki zwicksza wyeksponowanie SRE,
przez co oddziatywanie z biatkami jest tatwiejsze [21,23]. Dodatkowo, utworzenie spinki
ma znaczacy wplyw na dostgpnos¢ miejsc splicingowych dla rybonukleoprotein.
Udowodniono, ze alternatywne miejsca splicingowe bardzo czesto tworza strukture
I1- rzedowa, co §wiadczy o tym, ze struktura spinki do wlosow jest jednym z czynnikow

regulatorowych wptywajacych na wybor alternatywnych miejsc splicingowych [24].

Jednym z wazniejszych przyktadéw gendow, w ktorego regulacje alternatywnego
splicingu jest zaangazowana struktura Il-rzgdowa pre-mRNA, jest gen MAPT [25].
Gen ten koduje biatko tau. MAPT sktada si¢ z 16 eksonow, z ktérych 8 moze ulegac
alternatywnemu splicingowi. Ekson 10 koduje jedng z czterech domen wigzacych
mikrotubule. Izoforma biatka tau, ktora zawiera wszystkie cztery domeny nazywana jest
4R, natomiast izoforma bez jednej domeny, nazywana jest 3R (izoforma bez eksonu 10).
W zdrowych komorkach stosunek tych izoform jest rowny, a jego zaburzenie wiaze si¢
z agregacja biatka tau w komorkach neuronalnych [26]. Struktura spinki do wloséw
utworzona na granicy eksonu 10 z intronem 10 jest elementem regulatorowym, ktory
zapewnia odpowiedni stosunek 4R/3R (Rys. 6 A). Zaburzenie splicingu eksonu 10
wytlumaczono mutacjami pojawiajacymi si¢ w obrebie intronu 11 [25]. Mutacje te maja
wplyw na zmniejszenie stabilnosci termodynamicznej struktury spinki do wlosow
utworzonej na granicy E10/110 (Rys. 6 A). Dodatkowo, niektore mutacje zwigkszajg
stopien komplementarno$ci RNA z U1snRNP, co réwniez wptywa na zmiang splicingu,
a jednocze$nie na zaburzenie réwnowagi 4R/3R. Przyktad genu MAPT udowadnia
ogromny wptyw nie tylko struktury spinki, ale rowniez samych mutacji na proces

alternatywnego splicingu.

Wptyw spinki do wlosoéw na alternatywny splicing zostat bardzo dobrze opisany
réwniez dla genéw SMN1 i SMN2. SMN2 jest naturalng kopia genu SMN1. Oba geny
koduja biatko SMN, ktorego brak powoduje rozwoj cigzkiej choroby
neurodegeneracyjnej rdzeniowego zaniku migéni (ang. spinal muscular atrophy, SMA).
U wigkszosci chorych z SMA gen SMN1 ulega delecji [27]. Ekspresja genu SMN2
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mogtaby dostarczy¢ biatkko SMN, jednak w tym genie pojawiaja si¢ mutacje, ktére
prowadza do pominig¢cia eksonu 7 w transkrypcie, co w rezultacie powoduje powstanie
niefunkcjonalnego biatka SMN [28]. Dlatego tez podjeto starania, by pozna¢ przyczyny
wptywajace na alternatywny splicing genu SMNZ2. Zidentyfikowano wiele czynnikdéw
warunkujacych taki wzorzec splicingu. Jednym z nich jest obecnos¢ struktury spinki
do wlosow, w ktorej trzonie znajduje si¢ miejsce 5'ss eksonu 7, co zdecydowanie
zmniejsza uzycie tego miejsca przez Ul snRNP podczas procesu sktadania powyzszego

genu (Rys. 6 B) [29].

Innymi motywami strukturalnymi, ktére maja istotny wplyw na proces sktadania
genow s3 G-kwadrupleksy. Sg to struktury czteroniciowe tworzone przez sekwencje
bogate w guanozyne. G-kwadrupleksy moga petni¢ funkcje wyciszacza jak
I wzmacniacza splicingu. Wiadomo, ze G-kwadrupleksy sg rozpoznawane przez szereg
bialek, w tym bialek z rodziny hnRNP [30,31]. G-kwadrupleksy pelnigce funkcje
regulatorowe w alternatywnym splicingu zlokalizowano w genach takich jak: ludzka
telomeraza o aktywnos$ci odwrotnej transkryptazy (ang. human telomerase reverse
transcriptase, hTERT), gen kodujacy biatko p53 (TP53), gen kodujacy marker
powierzchniowy CD44 oraz gen Bcl-X [32-35]. W przypadku genu TP53,
G-kwadrupleks zlokalizowano w intronie 3 (Rys 6 C) [33]. Jego obecnos$¢ w powyzszym
miejscu jest niezb¢dna dla poprawnego wyciecia intronu 2 z pre-mRNA. Usunigcie
intronu 2 jest z kolei konieczne dla powstania poprawnej izoformy biatka p53, ktéra moze
pehi¢ funkcje supresora nowotworowego. Intron 2 zawiera w swojej sekwencji kodon
STOP, przez co jako miejsce rozpoczecia translacji wykorzystywany jest kolejny kodon

startowy ATG40 [36]. Efektem tego jest powstanie izoformy A40p53.

Oprocz motywow strukturalnych, w ktorych tworzenie zaangazowana jest
stosunkowo niewielka ilo$¢ reszt nukleotydowych, w RNA dochodzi réwniez
do odziatywan dalekiego zasiggu, ktore moga pojawial si¢ pomigdzy resztami
nukleotydowymi oddalonymi od siebie nawet o tysigce nukleotydow [37]. W genie
ENAH zlokalizowano oddziatywania dalekiego zasiggu pomig¢dzy fragmentem eksonu
11a, a sekwencja regulatorowa znajdujaca si¢ w dalekiej odlegtosci, co skutkuje
utworzeniem petli o dlugosci 1800 reszt nukleotydowych (Rys. 6 D) [38]. Oddzialtywanie
to jest niezbedne dla zachowania poprawnego wzorca splicingu, w ktorym ekson 11
zostaje zatrzymany w pre-mRNA. Wspomniana sekwencja regulatorowa jest miejscem

wigzania dla biatka Rbfox. Przyklad ten pokazuje, ze dzigki ztozonej strukturze
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drugorzedowej RNA, sekwencje regulatorowe nie musza znajdowac si¢ w bliskiej
odleglosci od miejsc splicingowych. Innym przyktadem genu, w ktérego regulacje
splicingu zaangazowane sg oddziatywania dalekiego zasiggu, jest wspomniany juz gen
SMN2 [39]. Oddzialywania dalekiego zasi¢gu zaobserwowano w intronie 7. W obrebie
tego intronu tworzg si¢ trzy fragmenty helikalne o dtugosci 7 lub 8 par zasad (Rys. 6 E).
Petle tworzone pomiedzy tymi regionami maja odpowiednio dtugos¢ 20, 120 oraz 80
reszt nukleotydowych. Udowodniono, ze utworzone struktury wptywaja hamujaco
na rozpoznanie eksonu 7 w genie SMN, co jest kolejnym czynnikiem przyczyniajgcym

si¢ do wyciecia eksonu 7 z pre-mRNA genu SMN2.
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Rysunek 6. Przyktady genoéw, w ktorych regulacje alternatywnego splicingu
zaangazowana jest struktura Il-rzedowa pre-mRNA. A. Wptyw struktury spinki do
wloséw na skladanie genu MAPT. B. Wptyw struktury spinki do wloséw na sktadanie
genow SMN1 i SMN2. C. Wptyw G-kwadrupleksu na sktadanie genu TP53. D. Wplyw
oddziatywan dalekiego zasiggu na skladanie genu ENAH. E. Wplyw oddziatywan
dalekiego zasiggu na sktadanie genow SMN1 i SMN2. (na podstawie - [37]).
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5.4 Wplyw transkrypcji na regulacje splicingu

Proces sktadania gendw moze rozpoczac si¢ jeszcze podczas transkrypcji, CO ma
istotny wplyw na przebieg tego procesu [40]. Udowodniono, ze to jakie biatka
regulatorowe sg rekrutowane do pre-mRNA moze by¢ zalezne od promotora transkrypcji.
Sugeruje to, ze biatka splicingowe moga oddziatywa¢ z polimeraza II, i W zalezno$ci
od tego, jaki promotor zostanie uzyty, odpowiednie biatka wezmag udzial w procesie
sktadania genu [41]. Inne wytlumaczenie wptywu transkrypcji na proces splicingu
wykorzystuje model kinetyczny [40]. Zaktada si¢, ze szybkos¢ reakcji katalizowanej
przez polimeraze |1 ma wplyw na wybor miejsc splicingowych. Zatrzymanie polimerazy
lub wolniejsze tempo reakcji umozliwia elementom spliceosomu rozpoznanie stabszych
miejsc cigcia. Natomiast, szybkie tempo transkrypcji faworyzuje wybranie silnych miejsc
splicingowych. Szybko$¢ elongacji moze mie¢ rdéwniez znaczenie W rozpoznaniu

wzmacniaczy lub wyciszaczy splicingu przez biatka splicingowe [42].

6. Znaczenie alternatywnego splicingu w rozwoju choréb

Wyzej opisano czynniki regulacyjne, ktore wpltywaja na przebieg
konstytutywnego oraz alternatywnego splicingu. Jest zatem wiele elementéw, na ktorych
poprawnos¢ dzialania beda miaty wplyw wszelkie zmiany na poziomie genetycznym,
czyli mutacje. Mutacje moga wystegpowa¢ w obrebie miejsc splicingowych
oraz w sekwencjach regulatorowych, przez co sekwencje te nie beda juz rozpoznawane
przez odpowiednie biatka lub rybonukleoproteiny. Mutacje moga miec tez istotny wptyw
na formowanie si¢ struktury Il-rzedowej w pre-mRNA, co jak opisano wcze$niej,
wplywa na rozpoznawanie miejsc splicingowych oraz sekwencji regulatorowych.
Mutacje mogg pojawi¢ si¢ rowniez w genach kodujacych elementy spliceosomu.
Wszystkie te zdarzenia prowadza do zmiany wzorca alternatywnego splicingu, w wyniku
czego moga powstac biatka niefunkcjonalne lub biatka o zmienionej funkcji. W tabeli 1
podano przyktady choréb spowodowanych mutacjami obecnymi w réznych elementach

zaangazowanych w proces sktadania genow [43].

Ponadto, biatka regulatorowe moga ulega¢ nadekspresji, przez co dochodzi
do zwigkszonej ich aktywnosci i interakcji z sekwencjami regulatorowymi, z ktorymi
nie oddziatuja w prawidtowych warunkach. Podwyzszony poziom biatek regulujacych

splicing jest czesto spotykany w komorkach nowotworowych. Wiele badan skupia si¢
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na analizie wpltywu biatka SRSF1 na nowotworzenie. Gen kodujacy to biatko jest
protoonkogenem ulegajacym amplifikacji migdzy innymi w nowotworach piersi [44].
Nadekspresje¢ biatka SRSF1 zaobserwowano jednak réwniez w wielu innych
nowotworach, a jedng z przyczyn jego zwickszonej produkcji jest aktywnos¢ czynnika

transkrypcyjnego MY C [45].

Opisano wptyw biatka SRSF1 na alternatywny splicing genu biatka Ron [46]. Jest
to biatko receptorowe odpowiedzialne za przekazywanie sygnatow. Izoforma
ARon powstaje poprzez pominigcie eksonu 11, co ma kluczowy wplyw na jej aktywnos¢.
Proces ten jest regulowany wlasnie przez biatko SRSFI1, ktore ulegajac nadekspresji
wigze si¢ do wzmacniacza splicingu obecnego w eksonie 12. Izoforma ARon wptywa na
zwigkszong inwazyjno$¢ komorek nowotworowych [46]. Kolejny gen, ktory jest
zwigzany z nowotworzeniem, a ktorego splicing jest regulowany przez biatko SRSF1 to
gen supresorowy BIN1 [44]. Biatko BIN1 jest supresorem biatka c-MYC, jednak traci ta
aktywno$¢ na skutek wiaczenia do mRNA podczas alternatywnego splicingu eksonu
12A. Udowodniono korelacje pomigdzy poziomem ekspresji SRSF1 a powstawaniem
izoformy BIN1 z eksonem 12A [44]. W tych samych badaniach potwierdzono wptyw
biatka SRSF1 na splicing genow TEF-1, MNK2 i S6K1 [44]. Innym przyktadem czynnika
splicingowego, ktory ulega nadekspresji w komorkach nowotworowych jest biatko
SRSF3 [47]. Jego podwyzszony poziom zidentyfikowano miedzy innymi
W nowotworach jajnika, jelit, piersi, czy nerki. Wyciszenie ekspresji biatka SRSF3
skutkuje apoptozg komorek nowotworowych jelita grubego [47]. Moze to mie¢ zwigzek
z regulacja przez biatko SRSF3 alternatywnego splicingu genu HIPK2, ktéry koduje
biatko zaangazowane w inicjowanie apoptozy [47]. Zauwazono, ze wyciszenie ekspresji
SRSF3 wptywa napojawienie si¢ izoformy Ae8, w ktorej brakuje 81 reszt
nukleotydowych eksonu 8 [47]. Co ciekawe, w komorkach watroby zaobserwowano
supresorowe dziatanie biatka SRSF3 [48]. Bialko hnRNP Al reguluje z kolei
alternatywny splicing genu PKM, zwigkszajac produkcje izoformy PKM?2, ktoéra w roézny
sposob przyczynia si¢ do progresji nowotworow [49]. Aspekt ten zostanie omowiony
szczegdtowo w kolejnej czesci pracy. Wysoki poziom ekspresji hnRNP A1 potaczono tez
ze zwigkszong inwazyjnosciag komorek nowotworowych zotadka. Do tej pory jednak nie
udowodniono, ze ma to zawigzek z regulacjg alternatywnego splicingu [50]. Z kolei
nadekspresja biatka hnRNP A2/B1 zostata zaobserwowana w glejakach [51]. W tych
komorkach biatko hnRNP A2/B1 reguluje alternatywny splicing genu biatka Ron
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I podobnie jak SRSF1 przyczynia si¢ do wyciszenia splicingu eksonu 11. Ponadto,
hnRNP A2/B1 reguluje alternatywny splicing genu INSR, ktory koduje receptor insuliny
[51]. Wyciecie eksonu 11 z transkryptu skutkuje powstaniem izoformy IR-A, ktoéra
oprocz insuliny moze réwniez wigza¢ insulinopodobny czynnik wzrostu 1l (IGF-I1).
Izoforma ta ulega nadekspresji w wielu nowotworach [52]. Z drugiej strony, zbyt mata
ekspresja niektorych biatek splicingowych moze mie¢ réwniez patologiczny wplyw
na fizjologi¢ komorki. Przykladem moze by¢ biatko FOX2, ktorego zanizony poziom
W poroéwnaniu do tkanek prawidlowych zaobserwowano w nowotworach piersi

oraz jajnika [53].

Jak opisano wyzej oraz jak przedstawiono w tabeli 1, zaburzenia alternatywnego
oraz konstytutywnego splicingu moga prowadzi¢ do powstania wielu powaznych choréb.
Jest to powdd poszukiwania przez wiele grup badawczych mozliwosci terapeutycznych,

ktore celujg w przywrdcenie poprawnego wzorca sktadania genow.

Tabela 1. Przyktady choréb zwigzanych z mutacjami czynnikéw zaangazowanych w
proces sktadania genow [54].

Choroba Nazwa genu Zmiana Wplyw na splicing
Zmiany w obrebie miejsc splicingowych
Dystrofia mig§niowa o
Retencja intronu 9
obreczowo- ) _ _
LMNA Mutacja 5'ss skutkujaca degradacja
konczynowa 1B
RNA
(LGMD1B)
Rodzinna lipodystrofia Retencja intronu 8
czesciowa LMNA Mutacja 5'ss skutkujaca degradacja
typu 2 (FPLD2) RNA
o ) ] Wydhizenie eksonu 4
Kardiomiopatia Utworzenie
] LMNA 0 9 dodatkowych reszt
rozstrzeniowa (DCM) alternatywnego 3'ss
nukleotydowych
Zmiany w elementach regulatorowych
Dystrofia mi¢g$niowa . Czgéciowe pominigcie
DMD Utworzenie ESS
Bekera (BMD) eksonu 31
Otepienie czotowo-
skroniowe i ) Zwiekszony splicing
] ] MAPT Mutacja ESS
parkinsonizm eksonu 10
sprzezony z
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chromosomem 17
(FTDP-17)

Zespol parkinsonizm -

spastyczno$¢ ) o
] Zwigkszony splicing
sprzgzony z ATP6AP2 Utworzenie ESS
eksonu 4
chromosomem X
(XPDS)

Mutacje elementéw spliceosomu

Zwyrodnienie o .
Zaburzona lokalizacja | Zaburzone sktadanie

barwnikowe siatkowki PRPF6 _ i
jadrowa splicesomu
(adRP)
Zespoly Zmieniona Zwigkszone
mielodysplastyczne U2AF1 specyficznos¢ wykorzystanie
(MDS) rozpoznawania 3'ss alternatywnego 3'ss

Zmiany w genach czynnikow regulatorowych

Kardiomiopatia - Zaburzenia splicingu
] RBM20 Utrata funkcji Rom20
rozstrzeniowa (DCM) genu TTN
Dystrofia mig$niowa o
Zaburzony transport Zaburzony splicing
obrgczowo-
HNRPDL biatka HNRPDL do genow regulowanych
konczynowa 1B . .
jadra przez biatka HNRPDL

(LGMD1B)

7. Kinaza pirogronianowa i jej izoenzymy

Kinaza pirogronianowa (PK, EC 2.7.1.40) to enzym katalizujacy defosforylacje
fosfoenolopirogronianu  (ang.  phosphoenolpyruvate, PEP) do  pirogronianu
z jednoczesnym wytworzeniem czasteczki ATP. Zidentyfikowano dwa geny kodujace
enzymy o wlasciwosciach kinazy pirogronianowej (PKLR, PKM), ktére produkuja cztery
izoformy (PKL, PKR, PKMI1, PKM2) rozniace si¢ od siebie powinowactwem
do substratu, miejscem wystepowania oraz sposobem regulacji aktywnosci. W wyniku
ekspresji genu PKLR pod kontrola promotorow tkankowo-specyficznych powstaja
izoformy PKL oraz PKR. lzoforma PKL ulega ekspresji gtownie w komorkach,
w ktérych dochodzi do glukoneogenezy (takich jak hepatocyty, komoérki nerki, czy
enterocyty). Natomiast, izoforma PKR wystepuje w erytrocytach [55].
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Izoformy PKM1 i PKM2 powstaja z genu PKM. Gen ten lezy na ramieniu dtugim
chromosomu 15. W jego sktad wchodzi 12 eksonow oraz 11 introndw. Eksony koduja
cztery domeny: A, B, C oraz matg N-koncowg domene [56]. W 1986 roku udowodniono,
ze powstanie dwoch izoform genu PKM jest efektem alternatywnego splicingu [57].
Wszystkie wymienione izoformy biatka PK wystepuja w formie tetrameru sktadajacego
si¢ z czterech identycznych podjednostek. Wyjatek stanowi izoforma PKM2, ktéra moze
wystepowac zarowno w formie tetrameru, jak i dimeru. W przeciwienstwie do formy
tetrameru, ktora ma silne powinowactwo do fosfoenolopirogronianu, forma dimeru
charakteryzuje si¢ staba aktywnoS$cig kinazowa, co wynika z niskiego powinowactwa
do PEP [55].

Na skutek alternatywnego sktadania dwoch wykluczajacych sie eksondw,
powstaje izoforma PKM1 zawierajaca ekson 9 (bez eksonu 10) oraz izoforma PKM2
z eksonem 10 (bez eksonu 9) (Rys 7). Oba eksony maja takg samg dtugos¢, jednak r6znig
si¢ od siebie sekwencja 69 reszt nukleotydowych, ktore kodujg aminokwasy wchodzace
w sktad domeny C. Domena ta odpowiedzialna jest za polaczenie dwdch dimerow biatka
PKM oraz za stabilno$¢ utworzonego tetrameru [55,58]. 1zoforma PKML1 ulega ekspresji
w szczegdlnosci w takich komodrkach, ktore wymagaja dostarczania duzej ilosci energii
(komorki migsniowe czy nerwowe). Charakteryzuje si¢ ona silnym powinowactwem
do fosfoenolopirogronianu. PKM2 z kolei ulega ekspresji w tych komorkach, ktore
szybko proliferujg [55]. Wystepowanie tego wariantu bialka jest naturalne dla komorek
embrionalnych i macierzystych. Jego fizjologiczna rola zostala rowniez opisana dla
komorek phuc, nerek czy trzustki [55]. W zwigzku ze zdolnoscig komorek
nowotworowych do szybkiej proliferacji, PKM2 jest glowna kinaza pirogronianowa

produkowang przez te komorki.
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Rysunek 7. Struktura genu PKM oraz transkrypty powstajgce na skutek alternatywnego

splicingu wzajemnie wykluczajacych si¢ eksonow.
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8. Alternatywny splicing genu PKM

Jak juz wspomniano, w genie PKM wystepuja dwa wzajemnie wykluczajace si¢
eksony: ekson 9, ktory wchodzi w sktad izoformy PKM1 oraz ekson 10, wystepujacy
w izoformie PKM2 (Rys. 7). Zidentyfikowano wiele biatek, ktore sa zaangazowane
w regulacje alternatywnego splicingu genu PKM (Rys. 8). Pierwsze prace
eksperymentalne dotyczace mechanizmow regulacji alternatywnego splicingu genu PKM
udowodnity, ze za zahamowanie splicingu eksonu 9 odpowiedzialne sg biatka hnRNP
Al, hnRNP A2 oraz PTB1 [49,59]. Obnizenie ekspresji tych biatek wigze si¢ ze wzrostem
poziomu izoformy PKM1, co sugeruje, ze hnRNP Al, hnRNP A2 oraz PTBI dzialaja
hamujgco na splicingu eksonu 9 w genie PKM. David i wspotpr. przedstawili propozycje
miejsc regulatorowych, ktore sa rozpoznawane przez wyzej wymienione biatka.
W niedalekiej odlegtosci od miejsca 5'ss eksonu 9 wystepuje sekwencja 5' UAGGGC 3/,
ktora odpowiada sekwencji zidentyfikowanej w procesie selekcji in vitro zwanym
SELEX (ang. Systematic Evolution of Ligands by EXponential Enrichment) jako tej
0 najsilniejszym powinowactwie do hnRNP A1l. Sekwencja ta pelni zatem funkcje
wyciszacza splicingu eksonu 9. Kolejnym biatkiem, ktore ma kluczowy wplyw na reakcje
splicingu jest biatko wiazace trakt polipirymidynowy (ang. polypyriimidine tract binding
protein, PTB). Sekwencja rozpoznawana przez to biatko (5" UCUUC 3’) znajduje si¢ w
intronie 8. Pomijanie eksonu 9 w reakcji splicingu genu PKM wiaze si¢ tez z silng
aktywno$cia dwoch sekwencji wyciszajacych zlokalizowanych w eksonie 9, ktore
rowniez oddzialujg z hnRNP Al. Co wigcej, biatko hnRNP Al moze w sposob
kooperatywny wigza¢ sekwencje hamujace, obecne w eksonie 9 oraz w intronie 9,
co zwicksza potencjal wyciszajacy splicing eksonu 9 [60]. Wang i wspotpr.
wywnioskowali, ze to wlasnie sekwencje wyciszajace obecne w eksonie 9, a nie
sekwencje intronowe, sg w szczegolnosci odpowiedzialne za zahamowanie splicingu
eksonu 9. Dotychczasowe badania wykazaly rowniez, ze wyciszenie eksonu 9
i aktywacja eksonu 10 sg kontrolowane przez osobne sekwencje regulatorowe oraz rozne
biatka splicingowe. Oznacza to, ze oba te mechanizmy splicingu s3 od siebie niezalezne,
aw zwigzku z tym, usuniecie jednego czynnika regulujgcego, moze nie by¢ wystarczajace
do przywrécenia poprawnego wzorca splicingu genu PKM. Aktywacja eksonu 10 jest
zalezna od silnej sekwencji wzmacniajacej] 5 AUCGUCC 3’ zlokalizowanej
w 3’ koncowej czgsci eksonu 10. Sekwencja ta jest rozpoznawana przez wzmacniajgce

splicing biatko SRSF3 [61]. Inna sekwencja regulatorowa zostata zidentyfikowana
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w odlegtosci +45 + +52 od miejsca 3'ss eksonu 10. Nie zbadano jednak, jakie biatko
wzmacniajgce moze by¢ odpowiedzialne za jej aktywnos¢ [62]. Odkrycie tej sekwencji
zostalo dokonane poprzez zastosowanie oligonukleotydu antysensowego, ktory znacznie
zmienit wzorzec splicingu genu PKM. Zatem bez przeprowadzenia odpowiednich
eksperymentdéw, nie mozna wykluczy¢, ze efekt ten nie byl spowodowany blokada
steryczng miejsca regulatorowego, a rozpleceniem struktury drugorzedowej istotnej dla
procesu regulacji splicingu [62]. Opisane wyzej mechanizmy regulatorowe wskazuja, ze
w regulacj¢ alternatywnego splicingu genu PKM zaangazowanych jest bardzo wiele
czynnikow. Ztozonos$¢ tego procesu Stanowi z pewnoscig trudno$¢ przy opracowywaniu

narzgdzi molekularnych przywracajacych poprawny wzorzec splicingu genu PKM.
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Rysunek 8. Schemat miejsc przytaczania si¢ biatek regulatorowych odpowiedzialnych
za mechanizm alternatywnego splicingu genu PKM. Kolorem czerwonym oznaczono
biatka pelnigce funkcje wyciszajace splicing (PTB1, A1- hnRNPAL), a kolorem zielonym
biatka wzmacniajace splicing (SRSF3, ? — nieznany czynnik splicingowy).

9. PKM2 a nowotworzenie

Nadekspresja izoformy PKM2 zostala zidentyfikowana miedzy innymi
w nowotworach trzustki, piersi, prostaty czy jajnika [63-66]. Opublikowano juz wiele
dowodow potwierdzajacych wplyw izoformy PKM2 na rozwoj 1 progresj¢ nowotworow.
Dziatanie izoformy PKM2 nie ogranicza si¢ tylko do defosforylacji
fosfoenolopirogronianu, gdyz PKM?2 moze ulega¢ rowniez translokacji do jadra, gdzie

pelni funkcje kinazy biatkowej oraz kofaktora transkrypcji [67].

Podstawowa cechg komorek nowotworowych jest zmiana metabolizmu
komorkowego z oddychania tlenowego na beztlenowe [68]. Jedna z hipotez
tlumaczacych cel tej przemiany jest zwigkszenie mozliwosci produkowania zwigzkoéw
budulcowych dla proliferujacej komorki. Biatko PKM2 ze wzgledu na fakt, ze
przewaznie wystepuje w formie mniej aktywnego dimeru, pelni kluczowa role w tym
procesie [56]. Jak wspomniano wyzej, biatko PKM2 (tak samo jak PKM1) katalizuje
przemian¢ fosfoenolopirogronianu w pirogronian. Niska aktywno$¢ dimeru PKM?2,

powoduje, ze proces ten zachodzi z niskg efektywnoscig, a skutkiem tego dochodzi
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do nagromadzenia si¢ produktow posrednich glikolizy, ktore zamiast by¢ przeksztatcane
w kolejnych etapach glikolizy i cyklu Krebsa, trafiaja do szlakéw biosyntetycznych, ktore
dostarczaja niezbednych sktadnikow dla szybko proliferujgcych komorek [69]. Nie tylko
funkcja katalityczna PKM?2 przyczynia si¢ do zmiany metabolizmu komorki. PKM?2 jako
transkrypcyjny kofaktor oddziatuje z czynnikiem transkrypcyjnym HIF-1, ktory
w wyniku tej interakcji wiacza ekspresje genow transportera glukozy 1 (SLC2AL),
dehydrogenazy mleczanowej (LDHA) oraz kinazy dehydrogenazy pirogronianowej 1
(PDK1) [70]. Wszystkie te biatka sg niezb¢dne dla przeksztalcenia metabolizmu

komodrkowego z fosforylacji oksydacyjnej w glikolize.

W podobny sposéb biatko PKM?2 jest zaangazowane w proces angiogenezy
w guzie nowotworowym. Badania przeprowadzone na komoérkach raka trzustki
wykazaty, ze w stanie hipoksji, PKM2 ulega translokacji do jadra, gdzie oddziatuje z NF-
kB oraz HIF-1, przez co dochodzi do wlaczenia ekspresji biatka VEGF-A, ktory jest

niezbedny do tworzenia nowych naczyn krwiono$nych [71].

Kolejng charakterystyczng cechg komorek nowotworowych jest ich zdolno$¢
do migracji oraz inwazji. Biatko PKM2 bierze udzial w kaskadzie przekazywania
sygnatoéw, ktora prowadzi do nabycia przez komorki nowotworowe zdolnosci do inwazji
[63,72]. W jednej z zaproponowanych $ciezek sygnatowych, PKM2 oddziatuje z kinazg
ERK1/2, co prowadzi do fosforylacji c-Jun. W rezultacie, c-Jun oddziatuje z promotorem
genu COX-2, zwigkszajac ekspresje biatka COX-2, co ostatecznie zwigksza zdolnosci
komorek nowotworowych do migracji oraz inwazji [63]. W innej $ciezce sygnatowe;j
PKM?2 dziata jako kinaza biatkowa i fosforyluje onkogen c-Myc, ktory nastepnie
zwigksza produkcje biatka surwiwiny. Ponownie, efektem tych oddziatywan jest

zwiekszona migracja komorek nowotworowych [72].

Wymienione wyzej przyklady funkcji biatkka PKM2 w komorkach
nowotworowych sugeruja, ze bialko to moze by¢ interesujacym celem
dla opracowywania nowych terapii przeciwnowotworowych. Ze wzgledu na fakt, ze
izoforma PKM?2 pojawia si¢ w komorkach nowotworowych jako skutek zmian
w regulacji alternatywnego splicingu genu PKM, podejmuje si¢ proby przekierowania

alternatywnego splicingu na zwigkszong produkcje izoformy PKM1.
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10. Proby regulacji alternatywnego splicingu genu PKM

W 2012 roku zespdt prof. Adriana Krainera opublikowat prace, w ktorej
przeprowadzono szczegotowe poszukiwania sekwencji regulatorowych
odpowiedzialnych za regulacj¢ alternatywnego splicingu genu PKM [62]. W badaniach
skupiono si¢ wytacznie na eksonie 10. W wyniku przeprowadzonych eksperymentow
zidentyfikowano sekwencj¢ regulatorowa, ktora znajduje si¢ w odleglosci +45 + +59
od miejsca 3'ss eksonu 10. Zablokowanie tej sekwencji poprzez oddziatywanie
z oligonukleotydem antysensowym znaczaco zmienito splicing genu PKM w linii
komorkowej A172 (linia komoérkowa ludzkiego glejaka). Zaobserwowano wzrost
poziomu izoformy PKM1 z jednoczesnym spadkiem ilo$ci izoformy PKM2. Obnizenie
poziomu biatka PKM2 przyczynito si¢ do zwigkszonej apoptozy komorek
nowotworowych. Analiza sekwencji genu PKM wykazata, ze w intronie 9 znajduje si¢
sekwencja homologiczna do sekwencji regulatorowej z eksonu 10 [62]. Podobienstwo
tych sekwencji sugeruje, ze synergicznie moga one penic funkcje wzmacniajace splicing
eksonu 10. Hipoteza ta zostala potwierdzona poprzez usunigcie poszczegodlnych
fragmentow regulatorowych w eksperymentach wykorzystujacych minigeny PKM.
Udowodniono, ze regulacja alternatywnego splicingu jest przede wszystkim zalezna
od sekwencji w eksonie 10, jednak dodatkowy efekt regulatorowy pochodzi

od sekwencji z intronu 9 [62].
11. Oligonukleotydy antysensowe zmieniajace splicing

Oligonukleotydy antysensowe (ang. antisense oligonucleotides, ASOs) to krotkie
fragmenty kwaséw nukleinowych o dlugosci 15-30 reszt nukleotydowych. ASOs
oddziatujg komplementarnie z docelowa sekwencjg RNA. Sg one wykorzystywane do
wyciszenia lub zmiany ekspresji genéw. Zastosowanie oligonukleotydow antysensowych
jako narzedzi molekularnych do regulacji ekspresji genéw zostalo zaproponowane

w latach 80-tych XX wieku [73]. Istnieja dwa mechanizmy dziatania ASOs:

e degradacja docelowego RNA spowodowana utworzeniem heterodupleksu
DNA/RNA,

¢ Dblokada steryczna sekwencji RNA.

Degradacja RNA jest katalizowana przez enzym RNaze H, ktéry rozpoznaje
heterodupleks DNA/RNA 1 przecina ni¢ RNA. Nastepnie uwolnione fragmenty RNA
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sg trawione przez inne komérkowe nukleazy [74]. Warunkiem koniecznym dla aktywacji
RNazy H jest utworzenie heterodupleksu DNA/RNA. Dlatego tez, wickszo§¢ ASOs
projektowanych jest jako gapmery, co oznacza, ze centralna cze$¢ oligonukleotydu sktada
si¢ z DNA, natomiast terminalne reszty nukleotydowe sg modyfikowane, co zwigksza

stabilno$¢ enzymatyczng oligonukleotydu oraz site wigzania z RNA [75].

W przypadku drugiego ze wspomnianych mechanizméw dzialania ASOs,
w  wyniku blokady sterycznej spowodowanej hybrydyzacjg oligonukleotydu,
nie dochodzi do degradacji RNA. ASOs hybrydyzuja do docelowego RNA i blokuja jego
udziat w roznych procesach komorkowych, takich jak translacja (blokowanie
oddzialywania pre-mRNA z rybosomem) oraz splicing (blokowanie odziatywania
pre- mRNA z biatkami) [75]. Odpowiednia budowa chemiczna oligonukleotydu sprawia,
ze nie jest on rozpoznawany przez nukleazy komérkowe, takie jak RNaza H. Modyfikacje
sa zazwyczaj wprowadzane w pozycje 2'OH reszty rybozy imoga to by¢: grupa
2'- O- metylowa (2'OMe) lub grupa 2'-O-metoksyetylowa (2’'MOE). Powszechnie uzywa
si¢ rowniez kwaséw nukleinowych o usztywnionej konformacji pierscienia rybozy
(ang. locked nucleic acids, LNAs), w ktorych wystepuje dodatkowy mostek metylenowy
pomigdzy atomami wegla C4' i tlenu O2' reszty rybozy.

Poprzez blokade steryczng dziataja oligonukleotydy antysensowe zmieniajace
splicing (ang. splice switching oligonucleotides, SSOs) [76]. SSOs projektuje si¢ tak,
by dzieki komplementarnemu oddzialywaniu z pre-mRNA, blokowaty sekwencje, ktore
sg zaangazowane W proces alternatywnego splicingu (Rys. 9). Hybrydyzacja SSO
do miejsca docelowego uniemozliwia wigzanie si¢ do pre-mRNA biatek oraz
rybonukleoprotein, ktore s3 odpowiedzialne za przeprowadzenie oraz regulacje
alternatywnego splicingu. W ten sam sposdb mozna inaktywowaé ukryte miejsca
splicingowe, ktore powstaly na skutek mutacji, a ich rozpoznanie powoduje zmiang
wzorca splicingu danego genu (Rys. 9 C). Najczgsciej jednak, SSOs sg wykorzystywane
do blokowania sekwencji wzmacniajacych lub wyciszajacych splicing. W konsekwencji,
biatka regulatorowe (czynniki splicingowe) nie sg w stanie oddzialywa¢ z docelowymi
sekwencjami, a zatem nie maja wptywu na proces sktadania genu. Najwazniejszym zatem
etapem projektowania efektywnych SSOs jest znalezienie sekwencji regulatorowych,
ktore s3 zaangazowane w regulacje alternatywnego splicingu danego genu. Jesli celem
jest wyciszenie splicingu, to blokuje si¢ sekwencje odpowiedzialng za wzmocnienie

splicingu (Rys. 9 A). W celu zwigkszenia rozpoznawania danego eksonu przez kompleks
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rybonukleoprotein, blokuje si¢ natomiast sekwencje, ktore wyciszaja splicing (Rys. 9 B)
[76].

A. o«

Ekson2

Rysunek 9. Zasada dziatania SSOs. A. SSO blokuje sekwencje wzmacniajacg splicing.
Nie jest mozliwe oddziatywanie biatka regulatorowego z sekwencja i stymulowanie
rozpoznania miejsca 5'ss przez Ul snRNP B. SSO blokuje sekwencje wyciszajaca
splicing. Biatko wyciszajace nie moze hamowac¢ rozpoznania miejsca splicingowego
przez Ul snRNP C. SSO blokuje ukryte miejsce 3'ss splicingowe (oznaczone szarymi
gwiazdkami). U2 snRNP oddziatuje z poprawnym miejscem 3'ss

Oligonukleotydy antysensowe zmieniajgce splicing z powodzeniem sg stosowane
w celach terapeutycznych. Do tej pory, na §wiecie dopuszczono do uzytku co najmniej
pig¢ SSOs, sposrdd ktorych cztery (eteplirsen, golodirsen, vitolarsen, casimersen)
przeznaczone sg do leczenia dystrofii migsniowej Duchenne’a [77—-79]. Natomiast w Unii
Europejskiej zarejestrowano dwa leki oparte na oligonukleotydach zmieniajacych
splicing. Jest to nusinersen, oligonukleotyd stosowany w leczeniu wspomnianego juz

rdzeniowego zaniku mieséni oraz viltolarsen stosowany w leczeniu dystrofii mig$niowe;j
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Duchenne’a [80]. Nusinersen oddziatuje z sekwencja wyciszajaca splicing w eksonie 7
genu SMN2. Tym samym oligonukleotyd ten blokuje dostep do tej sekwencji biatku
hnRNP Al. W konsekwencji, dochodzi do rozpoznania miejsc splicingowych eksonu 7
I wlaczenia go do mRNA, dzigki czemu powstaje funkcjonalne biatko SMN. Dystrofia
migsniowa Duchenne’a to cig¢zka choroba genetyczna spowodowana ré6znymi mutacjami
w genie dystrofiny (DMD), ktore skutkuja przesunigciem ramki odczytu, przez co
dochodzi do wczesnego zatrzymania translacji. W wyniku tego produkowane jest
niefunkcjonalne biatko dystrofina [81]. Viltolarsen to oligonukleotyd, ktory hybrydyzuje
do eksonu 53 genu dystrofiny, powodujac pomini¢cie tego eksonu i przywrocenie
poprawnej ramki odczytu. Efektem tego jest powstanie krotszego, jednak funkcjonalnego

biatka [82].

12. Dwufunkcyjne oligonukleotydy antysensowe

Dwufunkcyjne oligonukleotydy antysensowe (ang. bifunctional antisense
oligonucleotides, BASOs) to stosunkowo nowy rodzaj oligonukleotydow
antysensowych. Sktadajg si¢ one z dwdch funkcjonalnych czgséci (Rys. 10). Sekwencja
antysensowa odpowiedzialna jest za przylaczenie oligonukleotydu do docelowej
sekwencji pre-mRNA. Druga cz¢s$¢ to sekwencja regulatorowa, ktora zawiera sekwencje¢

reszt nukleotydowych rozpoznawang przez biatka regulujace splicing.

D . <«— Bialko regulatorowe

| Czesc¢ regulatorowa

Rysunek 10. Budowa dwufunkcyjnego oligonukleotydu antysensowego (BASO).

Po wprowadzeniu BASOs do komorki, biatka splicingowe rozpoznaja
specyficznie czgs¢ regulatorowa i dochodzi do oddziatywania pomigdzy czynnikiem
splicingowym, aoligonukleotydem. Oligonukleotyd antysensowy hybrydyzuje

do odpowiedniej sekwencji pre-mRNA, dzigki czemu zgromadzone biatka regulatorowe
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mogg modulowaé procesy sktadania genu. Ze wzgledu na fakt, Zze to wtasnie biatka
odpowiedzialne sg za ostateczny efekt regulacji, miejsce hybrydyzacji BASO zazwyczaj
planowane jest tak, by znajdowato si¢ w bliskiej odleglosci do miejsc splicingowych.
Dzigki temu biatka regulatorowe moga wzmacnia¢ lub hamowaé rozpoznawanie tych
miejsc (Rys. 11 A i B). Niezaprzeczalng zaleta BASOs, w porownaniu do SSOs, jest brak
konieczno$ci poszukiwania miejsc regulatorowych ktore sa kluczowe dla procesu
regulacji splicingu danego genu, a mogg by¢ rozmieszczone W znacznej odlegtosci
od docelowego miejsca splicingowego, zaréwno w eksonie, jak i w intronach
okalajacych ekson. W przypadku BASOs podczas projektowania sekwencji antysensowej
mozna skupi¢ si¢ na fragmentach pre-mRNA w bliskiej odleglosci od miejsc
splicingowych, ktérych rozpoznawanie przez spliceosom chcemy regulowaé. Jednak,
nalezy uwzgledni¢ fakt, ze regulacja alternatywnego splicingu jest zalezna réwniez
od struktury Il-rzedowej RNA, co oznacza, ze blisko$¢ miejsca hybrydyzacji w stosunku
do miejsc splicingowych nie jest gwarantem udanej regulacji splicingu [37,83]. BASOs
stanowig réwniez narzedzie umozliwiajagce przywrdcenie utraconych sygnatow
regulatorowych na skutek mutacji. Jesli mutacja pojawia si¢ w elemencie regulatorowym,
traci on wilasciwosci regulacyjne. Zastosowanie BASOs z odpowiednig sekwencja

regulatorowa moze przywroci¢ poprawne rozpoznanie miejsc ciecia.

A.

EKSON 1 0 EKSON 3

&

B.

Ul o Fsons
S
Rysunek 11. Zasada dziatania BASOs. A. BASO z funkcja wzmacniajacg rozpoznawanie

miejsca splicingowego. B. BASO =z funkcjg wyciszajacg rozpoznanie miejsca
splicingowego.
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Dodatkowym etapem przy projektowaniu BASOs jest wybor i optymalizacja
czesci regulatorowej. W zalezno$ci od oczekiwanego efektu, czgs¢ regulatorowa moze
by¢ projektowana tak, by byla rozpoznawana przez biatko wzmacniajace splicing
(np. SRSF1) lub przez biatko wyciszajace splicing (np. hnRNP A1) (Rys. 11 A i B).
Skordis 1 wspotpr. zaproponowali uzycie BASOs do regulacji splicingu genu SMN2,
W ktérym dochodzi do pominigcia eksonu 7, w wyniku czego powstaje niefunkcjonalne
biatko [84]. Ekson 7 ulega wycieciu miedzy innymi ze wzgledu na obecnos¢ wielu,
silnych sekwencji wyciszajgcych jego splicing [37]. Zastosowanie BASOs z cze$cig
regulatorowg rozpoznawang przez biatko SRSF1 (powtorzenia sekwencji 5" GGA 3')
zwigkszylo inkluzj¢ eksonu 7 w mRNA, co udowodnito, ze pojawienie si¢ biatek
wzmacniajgcych splicing w poblizu eksonu 7 jest wystarczajace dla zniwelowania
hamujacego wplywu wyciszajacych splicing sekwencji regulatorowych [84]. Czesé
regulatorowa moze by¢ rowniez wzmocnieniem dziatania oligonukleotydu
antysensowego, ktory blokuje sterycznie sekwencj¢ regulatorowa obecng w pre-mRNA.
Baughan i wspoltpr. rowniez zastosowali BASOs do regulacji splicingu genu SMN2.
Czg$¢ antysensowa zostata zaprojektowana, by blokowaé sekwencje wyciszajaca
znajdujaca si¢ w intronie 7 1 by byla potaczona z czgécig regulatorowa rozpoznawang
przez biatka wzmacniajace splicing. Efekt regulacji splicingu eksonu 7 genu SMN2 zostat
zaobserwowany takze po zastosowaniu ASO, jednak wigksza efektywno$¢ pojawita si¢
przy potaczeniu ASO z czgsécig regulatorowa [85]. Podjeto rowniez probe regulacji
alternatywnego splicingu genu RON, ktory jest zaangazowany w proces nowotworzenia
[86]. W komorkach nowotworowych obserwuje si¢ zwigkszona ekspresje izoformy
ARon, w ktorej nie wystepuje ekson 11. Izoforma ta zwigksza potencjat inwazyjny
komorek nowotworowych. Dwufunkcyjny oligonukleotyd antysensowy hybrydyzujacy
do eksonu 11 skutecznie wzmocnit rozpoznawanie miejsc splicingowych tego eksonu

I zwickszyt ilo$¢ whasciwego biatka [86].

Dwufunkcyjne oligonukleotydy antysensowe mogg zosta¢ rowniez uzyte
do wyciszenia procesu splicingu. W tym samym roku, w ktérym Skordis i wspolpr.
zaproponowali wzmocnienie rozpoznawania eksonu 7 genu SMN2, Villemaire i wspotpr.
uzyli BASOs do regulacji alternatywnego splicingu genu Bcl-X [87]. Alternatywne
sktadanie genu Bcl-X polega na wyborze jednego z dwoch alternatywnych 5'ss,
co prowadzi do powstania dwoch izoform, z ktorych jedna Bcl-Xio jest bialkiem

antyapoptotycznym, ulegajgcym nadekspresji w komoérkach nowotworowych [88].
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W  czgéci regulatorowej BASO zastosowano jednocze$nie dwie sekwencje
rozpoznawane przez biatkko hnRNP Al 5 ' UAGGGA 3’ oraz 5 UAGGGU 3’
Oligonukleotyd zaprojektowano tak, by hybrydyzowal powyzej miejsca 5'ss izoformy
Bcl-X.. Efektem hybrydyzacji byta zmiana selekcji miejsca splicingowego z 5'ss Bel-Xi
na 5'ss Bel-Xs [87].. Tym samym zmniejszyla si¢ ekspresja antyapoptotycznego bialka.
Ten sam model badawczy ponownie uzyto trzy lata pozniej, w celu weryfikacji czy inne
sekwencje regulatorowe, mogg =zosta¢ wykorzystane do regulacji alternatywnego
splicingu [89]. Zaproponowano uzycie w cz¢sci regulatorowej sekwencji odpowiadajacej
miejscu 5'ss oraz miejscu rozgalezienia, ktore wystepuje w genie [-globiny
(5" AUAGGCACUGA 3'). Ponadto, w tych eskperymentach poraz pierwszy
zastosowano oligonukleotydy rozgatezione (ang. branched nucleic acid, bNA), ktore
umozliwiaja polaczenie dwoch oligonukleotydéw regulatorowych z jednym
oligonukleotydem antysensowym  [89]. W najnowszych badaniach nad BASOs
wyciszajacymi splicing ponownie zastosowano cze$¢ regulatorowg z dwiema
sekwencjami rozpoznawanymi przez hnRNP A1 (5' UAGGGA 3', 5' UAGGGU 3') [83].
Pomimo, ze wigkszos¢ badan z uzyciem BASOs do modulacji splicingu genu SMN2
skupiala si¢ na wzmocnieniu rozpoznawania eksonu 7, zaproponowano rowniez
zastosowanie wyciszajacego BASO, ktory hybrydyzowal powyzej miejsca 5'ss eksonu 7.
Celem bylo zmniejszenie rozpoznawania miejsca 3'ss eksonu 8, co wplyne¢to

na zwiekszong efektywnos¢ wyboru miejsca 3'ss eksonu 7 [90].

Sposrdd narzedzi terapeutycznych opartych o strategie antysensowa, BASOs
wydaja si¢ by¢ najmniej przebadana grupg. Moze to wynika¢ z osiagnigcia
spektakularnych sukcesow w terapiach dzigki zastosowaniu SSOs, co wstrzymato
rozwo6j innych typéw ASOs. Nie zmienia to jednak faktu, ze SSOs nie sg idealnym
narzedziem terapeutycznym. Ich zastosowanie jest mozliwe, tylko w przypadku
znajomosci lokalizacji sekwencji regulatorowych, ktore sa kluczowe dla regulacji
sktadania danego genu. Nalezy jednak uwzglednic¢, ze sekwencje te moga by¢ oddalone
od eksonu nawet o kilkaset reszt nukleotydowych, co utrudnia projektowanie SSOs.
W porownaniu do SSOs, niezaprzeczalng zaleta BASOs jest to, ze ich opracowywanie
nie wymaga szczegotowego przeszukiwania sekwencji pre-mRNA w celu znalezienia
specyficznych miejsc regulatorowych. W poczatkowym etapie mozna zatozy¢, ze wiedza
o lokalizacji miejsc cigcia jest wystarczajgca dla zaprojektowania czgsci antysensowe;.

W przypadku BASOs wyzwaniem jest z pewno$cig wybranie odpowiedniej sekwencji
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dla biatka splicingowego w czeSci regulatorowej. Rozwoj badan nad projektowaniem
oraz zastosowaniem BASOs jest szansg na uzyskanie potencjalnych, nowych narzedzi

terapeutycznych, ktére mogg zosta¢ uzyte do leczenia mi¢dzy innymi nowotworow.
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Celem przewodnim prowadzonych przeze mnie badan byla optymalizacja
narze¢dzi terapeutycznych, ktoére mogg mie¢ zastosowanie w regulacji alternatywnego
splicingu. W cze$ci literaturowej opisatam sposob dziatania oligonukleotydow
zmieniajacych splicing oraz dwufunkcyjnych oligonukleotydow antysensowych. Oba te
typy oligonukleotydow zostaly przeze mnie wykorzystane w opisanych w niniejszej
pracy badaniach, w celu regulacji alternatywnego splicingu genu PKM. Ze wzgledu
na obecnos¢ dwoch funkcjonalnych czgsci w czasteczkach BASOs, badania nad nimi
dotyczyty optymalizacji zar6wno czg$ci regulatorowej, jak 1 antysensowej. W przypadku
SSOs doskonalono budowe chemiczng oligonukleotydu poprzez zastosowanie

modyfikowanych reszt nukleotydowych.

1. Wybér sekwencji regulatorowej BASO

Na podstawie danych literaturowych mozna wywnioskowac, ze biatko hnRNP A1
posiada zdolno$¢ do rozpoznawania szerokiej puli roznych sekwencji nukleotydowych.
Rezultaty poszczegdlnych eksperymentéw in vitro, ktorych celem jest identyfikacja
sekwencji optymalnych dla specyficznego oddziatywania z biatkiem hnRNP A1, r6znig
si¢c od siebie. Badania przeprowadzone metoda SELEX wytonity sekwencje
5" UAGGGA/U 3' jako najlepiej wigzang przez hnRNP Al [91]. Najnowsze badania
wskazuja sekwencje 5" YAGG 3’ jako optymalng dla domeny RRM1 oraz 5" YAGN 3’
dla domeny RRM2, gdzie Y to reszta pirymidynowa, a N to kazda, mozliwa reszta
nukleotydowa [15]. Interesujgce jest to, ze sekwencje uznane za optymalne dla biatka
hnRNP Al w eksperymentach in vitro roznig si¢ od tych, ktore sg identyfikowane w
komoérkowym pre-mRNA jako miejsca wigzania hnRNP A1l. Sposrod zidentyfikowanych
sekwencji pre-mRNA wigzanych przez biatko hnRNP A1 mozna znalez¢ takie sekwencje
jak: 5' CAGCAU 3’ w genie SMN, 5" UGAAAG 3’ w genie SKA2, czy 5" AUUUA 3’
w 3'-koncowym regionie nieulegajacym translacji (ang. 3’ untranslated region, 3'UTR)
[92-94].

Dlatego tez, istotnym etapem projektowania skutecznego BASO jest wybranie
takiej sekwencji, ktora wykaze najwigkszy potencjal specyficznego oddziatywania

z biatkiem hnRNP A1. W celu znalezienia optymalnej sekwencji, ktora mogtaby by¢
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uzyta w czesci regulatorowej BASOs, zostal wykonany test przesiewowy réznych
sekwencji RNA, ktore wybrano na podstawie danych literaturowych. Sekwencje, ktore
zidentyfikowano zapomocg metod in vitro zazwyczaj zawierajg pozycje reszt
nukleotydowych, ktére sg niezbedne dla wigzania z biatkiem oraz takie, w ktorych moga
wystepowac rozne reszty nukleotydowe. Dla takich sekwencji zsyntetyzowano roézne ich
warianty uwzgledniajac wszystkie mozliwosci. Wybrane sekwencje roznig si¢ iloscia
reszt nukleotydowych. Najkrétszy uzyty oligonukleotyd ma cztery reszty nukleotydowe,
a najdluzszy dziewie¢. Prawie wszystkie sekwencje zawierajg fragment dinukleotydowy
5" AG 3', ktory wedtug danych literaturowych jest kluczowy dla oddziatywania biatka
hnRNP Al z RNA [15,95]. Lacznie zsyntetyzowano 41 sekwencji RNA, ktore zostaty
poddane inkubacji z rekombinowanym biatkiem hnRNP A1l (Tab. 2). Rekombinowane
biatko zostato wyprodukowane w systemie ekspresyjnym E. Coli przy wykorzystaniu
plazmidu z wklonowang sekwencja biatka hnRNP Al, ktory zostal otrzymany
od profesora Frédérica Allain’a (Instytut Biochemii, ETH Zurych, Szwajcaria). Selekcja
oligonukleotydow wigzacych biatko zostata wykonana za pomoca metody opoznionej
migracji w zelu poliakrylamidowym (ang. electrophoretic mobility shift assay, EMSA).
Podczas syntezy chemicznej do wszystkich oligonukleotyow dotaczono reszte
fluoresceiny na koncu 5’, dzigki czemu mozliwa byta obserwacja migrujacych w zelu
czasteczek RNA oraz kompleksow RNA z biatkiem. Wszystkie oligonukleotydy uzyto
w stezeniu 500 nM, a ich wigzanie do hnRNP A1 zostato wykryte poprzez inkubacj¢ z 60
uM stezeniem biatka (Rys. 12).

+ & + + + + + + oligonukleotyd
+ - + -+ - + - hnRNP A1
- W™ kompleks RNA-biatko

)
it

b ."‘ ‘" .ﬁ.. oligonukleotyd

|
Sek. 9 Sek. 7 Sek. 31Sek. 32

Rysunek 12. Przykladowe zdjecie zelu przedstawiajagce przesiewowy test
oligonukleotydow. Sekwencje uzytych oligonukleotydow zaprezentowano w tabeli 2.

Wykonane eksperymenty ujawnity 19 oligonukleotydow, ktore utworzyly
kompleks z biatkiem hnRNP Al (Tab. 2). Na podstawie intensywnosci widocznych
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prazkow kompleksu wybrano 5 oligonukleotydow, ktore najlepiej wigzaty si¢ z biatkiem:
5" CAGGUAAGU 3’ (sekwencja A), 5 CAGGUGAGU 3’ (sekwencja B), 5' UAGGA 3’
(sekwencja C), 5 UAGGU 3’ (sekwencja D). We wszystkich wybranych
oligonukleotydach mozna zauwazy¢ wspolny element w postaci fragmentu 5’'AGG 3,
ktory wehodzi rowniez w sktad sekwencji zaproponowanej przez Beusch 1 wspotpr. jako
optymalnej dla domeny RRM1 [15]. Istotne jest rowniez to, ze oligonukleotydy A oraz B
odpowiadajg sekwencjom, ktore tworza miejsce donorowe. Wykonane eksperymenty

potwierdzity wczesniej opublikowane sugestie, ze biatko hnRNP A1 moze wigza¢ 5'ss

[91,96]

Tabela 2. Wynik testu przesiewowego 41 oligorybonukleotydow potencjalnie
oddziatujacych z biatkiem hnRNP Al. Znakami plus oznaczono udziat procentowy
oligonukleotydu w tworzeniu kompleksu (++++ 100%-85%, +++ 84%-70%, ++ 69%-
50%, + <50%; b.w.- brak wigzania).

Tlos¢
Nazwa Sekwencja 5’3’ Ollgtovr;;l;lzg;ydu
kompleks
Sek. 1 (Sek. A) CAGGUAAGU +H++
Sek. 2 (Sek. B) CAGGUGAGU ++++
Sek. 3 (Sek. C) UAGGA ++++
Sek. 4 (Sek. D) UAGGU ++++
Sek. 5 UAGG ++++
Sek 6 AAGGUAAGU +++
Sek. 7 UGUAGG +++
Sek. 8 CGUAGG ++
Sek. 9 UAUAGG ++
Sek. 10 UGCAGG ++
Sek. 11 UUCAGG ++
Sek. 12 UAGA ++
Sek. 13 CACAGG +
Sek. 14 CAUAGG +
Sek. 15 CGCAGG +
Sek. 16 GCUAGA +
Sek. 17 UACAGG +
Sek. 18 UUUAGA +
Sek. 19 UUUAGG +
Sek. 20 AAGGUGAU b.w.
Sek. 21 CACAGA b.w.
Sek. 22 CCCAGA b.w.
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Sek. 23 CCCAGG b.w.
Sek. 24 CCUAGA b.w.
Sek. 25 CCUAGG b.w.
Sek. 26 CGCAGA b.w.
Sek. 27 CUCAGA b.w.
Sek. 28 CUCAGG b.w.
Sek. 29 CUUAGA b.w.
Sek. 30 CUUAGG b.w.
Sek. 31 CAUAGA b.w.
Sek. 32 UACAGA b.w.
Sek. 33 UAUAGA b.w.
Sek. 34 UCCAGA b.w.
Sek. 35 UCCAGG b.w.
Sek. 36 UCUAGA b.w.
Sek. 37 UCUAGG b.w.
Sek. 38 UGCAGA b.w.
Sek. 39 UGUAGA b.w.
Sek. 40 UUCAGA b.w.
Sek. 41 AUUUA b.w.

W dwufunkcyjnych oligonukleotydach antysensowych zazwyczaj stosuje si¢
wigcej niz jedno powtdrzenie danej Ssekwencji regulatorowej. Do tej pory
w opublikowanych badaniach uzyto maksymalnie trzech powtorzen sekwencji
regulatorowej [90]. Uwzgledniajagc fakt, ze dlugie oligonukleotydy majg tendencje
do tworzenia struktur drugorzgdowych, ktore wptywaja na oddzialywanie RNA
z biatkiem, oceniono stala wigzania pomiedzy oligonukleotydami zawierajacymi
powtorzenia sekwencji podstawowej, a biatkiem hnRNP A1. W tym celu zsyntetyzowano
oligonukleotydy z r6zng iloScia powtorzen sekwencji podstawowej. Sekwencje
0 dlugosci 9 reszt nukleotydowych (A, B) zostaty powtdrzone dwa (A2, B2) oraz trzy
razy (A3, B3). Sekwencje o dtugosci 5 reszt nukleotydowych (C, D) powtorzono
dwu- (C2, D2) oraz czterokrotnie (C4, D4) (Tab. 3).
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Tabela 3. Lista oligorybonukleotydow zawierajacych powtorzenia sekwencji
podstawowej.

Nazwa Sekwencja (5'—3")
A2 CAGGUAAGU CAGGUAAGU
A3 CAGGUAAGU CAGGUAAGU CAGGUAAGU
B2 CAGGUGAGU CAGGUGAGU
B3 CAGGUGAGU CAGGUGAGU CAGGUGAGU
Cc2 UAGGA UAGGA
C4 UAGGA UAGGA UAGGA UAGGA
D2 UAGGU UAGGU
D4 UAGGU UAGGU UAGGU UAGGU

Warto$¢ stalej dysocjacji (ang. dissociation constant, Kd) zostata oznaczona
metoda EMSA. W celu wyznaczenia wartosci Kd przygotowano 14 rozcieficzen biatka
hnRNP Al (0,1 uM-60 puM), ktore inkubowano z oligonukleotydem o stezeniu 0,5 pM.
Nastepnie oceniono  procentowg ilos§¢ tworzonego kompleksu na podstawie
intensywnos$ci prazkow, ktore odpowiadaja niezwigzanemu RNA oraz kompleksowi
RNA-biatko (Rys. 13). Intensywnos$¢ prazkow zostala okreslona za pomoca programu
MultiGauge. Procentowy poziom oligonukleotydu tworzacego kompleks z biatkiem
zostal wyliczony dla kazdego uzytego stgzenia biatka. Nastepnie w programie GraphPad
Prism 8.0 wyliczono wartos¢ Kd z zastosowaniem modelu nieliniowej regresji
I z uwzglednieniem wspotczynnika Hilla. Uzyskane wyniki warto$ci Kd przedstawiono
na rysunku 14.

60.0 200 100 30 20 15 10 09 08 06 05 03 02 0.1 00 [uM]

el e e ! -
kompleks RNA-biatko

00 00 00 0.0 00 00 11.9 56.3 49.3 76.5 78.8 93.3 96.2100.0 100.0 [%]

- T S e e " - = oligonukleotyd

Rysunek 13. Przyktadowe zdjecie Zelu, na podstawie ktorego oceniono stalg wigzania
pomiedzy oligonukleotydem, a biatkiem hnRNP A1. Wraz ze wzrostem stezenia bialka,
wzrasta 1lo$¢ utworzonego kompleksu RNA-biatko. Liczby powyzej dolnych prazkow
odpowiadajg wartosci procentowej oligonukleotydu, ktory nie zostal zwigzany
w kompleksie.
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Wykonane eksperymenty wykazaty, ze w grupie A dhugos¢ oligonukleotydow
nie wplywa na sit¢ wigzania z biatkiem (Rys. 14). Zaréwno dwukrotnie jak i trzykrotnie
powtorzona sekwencja ma podobng warto$¢ statej wigzania, ktora wynosi okoto 1,70 uM.
W grupie B mozna zauwazy¢ niewielkg zmian¢ w sile wigzania, ktora spada wraz
ze wzrostem ilosci sekwencji podstawowych. Warto§¢ statej wigzania pomiedzy
oligonukleotydem B2, a biatkiem wynosi 1,76 uM, natomiast dla oligonukleotydu
B3 - 1,99 uM (Rys. 14). Oligonukleotydy z grupy C oraz D wykazuja najwicksze
powinowactwo do biatka hnRNP Al. W tych grupach tendencja jest odwrotna niz
w przypadku grupy B. Sila wigzania wzrasta wraz z ilo$cig powtorzen sekwencji
podstawowych. W grupie C wartos¢ Kd zmienia si¢ z 1,44 uM dla dwukrotnie
powtdrzonej sekwencji na 0,76 uM dla czterech powtdrzen sekwencji C. Z kolei
sekwencja D2 oddzialuje z biatkiem hnRNP Al z wartoscig stalej wigzania rowna
1,20 uM, a sekwencja D4 z wartoscig state] wigzania 0,77 uM (Rys. 14).

2.5

2.0

Kd [uM]

W R IV

Rysunek 14. Wykres przedstawia warto$¢ statej wigzania (Kd) pomiedzy
oligonukleotydami, a biatkiem hnRNP Al.

Mozna zauwazy¢, ze oligonukleotydy C4 oraz D4 majg takie samo
powinowactwo do biatka hnRNP Al. Z drugiej strony wystepuje niewielka rdznica
w warto$ci Kd dla oligonukleotydow C2 oraz D2. Jak juz wspomniano wcze$niej, na sitg
interakcji biatka z RNA moze mie¢ wplyw jego struktura drugorzgdowa. W zwigzku

z tym przeprowadzono topnienia w $wietle UV wszystkich dlugich oligonukleotydow,
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w celu okreslenia, czy tworzenie struktury drugorzgdowej ma wplyw na oddziatywanie
oligonukleotydéw z bialkiem hnRNP Al. Eksperyment wykonano przy dlugosci fali
260 nm oraz 295 nm, co pozwala na detekcje odpowiednio oddziatywan typu

Watsona- Cricka oraz Hoogsteena.

Topnienia w $wietle UV wykazaty, ze pig¢ sposrod o$miu oligonukleotydow
tworzy struktury drugorzedowe. Oligonukleotydy B2 oraz B3 tworzg strukture dupleksu
lub spinki (Rys. 15 B). Natomiast, oligonukleotydy D2, C4, D4 tworzg G-kwadrupleksy
(G4), za ktoérych stabilizacje s3 odpowiedzialne oddzialywania typu Hoogsteen’a
(Rys. 15 A). Pomimo matych réznic w wartosciach Kd, przeprowadzone eksperymenty
sugeruja, ze istnieje zalezno$¢ pomiedzy obecno$cig struktury drugorzedowej, a sitg
wigzania z biatkiem. Struktura G-kwadrupleksu zwigksza sit¢ oddziatywan z biatkiem,
w poroéwnaniu do jednoniciowych oligonukleotydow (ssC2 vs G4-D2). Co ciekawe,
nie tylko sama struktura G-kwadrupleksu wplywa na sile wigzania, ale tez jego
indywidualne cechy strukturalne. Oligonukleotydy C4 i D4 maja takie samo
powinowactwo do bialka, ktorego warto§¢ Kd wynosi odpowiednio 0,76 1 0,77 uM.
Sekwencje te majg tendencj¢ do tworzenia wewnatrzczasteczkowych G-kwadrupleksow.
Z kolei oligonukleotyd D2 o stabszej sile wigzania (Kd=1,2 uM) moze tworzy¢ jedynie
miedzyczasteczkowy G- kwadrupleks. Wszystkie trzy oligonukleotydy tworza
G-kwadrupleksy z rdzeniem ztozonym z dwoch G-tetrad, jednakze pomiedzy samymi
strukturami moga wystepowac roéznice w typie tworzonej trojnukleotydowe;j petli. Mozna
zatem zalozy¢, ze zwigkszona interakcja biatkka hnRNP Al z RNA C4 1 D4 wynika
z wewnatrzczasteczkowego charakteru G-kwadrupleksu lub z réznic w rodzaju petli. Te
wnioski s3 zgodne z opublikowanymi wcze$niej badaniami, ktére udowodnity, ze
wigzanie hnRNP Al jest zalezne zaréwno od sekwencji jak i struktury G-kwadrupleksu,
przy czym hnRNP Al ma wigkszg tendencj¢ do wigzania wewnatrzczasteczkowych
struktur [97]. Oligonukleotydy z grupy A nie tworza zadnych struktur drugorzedowych,
z kolei B2 i B3 tworza struktury dwuniciowe. Na podstawie tych wynikow, mozna
wysnu¢ wniosek, ze hnRNP Al silniej oddzialuje z G-kwadrupleksami niz z motywami
dwuniciowymi i jednoniciowymi RNA.

Najsilniejsze  wigzanie pomigdzy RNA a biatkiem zaobserwowano
dla oligonukleotydow C4 oraz D4. Doniesienia literaturowe sugerujg, ze sekwencja
5" GGA 3’ jest rozpoznawana przez biatka wzmacniajace splicing (np. SRSF1) [98,99].

W zwiazku z tym, sekwencje zawierajace ten motyw nie zostaly uzyte w badaniach
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na liniach komérkowych, celem uniknigcia nieoczekiwanego efektu regulatorowego.
Jako sekwencje rekrutujacg biatka splicingowe wybrano sekwencj¢ D4. Zostala ona
wykorzystana w czesci regulatorowej BASO w eksperymentach optymalizacji pozycji
hybrydyzacji BASOs w pre-mRNA genu PKM.
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Rysunek 15. Znormalizowane krzywe topnienia dla regulatorowych oligonukleotydow.
A. Krzywe topnienia G-kwadruplekséw zarejestrowane przy dlugosci fali 295 nm.
B. Krzywe topnienia struktur dwuniciowych zarejestrowane przy dtugosci fali 260 nm.
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2. Optymalizacja BASOs w linii komorkowej HelLa

Gen PKM zostat przeze mnie zastosowany jako model do optymalizacji
efektywnosci dziatania dwufunkcyjnych oligonukleotydéw antysensowych w linii
komoérkowej HelLa. Wybor ten byl motywowany przede wszystkim rodzajem
alternatywnego splicingu, jakiemu podlega gen PKM. Do tej pory badania
nad zastosowaniem BASOs do regulacji alternatywnego splicingu koncentrowaly si¢
gléwnie na wyciszeniu lub wzmocnieniu poszczegdlnych miejsc splicingowych.
W swoich badaniach chciatam skupi¢ si¢ konkretnie na terapeutycznej regulacji
splicingu wzajemnie wykluczajacych si¢ eksondw. Ponadto, zarowno transkrypt genu
PKM, jak i biatko PKM wystepuja w duzej ilosci w komoérkach nowotworowych, dzigki

czemu ocena poziomu ekspresji poszczegolnych izoform jest stosunkowo latwa.

W wyborze tego modelu badawczego miat tez znaczenie wplyw izoformy PKM?2
na nowotworzenie, co zostalo opisane w czesci literaturowej. Wspolczesne terapie
przeciwnowotworowe skupiaja si¢ na konkretnych celach molekularnych, ktore
sg zaangazowane w patogeneze danej jednostki chorobowej. Zwigksza to efektywnos¢
oraz bezpieczenstwo stosowanej terapii. Przedstawiona przeze mnie w czesci
literaturowej  zalezno$¢ pomiedzy zwickszong ekspresja izoformy PKM2,
a nowotworzeniem udowadnia, ze biatko to jest dobrym celem terapeutycznym,
a potencjalna terapia moze polega¢ na regulacji alternatywnego sktadania jego

transkryptu.

2.1 Optymalizacja czesci antysensowej BASOs

Poczatkowy etap optymalizacji BASOs zaktadat analize réznych pozycji
hybrydyzacji w obrgbie eksonu 10 genu PKM. Zalozeniem zaprojektowanych BASOs
jest wyciszenie splicingu eksonu 10 i przekierowanie machiny sktadania genow na ekson
9. Oczekiwanym rezultatem jest zwigkszenie produkcji izoformy PKMI, obnizenie
poziomu ekspresji izoformy PKM2 lub obserwacja obu tych zmian jednocze$nie.
Zazwyczaj BASOs sg projektowane tak, by oddziatywaty w poblizu miejsc cigcia, dzigki
czemu biatka regulatorowe moga wptywac na ich wykorzystanie. Wcze$niejsze badania
nad regulacjg alternatywnego splicingu genu PKM wykazaty, Zze miejsce 3'ss jest
niezb¢dne dla definicji eksonu 10 [61]. Dlatego tez, podczas projektowania BASOs
podjeto probe wyciszenia miejsca 3'ss. Dwa oligonukleotydy (BASO1-D4, BASO2-D4)
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zaprojektowano komplementarnie do sekwencji intronu 9, ktore znajduja si¢ w poblizu
granicy z eksonem 10 (Rys. 16, Tab. 4). Trzy nast¢pne oligonukleotydy (BASO3-D4,
BASO4-D4, BASO5-D4) hybrydyzujg do sekwencji w eksonie 10 powyzej jego miejsca
3’ss (Rys. 16, Tab. 4). Oligonukleotydy transfekowano do komoérek HelLa w st¢zeniu 250
nM. Dla kazdego z BASOs, zsyntetyzowano osobno réwniez samg cze$¢ antysensowa
(ASO1, ASO2, ASO3, ASO4, ASO5), w celu potwierdzenia czy ewentualny efekt
regulacyjny jest spowodowany hybrydyzacja oligonukleotydu, czy aktywnoscig bialek
splicingowych potaczonych z sekwencja regulatorows. Efektywnos¢ BASOs oceniono
poprzez wyliczenie stosunku procentowego PKMZ2/PKM1, na podstawie danych
ilosciowych uzyskanych w reakcjach qPCR. W nietransfekowanych komodrkach HeLa

stosunek ten wyniost 28.8. Pozadanym efektem jest zmniejszenie tej wartosci.

INTRON 9

BASO2-D4 BASO1-D4
-46 -30 26 -5

BASO3-D4 BASO4-D4 § BASO5-D4
+4 +24 +26 +42 +45 +59

Rysunek 16. Pozycje hybrydyzacji BASOs w pre-mRNA genu PKM.

Tabela 4. Lista BASOs zaprojektowanych do optymalizacji miejsca hybrydyzacji czesci
antysensowej w regulacji alternatywnego splicingu genu PKM. Wszystkie reszty
nukleotydowe czgsci antysensowej zawierajg w pozycji 2’ grupe metoksylowa (2'OMe).
Cze$¢ regulatorowa sktada si¢ z reszt rybonukleotydow.

Nazwa Sekwencja BASO 5'—3' M'e;ig?mhém‘xdgiﬁ“ w
BASO1-D4 GAGAGGGGGACAGAGCU-(UAGGU)4 Intron 9, 3'ss -5 + -26
BASO2-D4 GGGAGCAACAUCCGUCCAGAGG-(UAGGU), Intron 9, 3'ss -30 + -46
BASO3-D4 GGCAGCCUCUGCCUCACGGG-(UAGGU)4 Ekson 10, 3'ss +4 + +24
BASO4-D4 UAAUUGCAAGUGGUAGA-(UAGGU), Ekson 10, 3'ss +26 + +42
BASO5-D4 CGGCGGAGUUCCUCA-(UAGGU), Ekson 10, 3'ss +45 =+ +59

Najwigksza zmian¢ w stosunku procentowym izoform PKM?2 oraz PKMI
zaobserwowano dla BASO3-D4, ktory hybrydyzuje najblizej miejsca 3'ss eksonu 10
(Rys. 17). Jednak silna regulacja alternatywnego splicingu nastgpita rowniez
w przypadku oligonukleotydu antysensowego bez czgsci regulatorowej (ASO3).
Swiadczy to o tym, ze sama hybrydyzacja oligonukleotydu w pozycji +4 + +24 eksonu
10 powoduje zmian¢ wzorca splicingu. ASO3 oddziatuje z pre-mRNA w bliskiej
odleglosci do miejsca cigcia. Jest prawdopodobne, ze ASO3 calkowicie blokuje

oddziatywanie elementéw spliceosomu z miejscem 3'ss, uniemozliwiajac tym samym
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definicj¢ eksonu. Nizszy stosunek PKM2/PKM1 dla BASO3-D4 sugeruje, ze cze$é
regulatorowa przyczynia si¢ do niewielkiego wzmocnienia efektu regulacyjnego.
Pomimo, ze BASO1-D4 hybrydyzuje w intronic 9 w podobnej odlegtosci do 3'ss,
co BASO3-D4 w eksonie 10, to regulacja sktadania genu PKM jest znacznie stabsza.
Co ciekawe, sama sekwencja antysensowa ma wigkszy potencjal regulacyjny
niz dwufunkcyjny oligonukleotyd. Oddalanie pozycji hybrydyzacji w strone
5’ od miejsca cigcia zmniejsza regulacje alternatywnego splicingu, co mozna zauwazy¢
dla ASO2. W przypadku BASO2-D4 réwniez nie nastgpuje wzmocnienie dziatania,
dzigki zastosowaniu sekwencji regulatorowej dla biatkka hnRNP Al. Najwigksza
efektywnos¢ czgsci regulatorowej w stosunku do ASO obserwowana jest dla BASO4-D4.
Oligonukleotyd ten w zdecydowanie wigkszym stopniu zmienia stosunek PKM2/PKM 1
niz ASO4, ktory hybrydyzuje w tam samym miejscu. Sugeruje to, ze zwigkszona
regulacja jest spowodowana rekrutacja biatka hnRNP Al w poblizu miejsca 3'ss,
Co zmniejsza jego uzycie. Oddalenie pozycji przytaczania w kierunku 3’ powoduje
zmniejszenie regulacji zarowno dla BASO5-D4 jak i ASO5. Na podstawie uzyskanych
wynikéw wybrano miejsce hybrydyzacji oligonukleotydu (BASO4-D4), gdyz to dla tego
BASO zaobserwowano najwicksza efektywnos¢ w poréwnaniu z oligonukleotydem
anysensowym. Wszystkie kolejne optymalizacje BASOs zostaly wykonane z uzyciem

ASO4 hybrydyzujacym w pozycji +26 + +42 eksonu 10.
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Rysunek 17. Wyniki optymalizacji czesci antysensowej BASOs. Stosunek poziomu
izoform PKM2/PKM1 w =zalezno$ci od roznych pozycji hybrydyzacji BASOs
w pre- mRNA genu PKM.
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2.2 Optymalizacja czesci regulatorowej BASO w linii komorkowej HeLa

2.2.1 Optymalizacja powtdrzen sekwencji 5’ UAGGU 3’

W pierwszym etapie optymalizacji BASOs wykonano eksperymenty
umozliwiajgce oceng, jaka liczba powtorzen sekwencji podstawowych jest najbardziej
efektywna w regulacji alternatywnego splicingu. W tym celu zsyntetyzowano dodatkowe
BASOs, ktore hybrydyzuja w pozycji +26 + +42 eksonu 10 i zawierajg jedno (BASO4-
D1), dwa (BASO4-D2) oraz trzy (BASO4-D3) powtdrzenia sekwencji podstawowej D.
Oligonukleotydy transfekowano do linii komorkowej HeLa w dwoch stezeniach 125 nM
oraz 250 nM i inkubowano przez 48 godzin. Ponownie, wyniki przedstawiono w formie
stosunku procentowego obydwu izoform. Dodatkowo, oceniono w jaki sposob zmienia
si¢ ilo§¢ obydwu izoform w pordéwnaniu do poziomu ich ekspresji w komodrkach
nietransfekowanych. W tym miejscu nalezy zaznaczy¢, ze termin ,,ekspresja izoform”
uzywany w dalszej cze$ci rozprawy doktorskiej oznacza ilo§¢ mRNA, z ktérego dana

izoforma bialka jest tworzona i ktoéry powstat na skutek alternatywnego splicingu.

Transfekcja BASO z jednym powtorzeniem sekwencji D (BASO4-D1)
nieznacznie obnizyla stosunek PKM2/PKM1 zaréwno dla stezenia 125 nM jak i1 250 nM.
Zwigkszenie ilosci sekwencji regulatorowych do dwoch, spowodowato wzrost
efektywnosci BASO. Nizsze st¢zenie oligonukleotydu (125 nM) obnizyto stosunek
PKM2/PKM1 do 19,1, a 250 nM stezenie do 16,0. Oligonukleotyd BASO3-D4 wykazuje
podobny potencjat regulacji splicingu dla obydwu uzytych stezen. Obnizenie
PKM2/PKM1 wynosito odpowiednio 17,1 oraz 17,9 dla 125 nM i 250 nM st¢zenia
BASO. Zmiana stosunku ilosci izoform jest najbardziej znaczaca dla BASO4-DA4.
W  pordéwnaniu do komodrek nietransfekowanych, BASO4-D4 obnizyt stosunek
PKM2/PKM1 0 8,7 w stezeniu 125 nM oraz 0 11,1 w stezeniu 250 nM (Rys. 18 A).
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Rysunek 18. Wptyw roznej liczby powtorzen sekwencji podstawowej D w BASOs na
potencjat regulacji splicingu genu PKM. A. Stosunek PKM2/PKMI. Istotno$¢
statystyczna zostala wyliczona w odniesieniu do ASO4. B. Znormalizowana ekspresja
izoform PKM1 i1 PKM2 dla powtérzen sekwencji podstawowej D. Wartosé
znormalizowane] ekspresji podano w odniesieniu do komoérek nietransfekowanych
(100%). Istotnos¢ statystyczna zostala wyliczona w odniesieniu do ASO4. * odnosi si¢
do poziomu istotnosci statystycznej o wartosci p<0,05; a *** do poziomu istotnosci
Statystycznej o warto$ci p<0,01.
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Na podstawie wynikoéw znormalizowanej ekspresji mozna oceni¢, ze BASO4-D1
wptywa jednoczesnie na podwyzszenie (dla 125 nM) lub obnizenie (dla 250nM) ekspresji
obydwu izoform. BASO4-D2 podnosi poziom ekspresji PKM1, jednak nie ma
znaczacego wplywu na ekspresje PKM2. Wysoki poziom ekspresji PKM1 zanotowano
po transfekcji BASO4-D3. Przy 125 nM stgzeniu oligonukleotydu ekspresja PKM1
wzrosta o 81,4 punktéw procentowych, a przy stezeniu 250 nM o 139,6 punktow
procentowych wzgledem kontroli. Niestety, jednocze$nie podniost si¢ rowniez poziom
PKM2 (Rys. 18 B). Wydaje si¢, ze trzykrotne powtdrzenie sekwencji regulatorowej D
zwigksza produkcje mRNA =z dwoma eksonami (ekson9 i ekson 10).
Pomimo, ze uzyskano satysfakcjonujacy rezultat podniesienia ekspresji PKM1 przez
BASO4-D3, to nie udato si¢ zmniejszy¢ iloSci mRNA PKM?2, co byloby oczekiwanym
rezultatem. Na podstawie przedstawionych rezultatdw mozna natomiast wywnioskowac,
ze najbardziej efektywne jest czterokrotne powtdrzenie sekwencji regulatorowej
(BASO4-D4).

2.2.2 Wplyw sekwencji A3 na regulacje alternatywnego splicingu

Badania wykonane metoda topnienia UV wykazaty, ze oligonukleotydy z grupy
D maja tendencj¢ do tworzenia struktur drugorzgdowych. Natomiast, oligonukleotydy
z grupy A nietworza struktur wyzszego rzgdu. Dla poréwnania efektywnosci
ustrukturalizowanych i nieustrukturalizowanych oligonukleotydéw oceniono réwniez
wplyw sekwencji A3 na regulacj¢ alternatywnego splicingu przez BASO. Wykonane
eksperymenty udowodnity, ze 125 nM stezenie BASO4-A3 ma taki sam potencjat zmiany
stosunku PKM2/PKM1, jak BASO4-D4. Natomiast, stgzenie 250 nM obnizylo stosunek
do 11,3, co oznacza wigkszg efektywnos¢ od BASO4-D4 (Rys. 19 A).

Wyniki znormalizowanej ekspresji wskazuja na wigksza efektywno$¢
W podnoszeniu ilosci izoformy PKMI1 niz w przypadku BASO4-D4 (Rys. 19 B).
Zaréwno stezenie 125 nM jak i 250 nM zwigkszyto poziom ekspresji PKM1 do okoto
150%. Nalezy jednak zauwazy¢, ze w porownaniu z BASO4-D4 w stezeniu 125 nM,
BASO4-A3 nie wplywa w zaden sposéb na poziom ekspresji izoformy PKM?2
(Rys. 19 B). Obnizenie ilosci PKM2 pojawia si¢ dopiero przy uzyciu 250 nM stezenia
oligonukleotydu. Niemniej jednak, na podstawie przeprowadzonych eksperymentow
mozna wywnioskowac, ze oligonukleotydy zawierajace sekwencje 5" CAGGUAAGU 3’

réwniez wykazuja potencjal regulacyjny. Gendron i wspotpr. wykorzystali w BASOs
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inng sekwencje, ktora wystepuje w miejscu donorowym (5 GUUGGUAUGA 3).
Autorzy zasugerowali, ze efektywno$¢ tej sekwencji zwigzana jest z interakcja
z Ul snRNP. Nalezy zatem uwzgledni¢ mozliwos¢, ze oligonukleotyd A3
rozpoznawany jest nie przez biatko hnRNP A1, a Ul snRNP [89]. Przeprowadzony
eksperyment potwierdzit jednak zasadno$¢ uzycia sekwencji miejsca 5'ss w czeSci
regulatorowej BASOs. Ciekawym wnioskiem jest to, ze sila wigzania pomig¢dzy
oligonukleotydem, a biatkiem nie musi by¢ skorelowana z potencjatem regulacyjnym.
Zestawienie statej] wigzania sekwencji D4 oraz A3 mogloby wskazywaé, ze
oligonukleotyd A3 powinien mie¢ znacznie mniejszg efektywnos¢. Mozliwos¢ rekrutacji
innych biatek regulatorowych do oligonukleotydu A3, utrudnia jednak wyciagniecie
wiazacych wnioskdw. Mimo wszystko, w zwigzku z duzym potencjalem sekwencji
5" CAGGUAAGU 3', rowniez dlatej sekwencji oceniono wplyw jej powtdrzen
na efektywnos¢ BASOs.
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Rysunek 19. Poréwnanie efektywnosci oligonukleotydu BASO4 zawierajacego
sekwencje regulatorowg D4 i A3. A. Stosunek PKM2/PKML1. B. Znormalizowana
ekspresja izoform PKML1 i PKM2. * odnosi si¢ do poziomu istotnosci statystycznej o
wartosci p<0,05; a *** do poziomu istotnosci statystycznej o wartosci p<0,01.

62



WYNIKI I DYSKUSJA

2.2.3 Optymalizacja powtorzen sekwencji S CAGGUAAGU 3’

Uwzgledniajac dlugos¢ sekwencji A (9 nt), zarowno w eksperymentach EMSA,
jak i komorkowych, zostata ona powtorzona maksymalnie 3 razy. Do transfekcji linii
komorkowej Hela wykorzystano oligonukleotyd z jednym (BASO4-Al), dwoma
(BASO4-A2) oraz trzema (BASO4-A3) powtdrzeniami sekwencji A.

Wszystkie trzy oligonukleotydy z sekwencja A obnizaja stosunek procentowy
PKM2/PKM1 (Rys. 20 A). BASO4-A1 wykazuje podobng aktywno$¢ dla dwoch uzytych
stezen. BASO4-A2 w wigkszym stopniu obniza stosuneck PKM2/PKM1 przy 125 nM
stezeniu (16,6) niz przy 250 nM (22,0). Najefektywniejszym oligonukleotydem
z sekwencja A pozostat zatem BASO4-A3, ktory obniza PKM2/PKMI do 17,5 przy
stezeniu 125 nM oraz do 11,3 przy stezeniu 250 nM (Rys. 20 A).

Wyniki znormalizowanej ekspresji pokazuja, ze zaréwno BASO4-Al
jak 1 BASO4-A2 obnizaja jednoczesnie ekspresje obu izoform. Jedynie 250 nM stgzenie
BASO4-A2 zmniejszylo ekspresj¢ PKM2, nie wptywajac na poziom PKMI. Uzyskane
rezultaty potwierdzaja, ze najefektywniejszym oligonukleotydem z grupy A, jest
BASO4-A3, ktory w stezeniu 250 nM podnosi ekspresje PKM1 do 145,7% i jednoczesnie
obniza ekspresj¢ PKM2 do 66,8% (Rys. 20 B). Porownujac sekwencje 5" UAGGU 3’
oraz 5' CAGGUAAGU 3’ mozna wywnioskowaé, ze sekwencja 5" CAGGUAAGU 3’
jest mniej efektywna w regulacji alternatywnego splicingu. Zaré6wno pojedyncza
sekwencja regulatorowa jak i1 dwukrotnie powtorzona nie zwigkszyta ekspresji PKMI.
Podniesienie ekspresji izoformy PKM1 mozna zauwazy¢ dopiero przy trzykrotnym
powtorzeniu sekwencji A. Natomiast, w przypadku sekwencji D, podniesienie ekspresji
PKM1 jest widoczne juz dla BASO4-D2.
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Rysunek 20. Wptyw roznych powtorzen sekwencji podstawowej A3 w BASOs na
potencjat regulacji splicingu genu PKM. A. Stosunek PKM2/PKMI, istotno$é
statystyczna zostala wyliczona w odniesieniu do komorek transfekowanych ASO.
B. Znormalizowana ekspresja izoform PKM1 oraz PKM2. Kontrola (komorki
nietransfekowane) wynosi 100%. Istotnos¢ statystyczna zostata wyliczona w odniesieniu
do komorek transfekowanych ASO. * odnosi si¢ do poziomu istotnosci statystyczne;j
0 wartosci p<0,05; a *** do poziomu istotnosci statystycznej o wartosci p<0,01.
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2.2.4 Rozgalezione BASOs

W kolejnym etapie podjeto probe regulacji alternatywnego splicingu za pomoca
rozgatgzionych BASOs (ang. branched bifunctional antisense oligonucleotides,
bBASOs), ktore umozliwiajg potaczenie dwoch oligonukleotydow regulatorowych
z jednym oligonukleotydem antysensowym (Rys. 21). Podobne narzedzia molekularne
zostaly juz uzyte wczesniej W eksperymentach splicingu in vitro przez inng grupe
badawczg [89]. Natomiast, w zaprezentowanych tutaj badaniach wykorzystano je po raz
pierwszy w eksperymentach na liniach komorkowych. Rozgatezione oligonukleotydy
zostaly utworzone poprzez zastosowanie dwoch sekwencji D4 (BASO04-2XD4)
oraz dwoch sekwencji A3 (BASO4-2XA3). BASO4-2XD4 zawiera zatem tgcznie 0siem
sekwencji regulatorowych, a BASO4-2XA3 sze$¢ sekwencji regulatorowych. CzeSci
regulatorowe zostaly potaczone z oligonukleotydem antysensowym od strony

5’ (Rys 21).

3 ~ BASO4-2XD4 BASO4-2XA3

\ 3
-~

”~ ~
5'// 5'/

Rysunek 21. Schemat budowy rozgat¢zionych BASOs. Kolorem czerwonym oznaczono
cze$¢ antysensowa, a kolorem zielonym cze$ci regulatorowe bBASOs.

Zastosowanie rozgalezienia znaczaco zwickszylo efektywnos¢ BASOs.
W przypadku BASO4 2XD4 zanotowano najsilniejszy spadek stosunku PKM2/PKM1
sposrod wszystkich testowanych oligonukleotyddéw, ktory wynosi dla stezenia 125 nM
7,0, a dla 250 nM 7,5. Efekt ten jest zatem dwukrotnie wigkszy niz dla oligonukleotydu
BASO4-D4 (Rys. 22 A). Wyniki te znajdujg odzwierciedlenie w poziomie ekspresji obu
izoform. Przy 125 nM stezeniu bBASO poziom PKM2 zostal zmniejszony do 47%,
a PKMI1 zwigkszony do 175%. Z Kkolei, przy 250 nM stezeniu bBBASO poziom PKM2
spadt o 45, a poziom PKM1 wzrést o 131 punktéow procentowych (Rys. 22 B).
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Rysunek 22. Poréwnanie efektywnosci rozgatezionego BASO4-2XD4 z liniowym
BASO4-D4. A. Stosunek PKM2/PKML1. B. Znormalizowana ekspresja izoform PKM1
oraz PKM2. [Istotno$¢ statystyczng wyliczono poroéwnujac wyniki BASO4-2XD4
z BASO4-D4. * odnosi si¢ do poziomu istotnosci statystycznej o wartosci p<0,05; a ***
do poziomu istotnosci statystycznej o wartosci p<0,01.

Interesujace, ze BASO4-2XA3 nie ma tak znaczacego wptywu na stosunek obu
izoform jak BASO4-2XD4. Jego efektywnosc jest nizsza nawet niz BASO4-A3. Przy obu
stezeniach stosunek PKM2/PKM1 zostat obnizony do ok 18,0. Jest to warto$¢ podobna
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do tej otrzymanej dla BASO4-A3 przy 125 nM stezeniu, jednak znacznie wyzsza
od wartosci otrzymanej dla BASO4-A3 przy stezeniu 250 nM (11,3) (Rys. 23 A). Jednak
udato si¢ znaczaco zwigkszy¢ poziom ekspresji izoformy PKMI1. Poziom PKM1 zostat
podwyzszony dwukrotnie w poréwnaniu do BASO4-A3 przy uzyciu obu stezen BASO4-
2XA3 (Rys. 23 B). Zaskakujace jest to, ze oligonukleotyd ten nie wptynat w zaden sposob
na obnizenie produkcji izoformy PKM2. Jej poziom zwigkszyl si¢ nawet do 124% oraz
112 %, odpowiednio dla stezen 125 nM oraz 250 nM. Pomimo, ze wzrost ekspresji
izoformy PKM1 jest znaczacy dla BASO4-2XA3, to bardziej oczekiwany rezultat zostat
osiggniety dla BASO4-2XD4, ktory nie tylko zwigksza ekspresje PKM1, ale tez obniza
PKM2. Fakt, ze BASO4-2XA3 dziata w inny sposob niz jego liniowy odpowiednik
BASO4-A3 moze potwierdza¢ wczesniej postawiong hipoteze, ze oligonukleotydy z serii

A moga by¢ rozpoznawane przez inne biatka niz hnRNP Al.
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Rysunek 23. Porownanie efektywnos$ci rozgatezionego BASO4-2XA3 z BASO4-A3.
A. Stosunek PKM2/PKM1. B. Znormalizowana ekspresja izoform PKM1 oraz PKM2.
Istotnos$¢ statystyczna zostata wyliczona poprzez poréwnanie wynikow BASO4-2XA3
z BASO4-A3. * odnosi si¢ do poziomu istotnosci statystycznej o wartosci p<0,05; a ***
do poziomu istotnos$ci statystycznej o wartosci p<0,01.
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Pierwotnym celem wczesniejszych badan nad projektowaniem i synteza
rozgalezionych kwasow nukleinowych (ang. brached nucleic acids, bNA) byly proby
identyfikacji bialek, ktore sg odpowiedzialne za rozpoznawanie miejsca rozgatezienia
w pre-mRNA. Oligonukleotydy bNA mialy przypomina¢ strukture lassa, ktora powstaje
juz podczas pierwszej reakcji transestryfikacji, a nastgpniec w wyniku drugiej reakcji,
intron uformowany w taka struktur¢ zostaje uwolniony idegradowany. Takie
oligonukleotydy wykorzystujg zardbwno grupe 2'- jak i 3’-hydroksylowa reszty adenozyny
po to, by utworzy¢ odpowiednio wigzanie 2'-5' oraz 3'-5' z kolejnymi resztami
nukleotydowymi. Udowodniono, ze bNA maja funkcj¢ hamujaca splicing, pomimo
ze nie hybrydyzuja z pre-mRNA [100]. Aktywnos$¢ ta moze wynikaé z tego, ze bNA
sg rozpoznawane przez biatka, ktore naturalnie biorg udziat w reakcji sktadania gendw.
Wprowadzenie bNA do komorki izoluje te biatka od ich docelowych miejsc wigzania.
Skutkiem tego dochodzi do zatrzymania reakcji splicingu. Ten typ oligonukleotydoéw
zostal uzyty w badaniach nad BASOs prowadzonych przed Gendrona i wspotpr. [89].
Autorzy wykorzystali bNA do polaczenia =z czeScig antysensowg dwoch
oligonukleotydéw nie posiadajacych wiasciwosci regulatorowych. Okazato si¢, ze
zastosowanie bNA z tymi sekwencjami powoduje wyciszenie splicingu. Byt to dowdd na
to, ze sama obecnos¢ rozgatezionej reszty adenozyny powoduje zmiang wzorca splicingu
poprzez rekrutacj¢ odpowiednich biatek. W przedstawionych w niniejszej pracy
badaniach zastosowano inny typ rozgatezionych BASOs. Jako lacznik umozliwiajacy
polaczenie dwoch oligonukleotydow regulatorowych z jednym oligonukleotydem
antysensowym postuzyt facznik glicerolowy. W zwigzku z tym, miejsce rozgal¢zienia nie
znajduje si¢ w reszcie adenozyny. Co wiecej, polarnos$¢ nici wzgledem miejsca
rozgalezienia jest rowniez inna od polarnosci uzyskanej dla wczesniej publikowanych
konstruktéw bNA. Dlatego tez mozna zalozy¢, ze efekt regulatorowy, ktory jest
obserwowany przy uzyciu bBASOs jest wynikiem obecnosci zwigkszonej ilosci
sekwencji regulatorowych, a nie samego miejsca rozgat¢zienia. Na podstawie wszystkich
opisanych wyzej eksperymentow, nasuwa si¢ wniosek, ze i1lo$¢ miejsc wigzacych biatka

w BASOs pozytywnie koreluje z funkcja regulatorowa tych czasteczek.

3. Ocena efektywnos$¢i BASOs w linii komorkowej SKOV-3

Nastepnym etapem realizacji pracy doktorskiej byta ocena, czy zaprojektowane

oligonukleotydy wykazuja uniwersalng efektywnos¢ w roznych liniach komorkowych.
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W tym celu wybrano lini¢ komdérkowa SKOV-3. Sa to komorki epitelialne, pochodzace
z gruczotowego raka jajnika. Czynnikiem wplywajacym na wybor tej linii, byl fakt,
ze przeprowadzono na niej eksperymenty, w ktérych oceniono wplyw wyciszenia
izoformy PKM2 na cechy fenotypowe tych komoérek [101]. Do transfekcji wybrano
BASOs, ktore wykazaty najwyzsza efektywno$¢ w regulacji alternatywnego splicingu
(BASO4-2XD4, BASO4-2XA3) oraz odpowiadajace im oligonukleotydy liniowe
(BASO4-D4, BASO4-A3). Dodatkowo, transfekowano réwniez  kontrolny
oligonukleotyd antysensowy (ASO4). Transfekcje oligonukleotydow wykonano
w stezeniu 250 nM. Komorki SKOV-3 byly poddane dziataniu BASOs przez 48 godzin,
po czym wykonano izolacje RNA oraz analizg ilosci izoform metoda qPCR. Na rysunku
24 przedstawiono wyniki znormalizowanej ekspresji PKM1 oraz PKM2 w komorkach
SKOV-3 w porownaniu do wynikéw uzyskanych dla linii komodrkowej HelLa.
Dla bardziej czytelnej analizy wyniki dla PKM1 oraz PKM2 przedstawiono na osobnych
wykresach (Rys. 24 A i B).

A. PKM1 B.
800- o 150- PKM2 o o 3
b 3 SKOv-3 - °® O SKOV-3
600 g B Hela & Hela
o

400+

231.7
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Rysunek 24. Poréwnanie poziomu ekspresji izoform PKM1 (A) oraz PKM2 (B) w linii
komorkowej SKOV-3 i HeLa w wyniku transfekcji BASOs. * odnosi si¢ do poziomu
istotnos$ci statystycznej o wartosci p<0,05; a *** do poziomu istotnosci statystycznej
0 wartosci p<0,01.

Dziatanie oligonukleotydu BASO4-D4 jest podobne w obu liniach komorkowych.
Zaobserwowana roznica pomig¢dzy poziomem ekspresji zardwno izoformy PKMI
jaki 1 PKM2 wynosi okoto 10 punktow procentowych (Rys. 24 A i B). Z kolei znaczaca
roéznice zanotowano dla BASO4-A3. Wplyw na regulacj¢ alternatywnego splicingu jest

wyraznie wiekszy w linit SKOV-3 niz w HeLa. Poziom ekspresji izoformy PKM1 wzrost
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do 390,9% w porownaniu do komoérek nietransfekowanych, podczas gdy w linii HeLa
wynosit tylko 145,7% (Rys. 24 A). Co wazne, poziom izoformy PKM?2 zostat w podobny
sposob obnizony (Rys. 24 B). Jeszcze lepszy wynik uzyskano dla BASO4-2XD4.
Oligonukleotyd bBASO ponad pigciokrotnie zwigkszyt produkcje PKMI1 w linii
komorkowej SKOV-3, co jest wynikiem ponad dwukrotnie wyzszym niz w linii HeLa
(Rys. 24 A). Zauwazono jednak, ze obnizenie ekspresji PKM2 bylo wyrazniejsze
w komorkach HeLa (55,7%) niz w SKOV-3 (74,3%) (Rys. 24 B). Opisane wyzej BASOs
wykazaly podobng (BASO4-D4) lub nawet wyzsza (BASO4-A3, BAS04-2XD4)
aktywno$¢ w linii komérkowej SKOV-3. Tymczasem, sposdb dziatania BASO4-2XA3
jest wyraznie inny w linii komérkowej SKOV-3. W linii HeLa nastapit znaczacy wzrost
ekspresji PKM1 w poréwnaniu z liniowym odpowiednikiem BASO4-A3, jednak
nie zauwazono obnizenia ekspresji PKM2. Z kolei, w linii SKOV-3 BASO4-2XA3
W mniejszym stopniu wptynal na ekspresje PKM1. Poziom ekspresji podnidst si¢ o 88,7
punktéw procentowych, podczas gdy w linii HeLa o 193. Nastgpna réznica to wptyw
na poziom izoformy PKM2. W linii komorkowej HeLa, nie udato si¢ obnizy¢ poziomu
PKM2, natomiast w SKOV-3 obnizyt si¢ do 72,1% (Rys. 24 B). W przypadku
oligonukleotydu antysensowego ASO4 mozna wywnioskowa¢, ze podobnie jak w linii
HeLa, wptyw na splicing nie jest znaczacy. Zauwazono jedynie niewielkie obnizenie

ekspresji obu izoform (Rys. 24 A'i B).

Opisane wyzej wyniki stanowig dowod na to, ze efektywnos¢ BASOs moze by¢
zalezna od typu komorek, ktore sg poddawane ich dziataniu. Obie wykorzystane linie
komorkowe s epitelialne 1 pochodza z gruczolowego nowotworu zenskiego uktadu
rozrodczego. Pomiedzy roznymi typami komorek oraz liniami komérkowymi wystepuja
roznice w poziomie ekspresji bialek. Jedng z podstawowych przyczyn rdznej
efektywnosci BASOs w wybranych liniach komoérkowych moga by¢ znaczace roznice w
ilosci transkryptu genu PKM. Wysoki poziom ekspresji PKM moglby wymagaé
wigkszego stezenia oligonukleotydow dla uzyskania podobnego efektu regulacji. Dlatego
tez, przeanalizowano poziom ekspresji izoform PKM1 i PKM2 w liniach komérkowych
HeLa i SKOV-3 odnoszac go do poziomu aktyny jako genu referencyjnego (Rys. 25).

Nie zaobserwowano istotnych réznic pomiedzy badanymi liniami komorkowymi.
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Oznacza to, ze poziom ekspresji PKM nie jest przyczyng rozbieznosci w dzialaniu

BASOs.

o
o
1

2 Hela
B SKOV-3

o
o
1

o
N

1
H-

o
(X
N

znormalizowana ekspresja [%]
o
o
i

T
PKM1 PKM2

Rysunek 25. Znormalizowana ekspresja izoform PKM2 i PKM1 w liniach komérkowych
HelLa oraz SKOV-3. Poziom ekspresji zostal znormalizowany z ekspresja genu
referencyjnego — aktyny.

Réznice pomiedzy liniami komoérkowymi w poziomie ekspresji bialek dotycza
rowniez biatek zaangazowanych w regulacje alternatywnego splicingu. W dostepne;j
literaturze, nie udato si¢ odnalez¢ poréwnania ekspresji biatka hnRNP Al w linii
komorkowej HeLa oraz SKOV-3. Natomiast, porownano poziom biatka hnRNP A1l
w liniach takich jak HeLa, HEK293 (embrionalne komorki nerki), SK-NB-E (komorki
nerwiaka zarodkowego), U-118MG (komorki glejaka) oraz A172 (komorki glejaka
wielopostaciowego). Na podstawie wynikow z metody Western-Blott ustalono, ze
podobna ilo§¢ hnRNP A1l znajduje si¢ w liniach HeLa, HEK293 oraz SK-NB-E.
Wyraznie nizszy poziom wystepuje w U-118MG oraz A172 [49]. Jest to dowod na to, ze
poziom tego biatka nie jest staly we wszystkich liniach nowotworowych. Wydaje sie, ze
najwazniejszym czynnikiem, ktéry moze wplywaé na efektywnos¢ BASOs
W poszczegdlnych liniach komdrkowych, jest wtasnie poziom ekspresji biatek, ktore sa
celem czgsci regulatorowej BASOs. W przypadku opisanych w tej rozprawie BASOs,
docelowym biatkiem jest hnRNP Al. Ma to szczegélne znaczenie dla modulacji
sktadania genu PKM, gdyz jego alternatywny splicing jest zalezny od biatka hnRNP Al.
Dodatkowo, korelacja pomiedzy poziomem ekspresji biatka hnRNP A1, a alternatywnym
sktadaniem genu PKM zostata potwierdzona w linii HeLa. Wysoki poziom biatka hnRNP
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Al moze powodowaé, ze pomimo rekrutacji biatka przez BASOs, wciagz wszystkie
miejsca wyciszajace splicing eksonu 9 s3a okupowane przez biatko hnRNP Al,
o utrudnia rozpoznanie miejsc cigcia eksonu 9. W przypadku niskiego stezenia biatka
mozna postawi¢ dwie hipotezy ttumaczace efektywnos¢ oraz brak efektywnosci BASOs
w komorkach. Powinowactwo biatka do RNA, jest zalezne nie tylko od samej sekwencji
nukleotydéw, ale rowniez od struktury drugorzedowej czy obecnosci innych biatek
(zardbwno wspomagajacych wigzanie, jak 1 konkurujacych o miejsce wigzania). Zatem
niska efektywno$¢ BASOs moze wynika¢ z wigkszego powinowactwa biatka hnRNP A1l
do pre-mRNA niz do czgéci regulatorowej oligonukleotydu. W warunkach, kiedy
stezenie bialka jest niskie, wigkszo$¢ jego czasteczek pozostaje zwigzana z pre-mRNA,
a BASOs bez polaczenia zbiatkiem efektorowym nie wplywaja na zmiang
alternatywnego splicingu. Natomiast, jesli udato si¢ zaprojektowac czasteczki BASOs,
ktore spowoduja, ze hnRNP Al bedzie mialo wigksze powinowactwo do BASOs niz
do pre-mRNA, to nawet przy niskim st¢zeniu biatka efektorowego, przekierowanie jego
czasteczek w docelowe miejsce za pomocg BASOs umozliwia regulacj¢ sktadania genu.
Na podstawie opublikowanych danych, mozna raczej zatozy¢, ze w przypadku linii
komorkowej Hela wystepuje zbyt wysoka ekspresja biatka hnRNP Al. Zmiana wzorca
sktadania genu PKM jest bardzo wyrazna w linii SKOV-3. Jesli poziom hnRNP Al
w linii SKOV-3 jest nizszy niz w HeLa moze to thumaczy¢ wigksza efektywnosé BASOs.
W takim przypadku wickszo$¢ czasteczek hnRNP Al moze by¢ rekrutowanych
do sekwencji regulatorowej BASO, co czesciowo uniemozliwia oddzialywanie biatka
z pre-mRNA. Dotychczasowe badania nad BASOs byly przeprowadzane zazwyczaj
najednej linii komorkowej, dlatego tez cigzko znalez¢é odniesienie w literaturze
dla postawionej hipotezy. Jako przyktad mozna tu jednak poda¢ BASO z sekwencja
wzmacniajacg splicing, ktory zostat zaprojektowany dla regulacji sktadania genu biatka
Ron. Eksperyment przeprowadzono na linii raka zotadka (KATOIII) oraz jelita grubego
(SW480). W obu liniach wykazano efektywnos¢ BASOs. Jednak, w linii KATOIII
stosunek ARon/Ron obnizyt si¢ z okoto 2,25 na okoto 1,25, a w linii SW480 z ok 1,75
na 1,25. Potwierdza to, ze efektywno$¢ BASOs nie jest uniwersalna dla wszystkich linii

komoérkowych.

72



WYNIKI I DYSKUSJA

4. Ocena wplywu BASOs na migracje oraz inwazje komorek
SKOV-3

W zwiazku z satysfakcjonujagcym efektem regulacji alternatywnego splicingu
przez BASOs w komorkach SKOV-3, zdecydowano o0 ocenie zmian fenotypowych
pojawiajacych si¢ w wyniku dziatania BASOs. Komorki podczas procesu nowotworzenia
przechodza szereg przemian, ktére nadajg im charakteru komoérek nowotworowych.
Jedng z typowych cech komorek nowotworowych jest ich zdolno$¢ do przerzutowania,
ktore jest mozliwe dzigki takim procesom komoérkowym jak migracja i inwazja. Procesy
te umozliwiaja komdrkom przemieszczanie si¢ z miejsca inicjacji guza, poprzez naczynia
krwionosne do innych narzadow i tkanek w organizmie. Komorki nabtonkowe
w fizjologicznym stanie nie wykazuja duzej zdolnosci do migracji. Jednak podczas
rozwoju komorki nowotworowej moze doj$¢ do przejscia epitelialno-mezenchymalnego
(ang. epithelial-mesenchymal transition, EMT), czyli procesu podczas ktoérego komorki
tracg charakter komorek epitelialnych i nabywaja cech komoérek mezynchemalnych.
Wiaze si¢ to ze zmiang ekspresji markerow powierzchniowych. Dochodzi do zaniku
ekspresji E-kadheryny, a pojawia si¢ wimentyna, czy N-kadheryna, co skutkuje utrata
potaczen miedzykomorkowych [102]. Inicjacja migracji komorek nabtonkowych
(epitelialnych) jest zwigzana z pojawieniem si¢ gradientu czynnikéw wzrostu lub
chemokin [103]. W nastepstwie, dochodzi do polaryzacji komoérki i wydluzenia jej
jednego konca, ktéry nadaje kierunek migracji. Komorki tacza si¢ z macierza
zewnatrzkomoérkowa, zaczynaja si¢ kurczy¢, a sita trakcyjna umozliwia im ruch. Sam
ruch komorek nie jest wystarczajacy, by mogly przedostac si¢ do sasiednich tkanek lub
krwioobiegu. Migrujace komorki muszg strawi¢ macierz zewnatrzkomorkowa. W tym
celu wytwarzaja specjalne enzymy, czyli metaloproteinazy [104]. Zdolno$¢ komorek
nowotworowych do poruszania si¢ zgodnie z gradientem stezen bedzie tu nazywany
migracjg, natomiast wytwarzanie enzymow 1 zdolno$¢ do trawienia macierzy
zewnatrzkomorkowej okreslono inwazja.

Przedstawiono dowody na to, ze izoforma PKM2 w istotny sposob przyczynia si¢
do inwazyjnosci réznych komorek nowotworowych [63,72,101]. Dlatego tez, podjeto
probe oceny, czy regulacja alternatywnego splicingu genu PKM przez BASOs moze
wplywaé na wlasciwosci inwazyjne komorek nowotworowych SKOV-3. Do tej pory
opublikowane dane dotyczace wptywu PKM2 na migracj¢ i inwazj¢ skupialy sie

na wyciszeniu izoformy PKM2. Brakuje informacji o tym, jak na te procesy wplywa
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regulacja splicingu genu PKM i podniesienie ekspresji izofromy PKM1. Do wykonania
eksperymentdw zastosowano test migracji 1 inwazji wykorzystujacy wktadki
Z przepuszczalng membrang, zawierajacg pory (ang. transwell assay). Komorki zostaty
zawieszone w pozywce niezawierajacej ptodowego serum z cielgt (ang. fetal bovine
serum, FBS) i wysiane na wewngtrznej stronie wktadki. Wktadka zostata umieszczona
w studzience ptytki 24-dotkowej, w ktorej znajdowata si¢ pozywka z FBS-em. Gradient
czynnikéw wzrostu (zawartych w serum) stymuluje komoérki do migracji na zewnetrzng
stron¢ membrany. Dla oceny inwazyjnos$¢i zastosowano wkiadki, ktore sg pokryte
matrigelem. Jest to substancja imitujaca macierz zewnatrzkomorkowa, ktorag komorki
muszg najpierw strawi¢, by przedosta¢ si¢ do pozywki z serum. Komorki, ktére
przemigrowaty na zewngtrzng strong wktadki zostaty nastepnie utrwalone, wybarwione
i przeliczone pod mikroskopem (Rys. 27). Na rysunku 26 przedstawiono warto$¢
procentowa komoérek migrujacych lub inwazyjnych dla kazdego z BASOs, w odniesieniu

do ilosci komorek migrujacych/inwazyjnych, ktore nie byty poddawane transfekcji.

A B
* (\O o))
™ S =
1004 * & ~ 150 - &
3 © ™~ =< T
= 8o B 1 T y T
O J_ *k K c rokex
5 J_ ‘100
S 60 o N © l
=2 ) 3 B wr
E 40+ T = 1 ™
= L X< S0 L ~N ==
2 20- 2 I
S S L
= =
0 1 1 1 I 0 1 1 1 1
L ) 3 D D ) L 3
o > q;\-o & wo oY ,1;\9 o
el N ¥ e i I 1S
¥ oo O ¥y &
F F o &F F @
) Q

Rysunek 26. Wyniki testow migracji (A) i inwazyjnosci (B). Wyniki przedstawiaja
warto§¢ procentowa komorek migrujacych 1 inwazyjnych w odniesieniu do
nietransfekowanych komorek kontrolnych. Komorki zliczono z 10 réznych pol. * odnosi
si¢ do poziomu istotno$ci statystycznej o wartosci p<0,05; a *** do poziomu istotno$ci
statystycznej o wartosci p<0,01
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Przeprowadzone eksperymenty wykazaly, ze niektore z BASOs majg aktywno$¢
hamujaca migracj¢ oraz inwazj¢ komorek SKOV-3 (Rys. 26). Oligonukleotyd BASOA4-
2XD4 w najwickszym stopniu wptyngl na migracj¢ oraz inwazje tych komorek.
W wyniku transfekcji BASO4-2XD4 tylko 36,9% komorek zostato utrwalonych
na zewngetrznej warstwie membrany. Natomiast w tescie inwazji, tylko 28,7% komorek
byto w stanie zdegradowa¢ matrigel iprzedosta¢ si¢ na drugg stron¢ membrany.
Uzyskany wynik jest bardzo podobny lub nawet lepszy niz przy zastosowaniu siRNA
wyciszajagcego PKM2, ktory spowodowal obnizenie ilosci komoérek migrujacych
0 okoto 54%, a komoérek inwazyjnych o okoto 65% [101]. BASO4-D4 rowniez wptynat
na wlasciwosci komorek nowotworowych. Liczba komorek migrujacych oraz
inwazyjnych spadta o okoto 50%. Znacznie gorszy wynik uzyskano dla BASO4-A3,
ktory obnizyl ilos¢ komorek migrujacych o 22 % i nie wptyngt w Zaden sposodb na
inwazyjno$¢ komorek SKOV-3. Co ciekawe, bardzo podobne wyniki uzyskano dla
ASO4. Otrzymane rezultaty trudno skorelowac ze zmiang alternatywnego splicingu genu
PKM, ktora nastepuje w wyniku transfekcji BASOs. Najwyzszy poziom PKM1
wystepuje w komorkach transfekowanych BASO4-2XD4 oraz BASO4-A3. W
przeprowadzonych testach migracji oraz inwazji, te dwa oligonukleotydy majg zupetnie
inng efektywno$¢, ktora jest bardzo wysoka dla BASO4-2XD4 i znikoma dla BASO4-
A3. Co wigcej, BASO4-D4 ma znacznie wigkszy wplyw na migracje iinwazj¢ niz
oligonukleotyd BASO4-A3, pomimo ze wzrost PKM1 jest znacznie mniejszy. Wskazuje
to na to, ze poziom PKMI nie jest zwigzany ze zmianami w zdolnoSci komorek
nowotworowych do migracji oraz inwazji. Poziom PKM2 otrzymany w wyniku
transfekcji wszystkich BASOs jest bardzo podobny, przy czym najnizszy poziom PKM?2
obserwuje si¢ dla oligonukleotydu BASO4-D4. Ponownie, nie mozna tu znalezé
zalezno$ci pomiedzy ekspresja PKM2, a wynikami z testow migracji i inwazyjnosci.
Zastanawiajace jest jednak to, ze zastosowanie samego oligonukleotydu ASO4 réwniez
powoduje obnizenie ilosci komérek migrujgcych, ktore jest na podobnym poziomie, co
w przypadku BASO4- A3. ASO4 réwniez w niewielki sposob obniza poziom ekspresji
PKM2. Jest mozliwe, ze spadek izoformy PKM2 o okoto 20 % jest wystarczajacy, by
zaobserwowaé niewielkie zmiany w migracji komorek SKOV-3, jednak nie ma to
wptywu na ich inwazyjnos¢. Podsumowujac, uzyskane wyniki wskazuja, ze zmiany w
migracji i inwazji komérek SKOV-3 musza by¢ zalezne jeszcze od innych czynnikow

niz poziom PKM1 i1 PKM2.
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Wydaje sie, ze gldowng przyczyng uzyskanych réznic w efektywnosci
poszczegbdlnych oligonukleotydéw jest rodzaj uzytej sekwencji regulatorowe;.
Najwyrazniejszy efekt zaobserwowano dla oligonukleotydow zawierajacych rozne
powtorzenia sekwencji podstawowej D (5" UAGGU 3'). Ponadto, wptyw na migracje oraz
inwazje jest skorelowany z ilo$cig powtérzen sekwencji podstawowej. Oligonukleotyd
BASO4-D4 zawierajacy czterokrotnie powtorzong sekwencje 5’ UAGGU 3’ obniza ilo$¢
komorek migrujacychi inwazyjnych o okoto 50%, a BASO4-2XD4, ktéry zawiera osiem
powtorzen sekwencji D dodatkowo zwigksza ta efektywno$¢. Sugeruje to, ze sama
obecnos$¢ sekwencji regulatorowej, ktora jest rozpoznawana przez biatko hnRNP A1, jest
przyczyna zmian w zdolnosciach migracyjnych oraz inwazyjnych komorek
nowotworowych. Moze to oznaczaé, ze wprowadzenie oligonukleotydu z sekwencja
regulatorowa rekrutuje biatka hnRNP A1, przez co obniza si¢ pula aktywnych czasteczek
tego bialka, ktore sg wymagane dla inwazji oraz migracji komorek SKOV-3. Oznacza to,
ze BASOs mogag funkcjonowa¢ jako oligonukleotydy-putapki (ang. decoy
oligonucleotides), ktore wytapuja czynniki splicingowe w komorce, uniemozliwiajac im
wiazanie si¢ z RNA. Takie wykorzystanie oligonukleotydéw zostato zaproponowane
w 2019 roku przez Denichenko i wspotpr. Oligonukleotydy-putapki zawieraja sekwencje
RNA, ktoéra jest rozpoznawana przez czynniki splicingowe, czyli doktadnie tak jak czesé
regulatorowa BASOs. W opublikowanych badaniach zaprojektowano takie
oligonukleotydy dla biatek PTB1, RBFOX oraz SRSF1 [105]. Metoda qPCR oceniono
zmiany alternatywnego splicingu réoznych genow, ktorych splicing jest regulowany przez
wyzej wymienione biatka. Autorzy uzyskali satysfakcjonujgce wyniki dotyczace
regulacji splicingu wybranych genoéw, a takze zmiany w fenotypie komorek
nowotworowych. Zastanawiajace jest jednak stezenie oligonukleotydow, ktore zostato
uzyte. Efekt uzyskano przy stezeniu 2,5-5 pM. W przypadku opisywanych w niniejszej
pracy badaniach wykorzystano stezenie 250 nM. Wskazuje to na wigkszg efektywnos¢
BASOs. Znaczenie moze mie¢ jednak budowa chemiczna oligonukleotydu.
W przytoczonych badaniach wykorzystano reszty 2'-O-metylo RNA, ktore moga
obniza¢ wigzanie z docelowymi biatkami. Natomiast, w przypadku BASOs uzyto
wytacznie nukleotydow RNA, ktore mimo mniejszej stabilnosci w komorce, wykazujg

duze powinowactwo do biatek i w zwigzku z tym wigksza efektywnos¢.

Rola biatka hnRNP Al w procesach inwazji 1 migracji zostata potwierdzona

w licznych badaniach [50,106]. Komorki raka zotadka poddano dziataniu siRNA
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wyciszajagcego hnRNP Al, w wyniku czego zauwazono obnizenie ich migracji oraz
inwazyjnosci. Ponadto, zmniejszenie oddzialywan migedzykomérkowych, zmiane
ksztattu komoérek, obnizenie ekspresji E-kadheryny, zwickszenie ekspresji wimentyny
zaobserwowano w wyniku indukcji nadekspresji biatka hnRNP A1l. Sg to dowody na to,
ze hnRNP A1l indukuje przej$cie epitelialno-mezynchemalne [50]. Najbardziej
prawdopodobng przyczyna opisanych zmian molekularnych oraz fenotypowych podczas
wyciszenia hnRNP A1l jest obnizenie udziatu tego biatka w regulacji alternatywnego
splicingu gendéw, ktorych produkty sg zaangazowane w przeprowadzanie procesu
inwazji. Jednym z takich genow jest gen PKM, ktérego regulacja splicingu przez biatko
hnRNP Al zostala szczegélowo opisana w czgsci literaturowej. W literaturze
przedstawiono co najmniej dwie $ciezki sygnatowe, w ktorych izoforma PKM2 bierze
udzial, i ktére powiazano ze zwigkszong migracja lub inwazja komorek nowotworowych.
Pierwsza z nich zaobserwowano w linii komodrkowej raka piersi. PKM2 oddziatuje
z czynnikiem transkrypcyjnym c-MYC, ktory w nastepstwie wiacza ekspresje biatka
surwiwiny. W drugiej $ciezce sygnatowej wykrytej w komorkach raka prostaty, PKM2
fosforyluje ERK1/2. ERK1/2 nastgpnie fosforyluje c-Jun, ktory wlacza ekspresje genu
cyklooksygenazy. W wynikach badan opublikowanych przez Chen i wspotpr. wykazano,
ze nadekspresja biatka hnRNP Al zwigksza ekspresj¢ biatek takich jak c-Jun oraz
suriwiwina [50]. Zatem mozna wysnu¢ wniosek, ze obnizenie aktywnosci hnRNP Al
przez BASOs wigze si¢ z obnizeniem ekspresji bialek, ktore wptywaja na zdolnosci
inwazyjne komorek nowotworowych. Pojawiajg si¢ tu dwie mozliwosci. Obnizenie
aktywno$ci hnRNP A1, obniza poziom PKM2, a to wplywa na poziom biatek, z ktorymi
wchodzi w interakcj¢ PKM2 lub obnizenie aktywnosci hnRNP A1 niezaleznie od PKM2,
wplywa na ekspresj¢ biatek zaangazowanych w inicjowanie inwazji. Uwzgledniajac
jednak fakt, ze podobny poziom PKM2 zaobserwowano dla wszystkich BASOs,
a znaczacy wplyw na migracje osiggnicto dla BASO4-D4 i BASO4-2XD4, mozna
wywnioskowa¢, ze hnRNP Al niezaleznie od PKM2, wplywa na ekspresje wyzej
wymienionych biatek. Na podstawie dostepnej literatury i przedstawionych w tej pracy
wynikéw badan trudno jednak okresli¢, w jaki sposob hnRNP Al przyczynia si¢

do zmniejszenia poziomu tych biatek.

Podsumowujac, zaobserwowany efekt zahamowania migracji komérek SKOV-3

przez oligonukleotydy BASO4-D4, BASO4-2XD4 oraz w niewielkim stopniu BASO4-
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A3 i1 ASO4, a takze zahamowania inwazji przez BASO4-D4 i BASO4-2XD4 moze

wynika¢ z dwoch naktadajacych si¢ mechanizmow:

1. Regulacja alternatywnego splicingu genu PKM w wyniku czego dochodzi

do obnizenia ekspresji PKM2.

2. Obnizenie aktywnos$ci biatka hnRNP A1, co przektada si¢ na obnizenie poziomu
biatek lub produkcji roznych izoform bialek zaangazowanych w proces inwazji

I migracji, takich jak c-Jun i surwiwina.

kontrola

BASO4-A3 ' BASO4-D4 BASO4-2XD4

Rysunek 27. Wizualizacja komorek migrujacych (A) oraz inwazyjnych (B), ktore zostaty
wybarwione na zewngtrzne] warstwie membrany. Zdjecia wykonano pod 5x
powigkszeniem mikroskopu.
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5. Optymalizacja sekwencji oligonukleotydu antysensowego
zmieniajgcego splicing (SSO)

Oligonukleotyd antysensowy zmieniajacy splicing (SSO), ktoérego sekwencja
zostala zaprojektowana przez grupe profesora Adriana Krainera, hybrydyzuje
do komplementarnego fragmentu w eksonie 10 genu PKM [62]. Oligonukleotyd wycisza
splicing eksonu 10 i powoduje wzrost ekspresji izoformy PKM1 oraz obnizenie poziomu
PKM?2. W wyniku transfekcji tego oligonukleotydu do linii komérkowej A172 uzyskano
wzrost poziomu izoformy PKM1 o okoto 50 punktéw procentowych. Autorzy zauwazyli
jednak, ze w intronie 9 genu PKM znajduje si¢ sekwencja o wysokim stopniu
identycznosci z sekwencja w eksonie 10 (Rys. 28). W zwigzku z tym zatozono, ze SSO
moze hybrydyzowa¢ jednoczes$nie w dwoch miejscach. Na podstawie przeprowadzonych
eksperymentdw z uzyciem minigenu udowodniono, ze wyciszenie splicingu eksonu 10
za pomoca oligonukleotydu antysensowego nastepuje przede wszystkim w wyniku
interakcji SSO z eksonem 10. Zasugerowano jednak, ze czeSciowo efekt ten moze by¢
wspomagany poprzez jednoczesng hybrydyzacje ASO do fragmentu w intronie 9. Pelna
komplementarno$¢ par zasad w dupleksie SSO z fragmentem eksonu powoduje jego
wigksza stabilno$¢ termodynamiczng niz dupleksu z udziatlem intronu, ktoéry zawiera
cztery niesparowania. Mimo tego, SSO moze hybrydyzowaé z dwiema sekwencjami,
jednak wicksze prawdopodobienstwo interakcji powinno wystepowac dla eksonu 10.
Postawiono zatem pytanie badawcze, czy blokowanie zaréwno sekwencji w eksonie 10
jak i sekwencji w intronie 9 jest faktycznie korzystne dla wlasciwosci regulatorowych
oligonukleotydu. Jesli tak, zwigkszenie oddziatywania SSO z intronem 9 poprzez
modyfikacj¢ sekwencji oligonukleotydu, moze zwiekszy¢ jego efekt regulatorowy.
Z drugiej strony, istnieje mozliwos¢, ze intron 9 nie wplywa w istotny sposob
na regulacje alternatywnego splicingu genu PKM, wskazujgc tym samym koniecznos¢

podjecia staran, by zmaksymalizowa¢ hybrydyzacje oligonukleotydu z eksonem 10.
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A. B.

INTRON/SSO EKSON/SSO
5" GUAGGAACACCGCCA 3’ || 52 UGAGGAACUCCGCCG 3
3" ACUCCUUGAGGCGGC 5 3" ACUCCUUGAGGCGGC 5’

Rysunek 28. Dupleksy utworzone pomigdzy SSO a fragmentem intronu 9 (A) oraz
eksonu 10 (B). Podkreslone litery przedstawiajg sekwencje SSO. Czerwone litery
to pozycje niesparowanych reszt nukleotydowych.

Preferencje oligonukleotydu do hybrydyzacji z fragmentem, w ktorym wystepuje
wigkszy stopien komplementarnosci, a zatem tworzy si¢ dupleks z bardziej korzystna
energig swobodng, nazywamy dyskryminacjg niesparowan. W pelni komplementarny
dupleks charakteryzuje si¢ wyzszg temperaturg topnienia (Twm) Oraz nizsza energia
swobodna (AG°37). Wprowadzanie modyfikowanych nukleotydow w pozycje
niesparowan jest jednym ze sposobow wptywania na zmian¢ dyskryminacji niesparowan

[107-109].

W tej cze$ci eksperymentéw postanowiono zmodyfikowa¢ chemicznie
oligonukleotyd antysensowy zmieniajacy splicing genu PKM, poprzez wprowadzenie
modyfikowanych nukleotydow, ktéore w istotny sposéb mogg zmienia¢ parametry
termodynamiczne tworzonych dupleksow. W tym celu wykorzystano modyfikowane
kwasy nukleinowe o usztywnionej konformacji pierscienia rybozy (ang. locked nucleic
acids, LNAs), w ktorych wystepuje dodatkowy mostek metylenowy pomigdzy atomem
wegla C4' a atomem tlenu O2' reszty rybozy (Rys. 29 A). Z punktu widzenia
projektowania oligonukleotydow terapeutycznych, jedng z bardzo waznych wtasciwosci
reszt LNA jest zdolnos¢ do ponadprzecigtnego zwigkszania stabilno$ci
termodynamicznej duplekséw oraz zwigkszania dyskryminacji niesparowan [110,111].
Druga modyfikacja, ktora zostata zastosowana w tych badaniach, ma odwrotny wplyw
na termodynamike¢ dupleksow. Acykliczne, elastyczne analogi rybonukleozydow
(ang. unlocked nucleic acids, UNAS) nie zawierajg wigzania pomiedzy atomami wegla
C2' oraz C3' reszty rybozy (Rys. 29 B). Modyfikacja UNA zmniejsza stabilnos¢
termodynamiczng dupleksow DNA 1 RNA oraz wplywa na zmniejszenie dyskryminacji

niesparowan [110].
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A. B.
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Rysunek 29. Struktury modyfikowanych reszt nukleotydowych LNA (A) oraz UNA (B).

5.1 Wplyw reszt LNA i UNA na stabilno$¢ termodynamiczng tworzonych
dupleksow

W celu okreslenia wptywu reszt LNA oraz UNA na stabilno$¢ termodynamiczng
tworzonych dupleksow oraz na dyskryminacje niesparowan zsyntetyzowano seri¢
modelowych oligonukleotydow o skroconej sekwencji w stosunku do wyjsciowego SSO
(Tab. 5). Przyczyng uzycia krotszych oligonukleotydow byta wysoka stabilno$é
tworzonych 15-nukleotydowych duplekséw, ktora uniemozliwiala oceng wplywu
modyfikacji stabilizujagcych na parametry termodynamiczne dupleksu. Krotsze
oligonukleotydy charakteryzuja si¢ nizsza temperaturg topnienia, dzigki czemu przy
zastosowaniu metody topnienia w $wietle UV w zakresie temperatur 4°C-90°C, mozliwa
jest detekcja pojawiajacych si¢ zmian. Zsyntetyzowane, krotsze oligonukleotydy SSO
zawieraly wszystkie pozycje, w ktorych dochodzi do niesparowan z sekwencjg intronu 9
oraz reszty nukleotydowe bezposrednio sasiadujace z tymi pozycjami. W pozycji 2’ reszty
rybozy kazdej reszty nukleotydowej innej niz LNA oraz UNA zastosowano grupe
2'-O-metoksyetylowa. W  wigzaniach internukleotydowych natomiast jeden
Z niewigzacych atomow tlenu zostat zastagpiony atomem siarki prowadzac do powstania

wiazan tiofosforanowych.
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Tabela 5. Sekwencje oligonukleotydow 2'-O-metoksyetylo-RNA (2’MOE-RNA)
modyfikowanych resztami LNA (Ct, Ab) oraz UNA (CY, AY) uzytych w badaniach
termodynamicznych.

Nazwa | Sekwencja
SSO | CGGAGUCA

SSO1 | cLGGAGUCA

SSO2 | cGGALGUCA

SSO3 | CGGAGUCEA
SSO4 | CGGAGUCAL
SSO5 | CUGGAGUCA
SSO6 | CGGAUGUCA
SSO7 | CGGAGUCUA
ssos | CGGAGUCAU

Przeprowadzone badania umozliwily oceng¢ wplywu modyfikowanych reszt
nukleotydowych na stabilnos¢ termodynamiczng dupleksow SSO
ze skroconymi fragmentami eksonu 10 (SE10) oraz intronu 9 (sl9). Analiza
poroOwnawcza wartosci entalpii oraz entropii wyznaczonych dwoma metodami wskazuje,
ze wszystkie dupleksy rozplataja si¢ zgodnie z modelem dwustanowym. Na rysunku 30
przedstawiono réznice energii swobodnej (AAG®37) pomigdzy niemodyfikowanym
dupleksem SSO-sE10 lub SSO-sl9, a modyfikowanymi dupleksami tego samego typu,
natomiast w tabelach 6 oraz 7 podano pelne dane termodynamiczne. Wartosci AAG®37
ponizej wartosci 0 oznaczaja stabilizacj¢ dupleksu, a warto$ci powyzej wartosci 0

swiadcza o destabilizacji dupleksu.
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Rysunek 30. Wykresy zmian energii swobodnej dupleksow AAG’s7[kcal/mol] po
wprowadzeniu reszt LNA lub UNA. A. Wyniki dla dupleksu SSO z fragmentem eksonu

10. B. Wyniki dla dupleksu SSO z fragmentem intronu 9.
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Pojedyncza reszta LNA zwigksza stabilno$¢ termodynamiczng duplekséw SSO
ze skroconym fragmentem eksonu, jak i intronu (Rys. 30 A, Tab. 6). Jednak efekt ten
jest wiekszy dla dupleksu utworzonego z SE10, w ktorym wystepuje pelna
komplementarno$¢ par zasad. Maksymalna zmiana energii swobodnej (AG°®37)
w przypadku dupleksu z sSE10 wystgpita dla SSO2. Obecnosé reszty LNA-A w pozycji
srodkowej spowodowata wzrost trwatosci termodynamicznej o 1,41 kcal/mol (Tab. 6).
Zaobserwowany efekt jest zgodny z wczesniejszymi danymi opublikowanymi
dla dupleksow 2'-O-Me-RNA/RNA, w ktorych obecnos$¢ reszty LNA-A w pozycji
centralnej powodowata spadek wartosci energii swobodnej duplekséw (AAG®37) W
zakresie 0,96-1,42 kcal/mol w zaleznosci od sgsiadujgcych reszt nukleotydowych [108].
Najmniejszg, jednak nadal istotna, stabilizacje (AAG®°37 = - 0.99 kcal/mol) w przypadku
w petni komplementarnego dupleksu zaobserwowano z kolei dla dupleksu SSO3-sE10,
zawierajacego reszte LNA-C w pozycji bliskiej 3’ konca SSO (Tab. 6). Efekt ten jest
nieco nizszy od wczesniej opublikowanego dla reszty LNA-C w podobnej pozycji
(AAG®°37 = -1,42 kcal/mol) [108]. Roznice moga wynika¢ jednak z odmiennego
sasiedztwa modyfikowanej reszty nukleotydowej w obydwu typach dupleksow, a co za
tym idzie w odmiennym oddzialywaniu pomig¢dzy soba czastkowych tadunkow grup
funkcyjnych reszt zasad heterocyklicznych. Reszta LNA-C znajdujaca si¢ na 5’ koncu
oligonukleotydu zwigkszyla stabilno§¢ termodynamiczng dupleksu SSO1-sE10 01,11
kcal/mol (Tab. 6). Wigksza stabilizacja zostata zaobserwowana dla dupleksu SSO4-sE10
zawierajacego reszte¢ LNA-A znajdujaca si¢ na 3'koncu modyfikowanego
oligonukleotydu (AAG®s7 = -1,24 kcal/mol) (Tab. 6). Zatem, w przypadku wprowadzania
reszt LNA w terminalne fragmenty dupleksu, nieco wigkszy efekt stabilizacyjny
otrzymuje si¢ modyfikujac 3’ koniec SSO. Wniosek ten znajduje potwierdzenie
w literaturze, chociaz efekt stabilizacyjny reszty LNA-C na 5’ koncu SSO1 okazat si¢
0 wiele wyzszy niz efekty opisywane wczesniej dla reszt LNA (AAG®s7 = -0,33 +-0.59
kcal/mol) w tej terminalnej pozycji [108]. W badaniach opublikowanych przez grupe
profesora Kierzka, wykazano, ze reszta cytydyny w serii LNA obecna na koncu 5’ nici
2'-0O-Me-RNA zwigksza stabilno§¢ termodynamiczng dupleksu 2’-O-Me-RNA/RNA
0 0,40 kcal/mol, a reszta adenozyny w serii LNA na koncu 3’ zwigksza stabilno$¢
termodynamiczng dupleksu o 1,30 kcal/mol (Tab. 6). Nalezy zaznaczy¢, ze ostatnia
zalezno$¢ zostata zachowana dla wszystkich mozliwych 3" koncowych reszt LNA,
z wyjatkiem urydyny. Ponadto, w przytoczonych badaniach, ustalono réwniez, ze

najwigkszy efekt stabilizacyjny dupleksu 2’-O-Me-RNA/RNA otrzymuje si¢ poprzez
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wprowadzenie reszty LNA w centralnej pozycji oligonukleotydu. Ponownie, efekt ten

wystepuje dla kazdej reszty nukleotydowej z serii LNA, z wyjatkiem urydyny [108].

Reszta LNA w znacznie mniejszym stopniu przyczynia si¢ do stabilizacji
dupleksu SSO ze skroconym fragmentem intronu 9 (sl9), co bylo spodziewane
ze wzgledu na udzial modyfikowanych reszt LNA w niesparowaniach (Rys. 30 B,
Tab.6). Najwicksza zmiana AG°®37 zostata zaobserwowana dla dupleksu SSO3-sI9 oraz
SS04-s19 i wynosita odpowiednio —0,56 kcal/mol (CY/U) i —0,57 (AY/G) kcal/mol
(Tab. 6) w poréwnaniu do niemodyfikowanego, izosekwencyjnego dupleksu SSO-sI9.
W tych oligonukleotydach, reszta LNA znajduje si¢ w przedostatniej oraz ostatniej
pozycji od strony 3'. Co ciekawe, SSO2, ktéry tworzy najbardziej stabilny dupleks
ze skroconym fragmentem eksonu 10, z sl9 tworzy dupleks o podobnej energii
swobodnej, jak w przypadku niemodyfikowanego dupleksu SSO-s19. Efekt ten wynika
najprawdopodobniej ze zmniejszenia stopni swobody, spowodowanego obecnoscia
reszty LNA, ktore utrudnia przyjecie przez niesparowanie AL/A bardziej korzystnej

energetycznie konformaciji.

Wpltyw reszt UNA na stabilno$¢ termodynamiczng badanych dupleksow jest
odwrotny niz reszt LNA (Tab. 7, Rys. 30 A i B). Modyfikacja UNA znaczgco zmniejsza
stabilno$¢ termodynamiczng dupleksu ze skroconym fragmentem eksonu 10 (Tab. 7).
W  przypadku UNA mozna zaobserwowa¢ wyrazng roznicg pomigdzy efektem
termodynamicznym modyfikacji w centralnej pozycji oligonukleotydu, a modyfikacji
terminalnych. Podobnie jak w przypadku LNA, najbardziej znaczacy efekt
termodynamiczny uzyskano dla reszty adenozyny w serii UNA umieszczonej
w centralnej pozycji oligonukleotydu (SSO6). We wspomnianej pozycji reszta UNA-A
zmniejszyta stabilno§¢ termodynamiczng dupleksu SSO6-SE10 az o 5,56 kcal/mol.
W przypadku SSO7, w ktorym UNA wystepuje w przedostatniej reszcie nukleotydowe;j
od strony 3, stabilno$¢ termodynamiczna dupleksu SSO7-SE10 zmniejszyta si¢ o 3,77
kcal/mol (Tab. 7). Natomiast, mniejsza destabilizacje zaobserwowano dla modyfikacji
UNA obecnych w koncowych pozycjach oligonukleotydu. Efekt ten jest bardzo podobny
dla reszt UNA na dwoch koncach oligonukleotydu i wynosi 1,23 kcal/mol na 5’ koncu
SSO oraz 1,27 kcal/mol na 3’ koncu SSO (Tab. 7). Wyniki te s3a zgodne
z opublikowanymi wcze$niej danymi, ktére wykazaty, ze najwigckszy efekt
destabilizacyjny dla dupleksu RNA/RNA uzyskuje si¢ poprzez wprowadzenie reszt UNA

w centralnej pozycji jednej z nici [107]. Ponadto, wielkos¢ destabilizacji w dupleksie
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SSO6-sE10 zawierajacym centralnie potozong reszte UNA-A jest porownywalny
do efektow obserwowanych wczesniej dla dupleksow RNA/RNA modyfikowanych
W pozycji srodkowej tg samg resztg nukleotydowa (AAG®°37 = 4,52 + 5,36 kcal/mol).

Modyfikacja UNA ma o wiele mniejszy wplyw na zmiany stabilno$ci
termodynamicznej dupleksu SSO z sl9 niz dupleksu z SE10 (Rys. 30 B). W przypadku
oligonukleotydu SSO7 zaobserwowano nawet stabilizacj¢ termodynamiczng dupleksu
SSO7-s19 w wyniku obecnoéci niesparowania typu CY/U (AAG°3; = 0,4 kcal/mol)
(Tab. 7). Efekt ten jest zaskakujacy, gdyz jest to jedyna pozycja, w ktorej UNA powoduje
stabilizacje dupleksu. Jednakze, niesparowanie CY/U sgsiaduje z kolejng reszty
nukleotydowa, ktéra rowniez nie tworzy kanonicznej pary. W zwigzku z tym, obecnos$¢
modyfikacji zwigkszajacej elastyczno$¢ niesparowania C/U przy jednoczesnym
rozluznieniu struktury dupleksu w pozycji koncowej ze wzgledu na sgsiedztwo
niekanonicznej pary A/G moze utatwic¢ rearanzacje struktury w kierunku oddziatywan
korzystnieszych energetycznie. W przytoczonych juz wczesniej badaniach, stabilizacja
temodynamiczna dupleksu zostata zaobserwowana jedynie dla niesparowania UY/G,
dla ktoérego spadek energii swobodnej wynosit 0,45 kcal/mol [107]. Jednak to
niesparowanie znajdowalo si¢ na 5’ koncu oligonukleotydu, w zwigzku z tym trudno
znalez¢ bezposrednig zalezno$¢, ktéra wplywa na ewentualng stabilizacje dupleksu
wywotang przez obecnos¢ modyfikacji UNA. Kolejng istotng roznicg efektow
termodynamicznych zwigzanych z obecnoscia UNA w dupleksach typu SSO-sI9
w poréwnaniu do SSO-SE10 jest brak zmiany w energii swobodnej dupleksu SSO-s19 po
wprowadzeniu reszty UNA w centralnej pozycji (SSO6-s19, niesparowanie AY/A).
Swiadczyé to moze o tym, ze pomigdzy dwoma resztami adenozyn w tej pozycji nie
dochodzi do zadnych oddziatywan, ktére majg wptyw na stabilno$¢ dupleksu lub tez, co
bardziej prawdopodobne, ze lokalne zwigkszenie elastycznosci niesparowania A/A nie
wplywa negatywnie na oddzialywania pomiedzy tymi oraz sasiednimi resztami
nukleotydowymi. Efekt ten moze by¢ zalezny od sasiadujacych z UNA-A reszt guanozyn,
ktore tworzg stabilne pary z resztami cytydyn. W badaniach opublikowanych wcze$nie;j
wykazano, ze wprowadzenie modyfikacji UNA-A do centralnego niesparowania typu
A/A, powoduje destabilizacje dupleksu o 0,92 kcal/mol [107]. Jednak
W zaprezentowanym uktadzie niesparowanie to sasiaduje z jedng parg G-C oraz z jedna
parg U-A, tak wiec najblizsze sgsiedztwo rézni si¢ od analizowanego w niniejszej

rozprawie przypadku.
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Tabela 6. Parametry termodynamiczne tworzenia dupleksow typu SSO/RNA modyfikowanych resztami LNA?.

Sekwencja SSO (5'-3") Sekwencja Srednia dopasowania krzywych topnienia Tutvs log Cr
komplementarnego
frag”;gf‘_tgl{)RNA AW AS° AG'y TP AW AS* AG'y T AAG' AT
(kcal/mol) (eu) (kcal/mol) (C)  (kcal/mol) (eu) (keal/mol) (C)  (kecal/mol) 0
CGGAGUCA (SSO) UGACUCCG 73,5+1,8 197,13+45,5 12,36+0,11 63,7 68,5+1,2 182,3+3,5 12,01+0,08 64,0 0 0
CLGGAGUCA (SS01) UGACUCCG 78,9+2,1 210,7+6,1 13,57+0,20 67,4 73,5+1,5 194,5+4,3 13,12+0,12 67,6 -1,11 3,6
CGGA-GUCA (SS02) UGACUCCG 70,0+ 4,4 183,5+13,2 13,07+0,30 69,0 74,0+8,6 195,4+25,1 13,42+0,81 68,8 -1,41 4,8
CGGAGUCEA (SS03) UGACUCCG 76,9+1,0 204,5+2,8 13,53+0,14 68,0 69,7+4,2 182,7+12,7 13,00+0,32 68,7 -0,99 4,7
CGGAGUCAL (SS04) UGACUCCG 762+25  2029+7,6 13,30+0,18 67,2 75,74£5,1 201,3+15,1 13,25+0,38 67,2 -1,24 3,2
CGGAGUCA (SSO) GUACACCA 47,4431 134,9+10,1 5,53+0,10 30,6 49,8+4,7 143,1+16,5 5,46+0,22 30,5 0 0
CLGGAGUCA (SS01) GUACACCA 43,0+5,1 120,3+16,6 5,69+0,10 31,0 40,7+4,1 112,8+13,6 5,73+0,20 31,0 -0,27 0,5
CGGA-GUCA (SS02) GUACACCA 44,6+4,3 125,9+14,0 5,53+0,13 30,2 48,9+3,4 140,3+11,4 5,37+0,16 29,8 0,09 -0,7
CGGAGUCEA (SS03) GUACACCA 45,5+3,3 127,7+10,9 5,93+0,14 329 43,2+2,0 119,9+6,8 6,02+0,08 334 -0,56 2,9
CGGAGUCAL (SS04) GUACACCA 43,6+6,2 121,5420,5 5,87+0,24 32,4 38,1+4,3 103,4+14,4 6,03+0,27 33,0 -0,57 2,5

a— bufor: 50 mM NaCl, 20 mM sodium cacodylate, 0,5 mM Na,EDTA, pH 7,0, b - calculated for 10 M oligomer concentration; sE10: 5’UGACUCCG, sl19: 55GUACACCA
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Tabela 7. Parametry termodynamiczne tworzenia dupleksow typu SSO/RNA modyfikowanych resztami UNA?,

Sekwencja Srednia dopasowania krzywych topnienia Twm vs log Cr
komplementarnego

Sekwencja SSO (5'-3') fragm(gf‘_gf)RNA -AH° AS? AG's v -AH° -AS° AG'y T AAG's; AT\

(kcal/mol) (eu) (kcal/mol) 0 (kcal/mol) (eu) (kcal/mol) (9] (kcal/mol) C)

CGGAGUCA (SSO) UGACUCCG 73,5+1,8 197,145,5 12,36+0,11 63,7 68,5+1,2 182,3+3,5 12,01+0,08 64,0 0,00 0,00
CYGGAGUCA (SS05) UGACUCCG 70,3+3,0 190,0+8,8 11,3+0,29 59,7 61,6+2,4 163,8+7,3 10,78+0,15 60,0 1,23 -4,00
CGGAYGUCA (SS06) UGACUCCG 57,6+2,0 165,0+6,6 6,40+0,10 36,3 55,0+2,0 156,5+6,5 6,45+0,04 36,5 5,56 -27,50
CGGAGUCVYA (SS07) UGACUCCG 68,1+7,4 192,6+23,2 8,38+0,25 45,7 59,9+6,9 166,4+22,0 8,24+0,22 46,1 3,77 -17,90
CGGAGUCAV (SS08) UGACUCCG 71,8+4,9 1954+14,7  11,16+0,31 58,4 63,8+2,3 171,271 10,74+0,12 58,9 1,27 -5,10
CGGAGUCA (SS0O) GUACACCA 47,4431 134,9+10,1 5,53+0,10 30,6 49,8447 143,1+16,5 5,46+0,22 30,5 0,00 0,00
CYGGAGUCA (SS05) GUACACCA 43,8+2,5 123,6+8,4 5,42+0,07 29,3 45,3+1,5 128,7+5,2 5,37+0,07 29,2 0,09 -1,30
CGGAYGUCA (SS06) GUACACCA 46,5+10,6  132,5+36,0 5,36+0,67 29,4 45,0+5,8 127,5+19,5 5,46+0,35 29,8 0 -0,70
CGGAGUCVYA (SS07) GUACACCA 40,9+3,4 113,0£11,1 5,85+0,12 32,0 41,4432 114,4+10,7 5,86+0,16 32,0 -0,4 1,50
CGGAGUCAV (SS08) GUACACCA 47,2+11,1  134,8437,2 5,354+0,50 29,4 50,9+6,4  147,3+21,37  5,22+0,35 29,2 0,24 -1,30

a— bufor: 50 mM NaCl, 20 mM sodium cacodylate, 0,5 mM Na2EDTA, pH 7,0, b - calculated for 10 M oligomer concentration; sE10: ’UGACUCCG, sl9: 5’5GUACACCA
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5.2 Wplyw reszt LNA oraz UNA na dyskryminacje niesparowan

Dzigki przeprowadzonym badaniom termodynamicznym, udato si¢ znalez¢
pozycje wprowadzenia modyfikowanych nukleotydow, ktore w znaczacy sposob
przyczyniaja si¢ do zmian parametréw termodynamicznych dupleksow utworzonych
przez hybrydyzacje SSOs do podobnych sekwencji pre-mRNA genu PKM (ekson 10
I intron 9). Kolejnym krokiem byta analiza, w jaki sposob reszty LNA oraz UNA
wptywaja na dyskryminacj¢ niesparowan. W tym celu nalezalo uwzgledni¢ wartos$¢
energii swobodnej AG®37 otrzymang dla wszystkich duplekséw utworzonych przez

modyfikowane SSO ze skroconymi fragmentami intronu oraz eksonu (Tab. 8).

Tabela 8. Wartosci energii swobodnej, AG°37 [kcal/mol] dla modyfikowanych SSOs
w dupleksie z eksonem 10 lub z intronem 9. W ostatniej kolumnie przedstawiono
warto$ci AAG’37 [keal/mol] otrzymane po odjgciu AG®37 [kcal/mol] dupleksu z intronem
od AG®37 [kcal/mol] dupleksu z eksonem.

A G AAG°®3; AAAG®3;

Nazwa | - Sekwencja | [ealmol - fkealmoll 4y opeon | kcatimon
SE10 s19
SSO | CGGAGUCA 12,01 5,46 -6,55 0

SSO1 CLGGAGUCA 13,12 5,73 -7,39 0,84
$S02 | CGGA-GUCA 13,42 5,37 8,05 150
$S03 | CGGAGUCLA 13,00 6,02 -6,98 -0,43
SS04 | CGGAGUCAL 13,23 6,03 -7,20 -0,65
SS05 | CYGGAGUCA 10,78 5,37 -5,41 1,14
SS06 | CGGAYGUCA 6,45 5,46 -0,99 5,56
SSO7 | CGGAGUCUA 8.24 5,86 -2,38 417
SS08 | CGGAGUCAUY 10,74 5,22 5,52 1,03

Poprzez odjgcie wartosci energii swobodnej dupleksu z intronem od warto$ci
energii swobodnej dupleksu z eksonem mozemy uzyska¢ wartos¢ AAG®37 ktora pokazuje
z jaka preferencja oligonukleotyd hybrydyzuje do fragmentu eksonu 10 w stosunku

do fragmentu intronu 9. Roznica w energii swobodnej obu niemodyfikowanych
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duplekséw (AAG®37) wynosi —6,55 kcal/mol (Rys 31, Tab. 8). Zmniejszenie wartosci
ujemnych AAG°®37 (wartos¢ AAAG°37 wigksza od 0) poprzez wprowadzenie
modyfikowanych nukleotydow oznacza zmniejszenie dyskryminacji niesparowan.
Natomiast, zwigkszenie ujemnych wartosci AAG®37 (warto$¢ AAAG®37 wigksza od 0)
swiadczy o zwigkszeniu dyskryminacji niesparowan, a co za tym idzie zwigkszong

preferencje do oddziatywania z eksonem 10.
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Rysunek 31. Wplyw modyfikowanych reszt nukleotydowych LNA oraz UNA
na dyskryminacj¢ niesparowan wyrazony wartoscig: A. AAG"s7 [kcal/mol], uzyskang
poprzez odjecie wartosci AG°37 dupleksu z intronem od wartosci AG°37 dupleksu
z eksonem oraz B. AAAG’37 [kcal/mol], uzyskang poprzez odjecie wartosci AAG®37
[kcal/mol] niemodyfikowanego oligonukleotydu od wartosci AAG’37 [kcal/mol]
modyfikowanego oligonukleotydu.

Wykonane eksperymenty wykazaty, ze reszta LNA obecna w kazdej z mozliwych
pozycji przyczynia si¢ do zwigkszenia dyskryminacji niesparowan. Jak opisano wyzej,
LNA zwigksza stabilno$¢ termodynamiczng w pelni komplementarnego dupleksu
SSO-sE10 w wigkszym stopniu niz dupleksu SSO-sI9 zawierajacego niesparowania.
Skutkiem tego, r6znica pomiedzy warto$cig energii swobodnej dupleksu z udziatem
eksonu, a dupleksu z udziatem intronu wzrasta. Tym samym, preferencja oligonukleotydu
do hybrydyzacji z SE10 w stosunku do sl9 zostaje zwigkszona. W przypadku LNA
najbardziej wyrazny efekt mozna zaobserwowac dla duplekséw zawierajacych
modyfikowang reszte adenozyny w centralnej pozycji oligonukleotydu, dla ktorych

warto$¢ AAAG®37wynosi -1,5 kcal/mol (AAG®37 =—8,05 kcal/mol) w stosunku do rdéznicy
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pomiedzy niemodyfikowanymi dupleksami, co przeklada si¢ na ponad 11-krotne
zwigkszenie réznicy pomigdzy wartoSciami stalych rownowagi procesu hybrydyzacji
SSO-ekson vs. SSO-intron (Tab. 8). Kolejno, duzg zmiane efektu termodynamicznego
otrzymano dla dupleksow z resztg LNA-cytydyny w oligonukleotydzie SSO1
(AAAG®s7 = -0,84 kcal/mol; AAG®37 = —7,39 kcal/mol) (Tab. 8). Stabszy efekt
termodynamiczny zaobserwowano natomiast dla modyfikowanych, 3'-terminalnych reszt

nukleotydowych (Tab. 8).

Reszta UNA wykazuje odwrotny efekt do LNA. W wyniku wprowadzenia
modyfikacji UNA w kazdej z mozliwych pozycji, roznica pomigdzy AG®37 obu typow
duplekséw zmniejsza si¢ (Tab. 8). Oznacza to, ze pomimo peinej komplementarno$ci
SSO z eksonem 10, wprowadzenie w pozycje niesparowan reszty UNA zwigksza
prawdopodobienstwo oddziatywania oligonukleotydu z dwiema sekwencjami.
Ponownie, najwigkszy efekt zostal zaobserwowany dla reszty UNA-A w centralnej
pozycji oligonukleotydu. W tej pozycji rdznica energii swobodnej pomiedzy dupleksami,
AAAG®37 wynosi 0,99 kcal/mol, co oznacza, ze dyskryminacja niesparowan zostala silnie
zredukowana, prowadzac réwnoczesnie do ponad 8000-krotnego spadku rdznicy
pomigdzy wartosciami statych roéwnowagi procesu hybrydyzacji SSO-ekson vs.
SSO- intron (Tab. 8). Zgodnie z danymi literaturowymi, niesparowanie AY/A przyczynia
si¢ do najwickszego spadku dyskryminacji niesparowan sposrod wszystkich niesparowan
adenozyny [107]. Znaczaca redukcja roéznicy energii swobodnej zostata zaobserwowana
rowniez dla oligonukleotydu SSO7, dla ktorego wartos¢ AAG®37 wynosi jedynie -2,38
kcal/mol (Tab. 8). Najstabszy efekt zmniejszenia dyskryminacji niesparowan uzyskano
dlareszt UNA obecnych w terminalnych resztach nukleotydowych. Modyfikowana reszta
cytydyny na koncu 5" duplekséw obnizyla warto$¢ rdznicy energii swobodnej AAG®37
do -5,41 kcal/mol (AAAG®37 = —1,14 kcal/mol), a modyfikowana reszta adenozyny
na koncu 3’ zmniejsza dyskryminacj¢ niesparowan o -1,03 kcal/mol (AAG®37 = —5,52
kcal/mol) (Tab. 8) .

6. Wplyw modyfikowanych SSOs na regulacje alternatywnego
splicingu genu PKM

Wyniki  przedstawionych  wyzej  eksperymentow  termodynamicznych
udowodnity, ze wprowadzenie reszt UNA oraz LNA w pozycje niesparowan ma znaczacy

wplyw na parametry termodynamiczne tworzonych dupleksow. Sugerujac sig
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otrzymanymi danymi, mozna oczekiwa¢, ze wprowadzenie LNA do SSO, spowoduje
wigkszg preferencje oligonukleotydu do oddzialywania z eksonem 10. Natomiast,
efektem zastosowania UNA, jest wyrOwnanie energii swobodnej tworzonych dupleksow,
w  wyniku czego oligonukleotyd powinien hybrydyzowa¢ z podobnym
prawdopodobienstwem z dwoma sekwencjami. W kolejnym etapie badan
zsyntetyzowano zatem petnej dhugosci SSOs z resztami nukleotydowymi LNA lub UNA
w pozycjach niesparowan (Tab. 9). Dokonano transfekcji oligonukleotydéw o stezeniu
125 nM nowotworowej linii komoérkowej HeLa. Eksperyment zakonczono po 48
godzinach i zastosowano metod¢ qPCR w celu okres$lenia ilosci powstajacych izoform

PKM1 oraz PKM2.

Tabela 9. Lista oligonukleotydow SSO 2’-O-metoksyetylo-RNA (2'MOE-RNA)
zawierajgcych  internukleotydowe wigzanie tiofosforanowe, zaprojektowanych
do eksperymentow komorkowych.

Nazwa Sekwencja

SS09 CGGCGGA-GUUCCUCA

SSO10 CGGCGGAYGUUCCUCA

SSO11 CLGGCGGALGUUCCUCAL

SS012 CGGCGGAYGUUCCUCYA
Referencja (Ref.) | cGGCGGAGUUCCUCA

W pierwsze] kolejnosci zsyntetyzowano 1 transfekowano oligonukleotydy
z modyfikacja reszty adenozyny wylacznie w pozycji centralnej (SSO9 (LNA), SSO10
(UNA)), gdyz to w tej pozycji zaobserwowano najwigkszy wpltyw obu modyfikacji

na zmian¢ wielkosci dyskryminacji niesparowan.

Wprowadzenie tylko jednej reszty LNA-A znajdujacej si¢ w centralnej pozycji
wplywa na regulacj¢ alternatywnego splicingu genu PKM. Zaobserwowano zmiang
poziomu ekspresji izoformy PKM1, jak i PKM2 (Rys. 32). Sugeruje to, ze rdznica
W energii swobodnej obu dupleksow zmienita si¢ na tyle istotnie, by wplynaé
na preferencje odziatywan oligonukleotydu, co przektada si¢ na efektywnos¢ regulacji.
Rownie istotng zmiang w regulacji splicingu zaobserwowano dla UNA. Zastosowanie
jednego modyfikowanego nukleotydu zmniejszyto ilos¢ izoformy PKM1 dwukrotnie,

przy zachowaniu podobnego poziomu PKM2 (Rys. 32).
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Rysunek 32. Poziom ekspresji izoform PKM1 oraz PKM2 otrzymany w wyniku
transfekcji oligonukleotydow z modyfikowang reszta adenozyny w pozycji srodkowe;.
Istotnos¢ statystyczna zostata wyliczona w odniesieniu do oligonukleotydu
referencyjnego (Ref.). * odnosi si¢ do poziomu istotnosci statystycznej o wartosci
p<0,05; a *** do poziomu istotno$ci statystycznej o wartosci p<0,01.

W kolejnym etapie badan, zsyntetyzowano oligonukleotydy z wigksza iloscia
modyfikowanych reszt nukleotydowych. Wybrano takie pozycje wprowadzenia
modyfikacji, w ktorych otrzymano najwigkszy efekt termodynamiczny (Tab. 9).
W oligonukleotydzie SSO11 wprowadzono reszty LNA w pozycje 1, 7 oraz 15. Reszta
UNA znajdowala si¢ natomiast w dwoch pozycjach, 7 oraz 14. Jak zaprezentowano
W wyzej opisanych badaniach, obecno$¢ UNA w wiekszym stopniu zmienia energi¢
swobodng dupleksu, w zwigzku z tym wykorzystano mniejszg ilos¢ modyfikowanych

nukleotydéw, by oddziatywanie oligonukleotydu z RNA wciaz bylo mozliwe.

Zastosowanie wigkszej i1losci modyfikowanych nukleotydow przyczynito si¢ do
istotnej zmiany w regulacji alternatywnego splicingu przez SSOs (Rys. 33). Reszty LNA
obecne w trzech pozycjach ponad dwukrotnie zwigkszyly poziom izoformy PKMI1
(Rys. 33). Z drugiej strony, nie zaobserwowano réznicy pomiedzy efektywnoscig jednej
reszty UNA, a dwoma. Jak wykazaty badania zastosowanie jednej reszty LNA, zwigksza
stabilno$¢ termodynamiczng dupleksu z eksonem o ponad 1 kcal/mol. Natomiast,
w przypadku oddziatywania z intronem, maksymalny efekt termodynamiczny byt
0 okoto potowe mniejszy. Zatem, uzycie LNA w trzech pozycjach, wplywa na
preferencje oligonukleotydu do hybrydyzacji z eksonem 10, a nie intronem 9. Otrzymane
wyniki udowodniajg zatem, ze to fragment eksonu 10, jest glbwnym wzmacniaczem

splicingu tego eksonu, a zatem interakcja oligonukleotydu wtasnie z tg sekwencja
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umozliwia regulacje alternatywnego splicingu. Ten wniosek jest zgodny z interpretacja
grupy badawczej prof. Adriana Krainera, ktéra zasugerowata, ze gldowna sekwencja,
ktorej oddziatywanie z SSO zmienia wzorzec sktadania genu, jest sekwencja w eksonie
10 [62]. Jednocze$nie, autorzy proponuja, ze czesciowo efekt regulacyjny jest
spowodowany hybrydyzacja SSO w intronie 9. Przeprowadzone przeze mnie badania
pokazuja jednak, ze 1im bardziej zwigkszano preferencje oligonukleotydu
do oddzialywania z eksonem 10, tym wiekszy efekt regulacji jest obserwowany.
Wskazuje to raczej na to, ze hybrydyzacja z intronem 9 nie jest wymagana do regulacji

splicingu przez SSOs.
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Rysunek 33. Poziom ekspresji izoform PKM1 oraz PKM2 otrzymany w wyniku
transfekcji  oligonukleotydow ze zwigkszong iloScia modyfikowanych reszt
nukleotydowych. Istotno$§¢  statystyczna zostala wyliczona w  odniesieniu
do oligonukleotydu referencyjnego (Ref.). * odnosi si¢ do poziomu istotnosci

statystycznej o wartosci p<0,05; a *** do poziomu istotnosci statystycznej o wartosci
p<0,01.

Poprzez wprowadzenie UNA do SSO i destabilizacje¢ przede wszystkim dupleksu
z fragmentem eksonu 10, zwigkszono prawdopodobienstwo oddziatywania
oligonukleotydu w podobny sposéb z fragmentami intronu 9 i z eksonu 10. Wynika to
z faktu, Ze reszta UNA w znikomy sposob obniza stabilno$¢ termodynamiczng dupleksu
z fragmentem intronu, natomiast istotnie obniza stabilno$¢ termodynamiczng dupleksu
z fragmentem eksonu. W takiej sytuacji, zakladamy, Zze oba potencjalne miejsca
regulatorowe moga by¢ zakryte poprzez oddziatywanie z SSO. Jednak na podstawie

przeprowadzonych eksperymentéw komoérkowych, mozemy wywnioskowaé, ze
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hybrydyzacja oligonukleotydu do intronu jak i eksonu nie jest korzysta dla regulacji
alternatywnego splicingu genu PKM. Na skutek wprowadzenia do komorki
oligonukleotydow modyfikowanych UNA, dochodzi do obnizenia produkcji izoformy

PKM1, co oznacza, ze oligonukleotyd znaczgaco stracit potencjat regulacyjny.

Wyzej opisane wyniki wskazuja, ze zastosowanie reszt LNA oraz UNA moze
mie¢ istotne znaczenie w projektowaniu oligonukleotydéw zmieniajacych splicing.
Dziatanie tych oligonukleotydow opiera si¢ na blokowaniu sekwencji regulatorowych,
ktére majag wptyw na proces sktadania genu. Jak pokazuje przyktad genu PKM, tylko
W obrebie jednego genu moga znajdowac si¢ podobne sekwencje, ktore oddziatujg z tym
samym oligonukleotydem antysensowym. Ponadto, w calym, komdrkowym
transkryptomie réwniez istnieje ryzyko wystgpowania wielu sekwencji, ktére, pomimo
braku pelnej komplementarnosci, mogg tworzy¢ trwate dupleksy z oligonukleotydem.
Odziatlywanie oligonukleotydu z sekwencja inng niz docelowa, nazywamy efektem
off- target. W przypadku genu PKM, dwie podobne do siebie sekwencje obecne sg
w bliskiej do siebie odlegtosci, w zwigzku z tym obie mogg mie¢ wptyw na splicing
eksonu 10, poprzez interakcj¢ z tymi samymi biatkami regulatorowymi. Zatem niecelowe
blokowanie sekwencji w intronie 9 moglo przynies¢ pozytywny efekt regulacyjny,
wynikajacy z zablokowania obu sekwencji regulatorowych jednocze$nie, lub sekwencja
W intronie 9 moze nie petni¢ zadnej funkcji regulatorowej, a jej oddziatywanie z SSO,
powoduje zmniejszenie st¢zenia oligonukleotydu, ktory powinien blokowa¢ wylacznie
sekwencj¢ w eksonie 10. Ponadto, mozliwe jest rowniez, Ze sekwencja w intronie 9 petni
inng funkcje w alternatywnym splicingu i jej zablokowanie moze doprowadzié
do nieoczekiwanych zmian w procesie sktadania genu. Dodatkowo, oddziatywanie SSO
z sekwencjami obecnymi w innych genach, moze doprowadzi¢ do zmian w procesie

sktadania tych genow.

Dla uzytego w tych badaniach SSO, oprocz sekwencji w intronie 9, znaleziono
jeszcze 22 geny, z ktorymi oligonukleotyd moze hybrydyzowaé. Dla 19 z tych genow
zaobserwowano istotne zmiany we wzorcu ich sktadania [112]. Oznacza to, ze
wprowadzenie tego oligonukleotydu do komorki, moze niekorzystnie wptynaé na efekt
terapeutyczny, ze wzgledu na zmiany w produkcji izoform wielu genow. W zwigzku
Zz tym, istnieje potrzeba poszukiwania metod, ktore pozwolag na minimalizowanie
niespecyficznego oddziatywania oligonukleotydéw. Zgodnie z uzyskanymi wynikami,

modyfikacja LNA przyczynia si¢ do zwigkszenia dyskryminacji niesparowan, a zatem
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intensyfikuje oddziatywanie SSO z docelowym fragmentem RNA. Z drugiej strony,
modyfikacja UNA obniza dyskryminacje niesparowan, co wigze si¢ z mozliwo$cia
hybrydyzacji  oligonukleotydu z sekwencjami, ktére nie wykazujg pelnej
komplementarnosci. Otwiera to mozliwos¢ projektowania oligonukleotydow, ktore
jednocze$nie mogg oddziatywa¢ z dwoma celami terapeutycznymi, w ktérych wystepuja
sekwencje regulatorowe o wysokim stopniu podobienstwa. Umozliwia to syntezg jednej
sekwencji oligonukleotydu, ktoéra reguluje alternatywny splicing dwoch réznych genow
jednoczesnie. W niniejszej pracy udato si¢ udowodni¢ generalng zasadno$¢ zastosowania
modyfikacji LNA oraz UNA w $cisle sprecyzowanych pozycjach oligonukleotydow

zmieniajacych splicing.
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Celem prowadzonych badan byta optymalizacja sekwencji oraz struktury dwoch
réznych oligonukleotydowych narzedzi molekularnych wykorzystanych do regulacji
alternatywnego splicingu genu PKM. Na podstawie wykonanych badan mozna

wyciagna¢ wnioski, ktére opisano ponize;j.

W wyniku przeprowadzonych eksperymentéw dotyczacych czesci regulatorowe;j
BASOs wyloniono efektywnie dziatajace sekwencje regulatorowe, ktére nie byty
dotychczas uzyte w tym typie czasteczek. Wnioski ptynace z eksperymentoéw in vitro
przeprowadzonych z biatkiem hnRNP Al udowodniajg, ze biatko to ma zdolno$¢
do oddziatywania z jednoniciowymi oraz przyjmujacymi struktur¢ drugorzedowa

oligonukleotydami.

Ocena dziatania dwoch wybranych sekwencji regulatorowych pozwolita
stwierdzi¢, ze stata wigzania dla uktadu oligonukleotyd-biatko nie musi by¢ parametrem
determinujacym efektywnos¢ BASOs w komorkach, co zostato udowodnione poprzez

zastosowanie w BASO sekwencji A3 o stabszym oddzialywaniu z biatkiem hnRNP Al.

W kolejnym etapie badan dokonano optymalizacji liczby powtdrzen motywow
RNA wiagzacych bialko w czesci regulatorowej BASOs. W przypadku sekwencji D
(5" UAGGU 3'), najbardziej obiecujagcy wynik uzyskano dla czterokrotnego powtorzenia
tej sekwencji, co objawiato si¢ wzrostem poziomu izoformy PKMI1 oraz obnizeniem
poziomu PKM2. Natomiast, BASO zawierajacy sekwencje A (5" CAGGUAAGU 3'), byt
najbardziej skuteczny w regulacji splicingu przy zastosowaniu trzech powtorzen tej
sekwencji, co bylo maksymalng, przebadang iloscig powtdrzen w tych eksperymentach.
Porownanie obu sekwencji wskazuje na wyzsza efektywnos$¢ sekwencji D, ze wzgledu
na fakt, ze wplyw na splicing byl obserwowany przy mniejszej ilosci powtorzen
sekwencji regulatorowej. Dodatkowo, wykazano zasadno$¢ uzycia rozgatezionych
oligonukleotydow, w celu zwickszenia ilosci motywéw RNA wigzacych biatko,
co istotnie przeklada si¢ na efekt regulacyjny BASOs. W obu zaprojektowanych
czasteczkach bBASOs uzyskano okoto dwukrotne zwigkszenie poziomu izoformy PKM1
W pordwnaniu do liniowego BASOs w linii komorkowej HeLa. Jednak, poziom regulacji

splicingu byt znacznie lepszy w komorkach SKOV-3, gdzie dla BASO4-2XD4 uzyskano

96



PODSUMOWANIE

pieciokrotne zwigkszenie poziomu PKM1. Wigze si¢ to z nastgpnym wnioskiem, ktory
wskazuje, ze BASOs sg skuteczne w obu badanych liniach komérkowych, jednak poziom

regulacji splicingu w tych liniach jest rozny.

Udato si¢ réwniez udowodnié, ze BASOs wptywaja na niektore cechy fenotypowe
komorek nowotworowych. W badaniach oceniono zmiang¢ zdolnosci komorek SKOV-3
do migracji oraz inwazji. W rezultacie wywnioskowano, ze efekt zahamowania tych
proceséw jest spowodowany obecnoscig sekwencji regulatorowej 5 UAGGU 3’,
CO oznacza, ze oddziatywanie oligonukleotydu regulatorowego z biatkiem hnRNP A1l
obniza udziat tego biatka w stymulowaniu migracji oraz inwazji. Dodatkowo, efekt
inhibitorowy jest spowodowany réwniez czg¢sciowo obnizeniem ekspresji izoformy

PKM2.
Badania nad optymalizacja BASOs pozwolity na:

v’ Zastosowanie nowych sekwencji regulatorowych w BASOs.

v' Ustalenie iloSci powtérzen motywow RNA wigzacych biatko, ktore sg
niezbedne dla osiagniecia oczekiwanego efektu regulacji.

v' Wykazanie zasadno$ci uzycia rozgal¢zien oligonukleotydu, w celu
maksymalizacji efektu regulatorowego.

v' Wykazanie réznic w skutecznosci BASOs w roznych liniach
komoérkowych.

v Udowodnienie inhibitorowego wplywu BASOs na migracje i inwazje
komoérek SKOV-3 oraz zaproponowanie mozliwego mechanizmu tego

zjawiska.

Podczas optymalizacji oligonukleotydu antysensowego zmieniajacego splicing
(SSO) wykorzystano modyfikowane nukleotydy, ktore majag wptyw na dyskryminacje
niesparowan. W wyniku przeprowadzonych badan termodynamicznych udato si¢ ustalic,
ze reszta LNA zwigksza dyskryminacj¢ niesparowan w dupleksie, w wyniku czego
zwigksza si¢ prawdopodobienstwo oddziatywania oligonukleotydu z eksonem 10.
Przeciwny efekt wykazuje reszta UNA, ktéra znaczgco zmniejsza dyskryminacje
niesparowan, wyréwnujagc tym samym szanse na oddzialywanie oligonukleotydu

zaro6wno z eksonem 10, jak i intronem 9.

Zmiana preferencji SSO do hybrydyzacji z dwiema badanymi sekwencjami

znaczaco wplynela na jego efekt regulacyjny w linii komorkowej HelLa. Zwigkszenie
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oddziatywania z eksonem 10 poprzez zastosowanie reszt nukleotydowych LNA
wzmacnia regulacje alternatywnego splicingu, co objawia si¢ zwickszong produkcja
izoformy PKM 1. Natomiast, oddzialywanie oligonukleotydu zaréwno z eksonem 10, jak
i intronem 9 obniza dziatanie SSO, co zostalo wywnioskowane na podstawie

zmniejszonej ekspresji PKM1 w poréwnaniu z oligonukleotydem referencyjnym.
Badania nad optymalizacjg SSO pozwolity na:

v' Wykazanie zasadno$ci wykorzystania modyfikowanych nukleotydow
LNA w SSOs dla zwigkszenia dyskryminacji niesparowan.

v' Wykazanie zasadno$ci wykorzystania modyfikowanych nukleotydow
UNA w SSOs, w celu zmniejszenia dyskryminacji niesparowan, a zatem
zmiany preferencji oligonukleotydu do hybrydyzacji z jedna sekwencja
docelowa.

v' Wykazanie, ze to sekwencja w eksonie 10 warunkuje efektywno$¢ SSO.

Przeprowadzone badania dostarczyly nowych informacji na temat projektowania
oligonukleotydéw zmieniajacych splicing. Uzyskane wyniki moga by¢ pomocne
W tworzeniu nowych narzedzi terapeutycznych do leczenia chorob, ktorych przyczyna

sg zaburzenia alternatywnego splicingu.
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VIII.MATERIALY I METODY
1. Materialy

Kolumny illustra NAP-25 z zelem typu Sephadex G-25 — GE Healthcare
Kolumny Sep-Pak C18 - Waters Corporation

Amicon® Ultra-15 10kDA — Merck

Ptytki TLC z zelem krzemionkowym 60 Fs54 —Merck

1.1 Startery do reakcji gPCR

Nazwa Sekwencja (5'-3')
Aktyna-F GCCAGCAGCCTCTGATCTG
Aktyna-R CTGGTTCTTGCCAGCCTCTAG
PKM1-F GTTCCACCGCAAGCTGTTTGAAGA
PKM1-R TGCCAGACTCCGTCAGAACTATCA
PKM2-F ATTGCCCGTGAGGCAGAGG
PKM2-R TGCCAGACTTGGTGAGGACGATTA

1.2 Odczynniki

Kakodylan sodu, chlorek sodu, chlorek potasu, btekit bromofenolowy, cyjanol
ksylenowy, glicerol, nadsiarczan amonu (APS), N,N,N’,N'-tetrametyloetylenodiamina
(TEMED), fluorowodorek trietyloamoniowy (TEA-3HF), octan amonu, [-
merkaptoetanol, tiocyjanian amonu, tiocyjanian guanidyny, octan sodu, hematoksylina,

eozyna 'Y - Sigma-Aldrich
Pepton, wyciag drozdzowy, izopropylotiogalaktozyd (IPTG), PBS 10x stezony,
kanamycyna, chloramfenikol, mocznik, fenol, chloroform/alkohol izoamylowy (24:1

v/v), L-arginina, L-glutamina, sol disodowa kwasu etylenodiaminotetraoctowego
(Na2EDTA), tri(hydroksymetylo)aminometan (Tris), kwas borowy, mocznik— Bioshop

akrylamid, N,N’-metylenobisakrylamid (29:1; 37,5:1) — Bio-Rad

Amoniak (roztwor 30%), amoniak (roztwor 25%), 1-propanol, metanol, 96 % etanol, n-

butanol, acetonitryl, izopropanol, N'N’-dimetyloformamid (DMF) —Chempur
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Roti-Aqua Phenol — Roth

1.3 Gotowe zestawy do badan biochemicznych

LunaScript® - New England Biolabs
Luna® Universal gPCR Master Mix — New England Biolabs

1.4 Roztwory i bufory

e Odczynnik do ekstrakcji fenolowo-chloroformowej
Roti-Aqua Phenol
100 mM octan sodu, pH 5,0
-merkaptoetanol
3M octan sodu pH 5,0
Tiocyjanian guanidyny
Tiocyjanian amonowy
50% glicerol
0,5M Na,EDTA

20 % N-Lauroilosarkozyna, s6l sodowa

Roti-Aqua Phenol zalano réwnowazng objetoscig 100mM octanu sodu (pH 5,0).
Wiytrzasano przez noc, przy 100 rpm, w temperaturze 4°C, chronigc przed swiatlem.
Ogrzano odczynnik do temperatury pokojowej i usunigto wigkszo$¢ fazy wodnej. Dodano
50ul B-merkaptoetanolu. Nastepnie 38 ml przygotowanego fenolu zmieszano z 3,34 mli
3M octanu sodu (pH 5,0), po czym 11,82 g tiocyjanianu guanidyny oraz 7,61 g
tiocyjanianu amonowego rozpuszczono W okoto 20 ml wody. Oba roztwory potaczono

ze sobg. Dodano 10 ml 50% glicerolu. Uzupetniono woda do 100 ml.

e Bufor TBE uzywany do rozdzialu kwaséow nukleinowych metoda
elektroforetyczna w zelach poliakrylamidowych (10x st¢zony)
1M Tris

1 M kwas borowy
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10 mM NaEDTA; pH 8,3
Do rozdziatu elektroforetycznego w zelach poliakrylamidowych stosowano bufor

1X stezony.

e Bufor do elucji kwasow nukleinowych z zelu poliakrylamidowego

0,3 M octan sodu, pH 5,5

e Bufor do topnien UV dupleksow
50 mM NaCl
20 mM kakodylan sodu
0,5 mM Na:EDTA; pH 7,0

e Bufor do topnien UV oligonukleotydéw regulatorowych
100 mM KClI

20 mM kakodylan sodu

0,5 mM Na:EDTA; pH 7,0

e Bufor obciazajacy uzywany do rozdzialu kwasow nukleinowych metoda
elektroforetyczna w denaturujacych zelach poliakrylamidowych (2x st¢zony)
8 M mocznik
0,2% (w/v) biekit bromofenolowy
0,2% (w/v) cyjanol ksylenowy
0,2% (w/v) Orange G

e Bufory do oczyszczania bialka hnRNP A1l

Bufor Sklad pH
15 mM imidazol
Bufor do lizy 0,5 M NaCl 7,0

20 mM Na2HPOg4
40-50 mM imidazol
Bufor pluczacy 0,5 M NaCl 7,0
20 mM NaxHPO4
300 mM imidazol
Bufor elucyjny 0,5 M NaCl 7,0
20 mM Na2HPOg4
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e Bufor do dializy bialka hnRNP A1
150 mM KClI
1,5 mM MgCl,
0,2 MM Na:EDTA
50 mM L-Glutamina
50 mM L-Arginina
0,05% B-merkaptoetanol
20 mM NaxHPOg4, pH 7,0

e Bufor obciazajacy do rozdzialu mieszanin oligonukleotydéw RNA z
bialkiem hnRNP A1 w metodzie op6Znionej migracji w zelu
poliakrylamidowym (10x stezony)

10mM Tris

50 % (v/v) glicerol

0.001% (w/v) biekit bromofenolowy
0.001% (w/v) cyjanol ksylenowy

1.5 Pozywki

e Pozywka stala LB z kanamycyna

2,5 g pepton

1,25 g wyciag drozdzowy

1,25 g NaCl

3,75 g agar

Dopetniano woda do 250 ml i sterylizowano w autoklawie, po schtodzeniu do
temperatury 55°C do otrzymanego roztworu dodawano roztworu kanamycyny do
stezenia koncowego 50 pg/ml. Pozywke wylewano na ptytki Petriego pod komorg z

laminarnym przeptywem powietrza.
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e Pozywka plynna LB
10 g pepton
5 g wyciag drozdzowy
5 g NaCl

Dopetniano wodg do 1000 ml i sterylizowano w autoklawie.

e Pozywka plynna LB z kanamycyng
Do ptynnej pozywki LB dodawano roztworu kanamycyny do st¢zenia koncowego 50
pg/mil.

e HeLa pozywka hodowlana
Medium hodowlane RPMI 1640
10% FBS
Ix roztwor witamin
Ix roztwor antybiotykéw

Przed kazdorazowym uzyciem pozywka byta podgrzewana do temperatury 37°C

e HeLa pozywka hodowlana uzywana po odmrazaniu komorek
Medium hodowlane RPMI 1640
30% FBS
Ix roztwor witamin
1x roztwor antybiotykoéw

Przed kazdorazowym uzyciem pozywka byla podgrzewana do temperatury 37°C

e SKOV-3 pozywka hodowlana
Medium hodowlane RPMI 1640
10% FBS
1x roztwor antybiotykoéw

Przed kazdorazowym uzyciem pozywka byla podgrzewana do temperatury 37°C
e SKOV-3 pozywka hodowlana uzywana po odmrazaniu komorek
Medium hodowlane RPMI 1640

30% FBS
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1x roztwor antybiotykéw

Przed kazdorazowym uzyciem pozywka byta podgrzewana do temperatury 37°C

1.6 Zele poliakrylamidowe

e Zele poliakrylamidowe do rozdzialu kwaséw nukleinowych metoda
elektroforetyczng w warunkach denaturujacych
12% wi/v akrylamid:N,N’-metylenobisakrylamid (29:1)
1x bufor TBE
8 M mocznik
0,6% (w/v) APS
0,04% (v/v) TEMED

Zel wylewano miedzy szklane plyty i pozostawiano do polimeryzacji.

e Niedenaturujgce zele poliakrylamidowe do rozdzialu mieszanin
oligonukleotyd6w RNA z bialkiem hnRNP A1
4,5% v/v akrylamid:N,N’-metylenobisakrylamid (37,5:1)
1x bufor TBE
5% (w/v) glicerol
0,7% (w/v) APS
0,06% (v/v) TEMED

Zel wylewano miedzy szklane ptyty i pozostawiano do polimeryzacji.

1.7 Aparatura

automatyczny licznik komoérek TC20 Bio-Rad

spektrofotometr UV-Vis JASCO V-650 z termoprogramatorem

syntetyzer MerMade 12 BioAutomation Corporation

komputerowy skaner FLA-5100 FujiFilm

CFX Connect Real-Time System (Bio-Rad)

spektrofotometr NanoDrop™ One/One® Microvolume UV-Vis (Thermo Fisher

Scientific)
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2. Metody
2.1 Synteza i odblokowanie oligonukleotydow DNA (startery do reakcji gPCR)

Startery do reakcji QPCR zostaly zsyntetyzowane metodg amidofosforynowa na podtozu
stalym na syntetyzerze BioAutomation Coporation MerMade 12 z uzyciem komercyjnie
dostepnych amidofosforynéw nukleozydéow (Gene Pharma). W celu odblokowania
zasadolabilnych grup ochronnych zastosowano 16-godzinng inkubacj¢ w 55°C z 2 ml
30% roztworu amoniaku. Roztwér amoniaku z uwolnionym oligonukleotydem zebrano
znad podtoza. Podloze przeptukano dwukrotnie 0,5 ml wody, w celu odptukania
pozostatosci oligonukleotydu. Cato$¢ odparowano do sucha. Odblokowane kwasy
nukleinowe oczyszczano metodg rozdziatu elektroforetycznego w denaturujacym zelu
poliakrylamidowym. Rozdzielone kwasy nukleinowe lokalizowano dzigki zastosowaniu
swiatta UV o dhlugosci fali 260 nm; prazki reprezentujace pozadanej dlugosci
oligonukleotydy wycinano z zelu. Z wycigtych fragmentéw zelu eluowano

oligodeoksyrybonukleotydy, a nast¢pnie stracano.

2.2 Synteza i odblokowanie oligonukleotydéw RNA

Oligonukleotydy RNA zostaly zsyntetyzowane metoda amidofosforynowa na
podiozu statym na syntetyzerze BioAutomation Coporation MerMade 12 z uzyciem
komercyjnie dostepnych amidofosforynéw nukleozydéow (Gene Pharma). Tg sama
procedur¢  zastosowano rowniez do syntezy modyfikowanych chemicznie
oligonukleotydow zawierajacych reszty LNA (Gene Pharma), UNA (Ribotask)
oraz 2'- O-metoksyetylo-RNA (ChemGenes) z wyjatkiem etapu utlenienia wigzania
fosforynowego, w ktorym zastosowano 15 minutowa inkubacj¢ z 0,5M roztworem
disulfidu tetraetylotiuramu (TETD) w acetonitrylu zamiast klasycznego roztworu jodu,
prowadzac tym samym do otrzymania oligonukleotydéw zawierajagcych wigzania
tiofosforanowe. Po automatycznej syntezie, w celu odcigcia oligonukleotydu od podtoza
statego oraz odblokowania zasadolabilnych grup ochronnych zastosowano 16-godzinng
inkubacje w 55°C z 1,5 ml 30% roztworu amoniaku i 0,5 ml 96% etanolu (RNA) lub z
2 ml 30% roztworu amoniaku (oligonukleotydy 2'-O-metoksyetylo-RNA). Roztwor

amoniaku z uwolnionym oligonukleotydem zebrano znad podtoza. Podtoze przeptukano
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dwukrotnie 0,5 ml wody, w celu odptukania pozostato$ci oligonukleotydu. Catos¢
odparowano do sucha. Kolejnym etapem (wylacznie dla oligonukleotydoéw RNA) byto
usuniecie sililowych grup ochronnych znajdujacych si¢ w pozycji 2'OH przy uzyciu
30 ul N'N’-dimetyloformamidu i 270 ul fluorowodorku trietyloamoniowego.
W  przypadku oligonukleotydow dtuzszych niz 12 reszt nukleotydowych, objetosc
uzytych odczynnikéw zwigkszono dwukrotnie. Oligonukleotydy krotsze niz 12 reszt
nukleotydowych inkubowano przez 2 godziny w 55°C, a dluzsze niz 12 reszt
nukleotydowych inkubowano przez 3 godziny w tej samej temperaturze. Nastepnie
dodano 4 ml n-butanolu i stracano w temperaturze -20°C przez 1 godzing. Kolejno,
wirowano przez 10 minut, 5000 rpm, w 4°C w celu odwirowania strgconego
oligonukleotydu. Supernatant odlano, a osad wysuszono pod préznig. Oligonukleotydy
nastepnie odsolono przy uzyciu kolumn zawierajacych Sephadex G-25 (oligonukleotydy
dhuzsze niz 10 reszt nukleotydowych) lub kolumn Sep-Pak (Waters Corporation)

(oligonukleotydy krotsze niz 10 reszt nukleotydowych).

2.3 Odsalanie oligonukleotydéw na kolumnach zawierajacych Sephadex
G-25

Kolumny illustra NAP-25 kazdorazowo przed uzyciem regenerowano
przepuszczajac przez kolumny 30 ml wody. Osad oligonukleotydu rozpuszczono w 0,5
ml wody i natozono na kolumng, po czym zebrano pierwsza frakcje. Nastgpnie
na kolumne¢ dodano 1 ml wody i zebrano do tej samej proboéwki. Kolejno naktadano
na kolumne 7 porcji wody po 1,5 ml i frakcje zbierano do 7 kolejnych probowek.
Obecnos¢ oligonukleotydow we frakcjach potwierdzono poprzez natozenie 2 pl roztworu
na plytke TLC i detekcje w §wietle UV o dtugosci fali 260 nm. W wigkszosci przypadkow
oligonukleotyd byt obecny we frakcjach 3 i 4. Frakcje z roztworem oligonukleotydu

odparowano.

2.4 Odsalanie oligonukleotydow na kolumnach Sep-Pak

Kolumny Sep-Pak kazdorazowo przed wuzyciem regenerowano poprzez
przepuszczenie przez kolumng kolejno 10 ml metanolu, 10 ml acetonitrylu i 10 ml 10 mM
octanu amonu. Osad oligonukleotydu rozpuszczono w 10 ml 10 mM octanu amonu

I nalozono na zregenerowang kolumng. Frakcje zebrano, a kolumng przeptukano 10 ml
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10 mM octanu amonu. Oligonukleotyd wymyto z kolumny za pomoca 5 ml roztworu
acetonitryl:woda w stosunku objetosciowym 3:7. Obecnos¢ oligonukleotydow w
poszczego6lnych frakcjach sprawdzono poprzez natozenie 2 ul roztworu na ptytke TLC
i detekcje w $wietle UV o dlugosci fali 260 nm. Frakcje zawierajaca oligonukleotyd

odparowano.

2.5 Oczyszczanie oligonukleotydéw w zelu poliakrylamidowym

Oligonukleotydy dluzsze niz 12 reszt nukleotydowych oczyszczano przez
elektroforeze w 12% zelu poliakrylamidowym w warunkach denaturujacych.
Zastosowano zel o usieciowaniu 29:1 w/w (bisakrylamid:akrylamid) z dodatkiem 7 M
mocznika. Do polimeryazacji zelu uzyto 900 pl 10 % nadsiarczanu amonu oraz 60 pl
N,N,N’,N’-tetrametyloetylenodiaminy na 150 ml roztworu bisakrylamidu:akrylamidu.
Elektroforezg przeprowadzano w buforze 1XTBE. Przed nalozeniem oligonukleotydow
na zel przeprowadzano preelektroforeze trwajacg 30 minut przy mocy 25 W. Osad
oligonukleotydu rozpuszczono w buforze obcigzajacym zawierajacym 4 M roztwor
mocznika oraz odpowiednie barwniki. Roztwor oligonukleotydu denaturowano przez 5
minut w 90°C. Nastepnie roztwor ochtodzono i nalozono na przygotowany zel
poliakrylamidowy. Elektroforeze przeprowadzano przez okoto 2-3 godziny, az
do momentu migracji pomaranczowego barwnika (Orange G) do konca zelu. Lokalizacjg¢
oczyszczanego oligonukleotydu ustalano za pomoca $wiatta UV o dlugosci 260 nm.
Fragment zelu zawierajacy oligonukleotyd wycigto, przeniesion do 13 ml probowki

i poddano eluciji.

2.6 Elucja i stracanie oligonukleotydu po oczyszczaniu w zelu
poliakrylamidowym

Fragment zelu zawierajacy oligonukleotyd zalano 0,3 M roztworem octanu sodu.
Zawarto$¢ probowki wytrzgsano przez 2 godziny, 750 rpm, 4°C. Nastepnie, roztwor znad
zelu zebrano do nowej probowki, do ktorej dodano 96% etanol w ilosci odpowiadajace;j
2,5 krotnosci objetosci odsaczonego roztworu. Fragment zelu ponownie zalano 0,3 M
octanem sodu. Calg procedurg powtorzono dwukrotnie, w wyniku czego otrzymano trzy
frakcje wyeluowanego oligonukleotydu. Wszystkie frakcje zawierajace oligonukleotyd
z etanolem przeniesiono do -20°C na co najmniej 16 godzin. Mieszaning wirowano przy

6000 rpmw temperaturze 4°C przez 30 minut. Supernatant dekantowano, a osad suszono
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pod prdéznig. Stezenie oligonukleotydéw uzywanych w badaniach termodynamicznych
okreslano na podstawie pomiaru absorbancji §wiatta UV o dlugosci fali 260 nm, w
temperaturze 80°C oraz korzystajac z obliczonego w kalkulatorze OligoAnalyzer™
(Integrated DNA Technologies) wspotczynnika ekstynkcji. St¢zenie pozostatych
oligonukleotydow oceniono na podstawie pomiaru absorbancji $wiatlta UV o dlugosci fali

260 nm uzywajac spektrofotometru NanoDrop™ One/One® Microvolume UV-Vis.

2.7 Oczyszczanie oligonukleotydéow metoda chromatografii
cienkowarstwowej (TLC)

Oligonukleotydy o dlugosci ponizej 12 reszt nukleotydowych rozdzielono na
plytkach TLC zawierajacych zel krzemionkowy 60 Fzs4 z zastosowaniem fazy
rozwijajacej n-propanol:25% amoniak:woda w stosunku 55/35/10 (v/v/v). Fragment zelu
krzemionkowego zawierajacy oligonukleotyd zdrapywano z ptytki i przenoszono do 13
ml probéwki. Zel krzemionkowy trzykrotnie przeptukiwano 2 ml wody, za kazdym razem
wytrzasajac zawartos¢ probowki przez kilka minut. Zebrane frakcje potaczono razem
i odparowano do sucha. Osad rozpuszczono w 500 pl wody. W celu oddzielenia
pozostatosci zelu krzemionkowego, roztwor odwirowano przez 10 minut, 1400 rpm, RT.
Supernatant przeniesiono do nowej probowki. Stezenie oligonukleotydow oceniono

na podstawie pomiaru absorbancji $wiatta UV o dlugosci fali 260 nm.

2.8 Transformacja komérek kompetentnych BL21(DE3) codon-plus (RIL)

Plazmid pet24b z umieszczonym fragmentem genu biatka hnRNPA1 otrzymano
dzigki uprzejmosci profesora Frederica Allein’a (Instytut Biochemii, ETH Zurych,
Szwajcaria). Komorki BL21(DE3) codon-plus (RIL) transformowano plazmidem
zawierajacym sekwencj¢ kodujaca biatko hnRNP Al. Komérki rozmrozono na lodzie
I dodano 1 pl plazmidu o stezeniu 50 ng/ul. Komorki inkubowano na lodzie przez 30
minut. Nastepnie, przeniesiono je na 20 sekund do temperatury 42°C i z powrotem
przetozono na lod na 2 minuty. Pozywke SOC podgrzano do temperatury 42°C i 0,9 ml
dodano do komérek. Zawiesing komorek wytrzasano (240 rpm) przez 1 godzing w 37°C.
Nastegpnie 200 pl zawiesiny wysiano na ptytki z kanamycyna (50 pg/ml) i pozostawiono
w temperaturze 37°C na 24 godziny.
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2.9 Nadekspresja bialka hnRNP A1 w systemie ekspresyjnym E. Coli BL21
(DE3) codon plus

Do 5 ml pozywki LB dodano 2,5 ul kanamycyny (0,1g/ml) oraz 2,5 ul
chloramfenikolu (0,1g/ml etanolu), a nastepnie zaszczepiono kolonig komoérek BL21
(DEJ) codon plus zawierajacg plazmid z genem dla biatka hnRNP Al. Pozostawiono do
catonocnej inkubacji w 37°C ze stalym mieszaniem (225 rpm). Kolejno, 5 ml
rozhodowanej zawiesiny przeniesiono do 0,5 | pozywki LB z dodatkiem 250 pl
kanamycyny (0,1g/ml). Hodowle inkubowano przez 4 godziny w 37°C stale
mieszajgc(225 rpm). Do indukcji ekspresji biatka uzyto 0,5 ml IPTG (0,5 M). Indukcje
przeprowadzano przez 18 godzin w 30°C, stale mieszajac (225 rpm). Hodowle
zwirowano (7830 rpm, 4°C, 10 minut dla 50 ml hodowli) i rozpoczeto oczyszczanie
biatka.

2.10 Oczyszczanie biatlka hnRNPA1 na zlozu niklowym

Do fragmentu genu hnRNPA1 zostata dotgczona etykieta 6xHis umozliwiajgca
oczyszczenie biatka na ztozu niklowym. Osad bakteryjny rozpuszczono w 35 ml buforu
do lizy. Dodano liofilizowanego lizozymu (koncowe stezenie 0,5 mg/ml), 200 ul DNAzy
(2000 U) i mieszano na kotysce laboratoryjnej przez 45 minut w temperaturze
pokojowej. Nastepnie zawiesing poddano sonifikacji w warunkach: 2 sekundy
sonifikacji, 9,9 sekundy przerwy przy amplitudzie 75% 1 tacznym czasie sonifikacji
4 minut. Uzyskang zawiesing odwirowano przez 1 godzing, 7830 rpm w temperaturze
4°C. Supernatant przelano do nowej probowki, dodano 15 ul RNazy A (10mg/ml), 100
pl DNazy | (1000U) i mieszano przez 1 godzing na lodzie. Przygotowano ztoze niklowe
poprzez dwukrotne przeptukanie buforem do lizy w objetos$ci odpowiadajgcej dwukrotnej
objetosci zloza. Ekstrakt z komorek bakteryjnych potaczono ze zlozem i1 inkubowano
przez 30 minut na lodzie ciagle mieszajac. Zawiesing zloza z ekstraktem bakteryjnym
natozono na kolumne 1 podiaczono do pompy perystaltycznej. Zebrano frakcje bialtek
niezwigzanych do ztoza. Zloze przeptukano pigciokrotnie 10 ml buforem pluczacym.
Biatko eluowano dwukrotnie 8 ml buforu elucyjnego. Okre$lono stezenie biatka
za pomoca spektrofotometru przy dtugosci fali 280 nm, uwzgledniajac wspotczynnik
ekstynkcji wyznaczony za pomocg narzedzia ProtParam (Expasy) oraz mas¢ molekularng
biatka.
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2.11 Dializa i zageszczanie rekombinowanego biatlka hnRNP A1

Frakcje elucyjne zawierajgce biatko przeniesiono do woreczka dializacyjnego
I umieszczono w zlewce zawierajacej bufor do dializy. Dializ¢ przeprowadzano
w objetosci 1 | w temperaturze 4°C, delikatnie mieszajac. Bufor do dializy usuni¢to po
okoto 16 godzinach i dodano 0,5 I $wiezego buforu. Bufor wymieniono po kolejnych
3 godzinach, dodano nowa porcje buforu, a po kolejnych 3 godzinach przystgpiono do
zaggszczania biatka. Biatko zaggszczano za pomocg probowek Amicon Ultra-15, ktore

zawieraly membrang o warto$ci odciecia masy czasteczkowej 10kDa.

2.12 Test przesiewowy oligonukleotydéw wigzacych bialko hnRNP A1

Oligonukleotydy, ktore oddziatywaty z rekombinowanym biatkiem hnRNP Al
wybrano na podstawie metody opo6znionej migracji w zelu poliakrylamidowym
(ang. electrophoretic mobility shift assay, EMSA). Kazdy, znakowany fluorescencyjnie,
oligonukleotyd w roztworze o stezeniu 0,5 pM zostal poddany inkubacji z roztworem
biatka hnRNP A1 o stezeniu 60 uM. Mieszaning biatka i oligonukleotydu o objetosci 10
ul przygotowano w buforze do dializy. Mieszaning reakcyjng inkubowano w 4°C przez
30 minut. Rozdziat elektroforetyczny prowadzono w  natywnym zelu
poliakrylamidowym (akrylamid:bisakrylamid 37,5:1 w/w) przez 2 godziny, przy
napigciu pradu 300 Vi w temperaturze 4°C. Do wizualizacji rozdziatu uzyto skaner Fuji
FLA 5100.

2.13 Wyznaczenie wartos$ci Kd dla oddzialywania oligonukleotydow z
rekombinowanym bialkiem hnRNP A1

Przygotowano 14 roztwordw biatka o podanych stezeniach: 0,50; 0,75; 1,00; 1,25;
1,50; 2,00; 3,00; 5,00; 10,00; 15,00; 20,00; 30,00; 40,00; 60,00 uM w buforze do dializy.
Znakowane fluoresceing oligonukleotydy zostaly uzyte w roztworach o statym stgzeniu
0,50 uM. Gotowe mieszaniny reakcyjne o objetosci 10 ul inkubowano przez 30 minut
w 4°C. Nastepnie, probki wirowano przez 10 minut, 14 000 rpm, 4°C i odpipetowano
5 w roztworow do nowych proboéwek. Dodano 0,5 pl 10x stezonego buforu
obcigzajgcego do EMSY. Rozdziat komplekséw biatka z oligonukleotydem wykonano
w 4,5% zelu poliakrylamidowym (bisakrylamid:akrylamid 37,5:1 w/w). Elektroforezg
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przeprowadzano przez 2 godziny, przy napi¢ciu 300 V w buforze 1XTBE, w temperaturze
4°C. Przed natozeniem probek na zel przeprowadzono 30 minutowa preelektroforezg.
Obraz rozdziatu elektroforetycznego otrzymano za pomoca skanera Fuji FLA-5100.
Intensywnos¢  prazkow  odpowiadajagcych  kompleksowi 1 wolnemu
oligonukleotydowi oceniono za pomoca oprogramowaniu MultiGauge. Na podstawie tej
intensywnosci wyznaczono jaki jest stosunek procentowy kompleksu i wolnego
oligonukleotydu w kazdej $ciezce odpowiadajgcej roztworowi biatka 0 danym stezeniu.
Stata wigzania wyznaczono przy uzyciu programu GraphPad Prism 8.0 uwzgledniajac
ilos¢ kompleksu powstajacego w Kolejnych roztworach biatka. Zastosowano model

nieliniowej regresji, uwzgledniajacy wspotczynnik Hilla.

2.14 Topnienia oligonukleotydéw regulatorowych w swietle UV

Pomiary termodynamiczne prowadzono na spektrofotometrze JASCO V-650
z termoprogramatorem. Pomiary wykonano przy dlugosci fali 260nm, w celu detekcji
dwuniciowych struktur drugorzedowych oraz 295 nm, co umozliwia wykrycie
oddziatywan = Hoogsteen’a  wystgpujacych ~w  strukturze  G-kwadrupleksu.
Oligonukleotydy rozcienczono w buforze do topnien zawierajacym 100 mM KCI do
uzyskania stezen roztworow W zakresie 104-10° M w objetosci 30 ul. Do eksperymentow
uzyto kwarcowe mikrokuwety o drodze optycznej 1 mm. Topnienia wykonano w zakresie
temperatur 85°C-4°C, obnizajac temperaturg o 0,5°C co minutg. Uzyskane krzywe

topnienia analizowano w programie MeltWin 3.5.

2.15 Badania termodynamiczne duplekséw SSO

Pomiary termodynamiczne prowadzono na spektrofotometrze JASCO V-650
z termoprogramatorem. Przygotowano dziewig¢¢ roztwordw oligonukleotydow SSO
z RNAw stosunku molowym 1:1, zakresie stezen 10 -10"° M. Roztwory przygotowano
w buforze do topnien zawierajgcym 50 mM NaCl. Zastosowano kwarcowe mikrokuwety
o0 drodze optycznej 1 mm (30 pl), 5 mm (150 pl), 10 mm (300 pl). Topnienia wykonano
przy dlugosci fali 260 nm w zakresie temperatur 90°C-4°C, obnizajac temperaturg
w tempie 1°C/min, a warto$¢ absorbancji probek mierzona byta co 0,5 minuty. Uzyskane

krzywe topnienia analizowano w programie MeltWin 3.5.
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2.16 Hodowla i pasaz komérek HeL.a

Komoérki HeLa hodowano w inkubatorze w 37°C, w atmosferze 5% CO; i
wilgotnosci powietrza okoto 90%. Stosowano pozywke hodowlang RPMI 1640
uzupetniong 10% FBS, antybiotykami oraz witaminami. Przy osiagni¢ciu przez komorki
konfluencji wynoszacej okoto 90% powierzchni butelki hodowlanej, przeprowadzano
pasaz hodowli w rozcienczeniu od 1:5 do 1:12. Podtoze hodowlane usuni¢to, komorki
przeptukano 10 ml buforu PBS, odlano i dodano 1 ml trypsyny (1x). Inkubowano przez
3 minuty w 37°C. Nastepnie, butelke delikatnie wstrzas$nigto, w celu oderwania komorek
od dna naczynia. Dodano odpowiednig objeto$¢ medium hodowlanego, kilkukrotnie
przepipetowano zawarto$¢ butelki i przeniesiono do probowki. Ponownie
przepipetowano zawiesing i przeniesiono 1 ml do nowej butelki hodowlanej, a nastepnie

dodano 9 ml $wiezego medium hodowlanego.

2.17 Transfekcja linii komorkowej HeLa

Komorki HeLa zawieszono w pozywce RPMI 1640 i wysiano na ptytke 24-
dotkowa w ilosci 100 000 komorek na jeden dotek. Po 24 godzinach pozywke usunigto,
komorki przeptukano buforem PBS i dodano 450 pl pozywki RPMI 1640 bez
antybiotykow.

Przygotowano  odpowiednio  zaggszczone roztwory  oligonukleotyddéw
umozliwiajgce uzyskanie pozadanego stezenia w objetosci 500 ul w dotku ptytki 24-
dotkowej. Do transfekcji uzyto produktu Lipofektamina 3000, w ktorej sktad wchodzi
lipofektamina oraz dodatkowo odczynnik P3000. Nastgpnie 1 pl lipofektaminy 3000
potaczono z 25 pl OPTI-MEM, a 1 pl odczynnika P3000 potaczono z 25 pl OPTI-MEM.
Roztwér z lipofektaming dodano do przygotowanego roztworu oligonukleotydu,
a nastepnie dodano roztwor z odczynnikiem P3000. Catos¢ inkubowano przez 15 min w
temperaturze pokojowej. Nastepnie 50 pl mieszaniny dodano do 450 pl medium
hodowlanego w dotku ptytki. Pozostawiono w inkubatorze w warunkach 37°C, 5% CO,

oraz 90% wilgotnosci na 48 godzin.
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2.18 Hodowla i pasaz komérek SKOV-3

Komoérki SKOV-3 hodowano w inkubatorze zapewniajgcym temperature 37°C,
5% COz2 i wilgotnos¢ powietrza okoto 90%. Stosowano podtoze hodowlane RPMI 1640
uzupehione 10% FBS oraz antybiotykami. Przy osiggnigciu przez komorki konfluencji
rownej okoto 90% w butelce T-75, poddawano je pasazowi w rozcienczeniu od 1:2 do
1:8. Pozywke znad komorek usuwano, komorki przeptukiwano buforem PBS i dodawano
1 ml 1x stgzonej trypsyny. Inkubowano przez 3 do 5 minut w temperaturze 37°C, 5%
COz, przy wilgotnosci 90%. Butelke wstrzas$nigto, a nastgpnie dodano odpowiednig ilo$¢
medium hodowlanego. Do nowej butelki przeniesiono 1 ml zawiesiny komorek i dodano

9 ml $wiezego medium.

2.19 Transfekcja linii komorkowej SKOV-3

Komoérki SKOV-3 zawieszono w pozywce RPMI 1640 i wysiano na ptytke 6-
dotkowa w ilosci 200 000 komorek na jeden dotek. Po 24 godzinach pozywke usunigto,
komorki przeptukano buforem PBS i dodano 2250 ul pozywki RPMI 1640 bez
antybiotykow. Do transfekcji uzyto produktu Lipofektamina 3000, w ktorej sktad
wchodzi lipofektamina oraz dodatkowo odczynnik P3000. Nastepnie 5 pl lipofektaminy
3000 potaczono z 125 ul OPTI-MEM, a5 ul odezynnika P3000 potaczono z 125 pl OPTI-
MEM. Roztwor z lipofektaming dodano do przygotowanego roztworu oligonukleotydu,
a nastepnie dodano roztwoér z odczynnikiem P3000. Catos¢ inkubowano przez 15 minut
w temperaturze pokojowej. Nastgpnie 250 ul mieszaniny dodano do 2250 pl pozywki
w dotku ptytki. Pozostawiono w inkubatorze w warunkach 37°C, 5% CO2, oraz 90%

wilgotnosci na 48 godzin.

2.20 Izolacja RNA z linii komérkowych HeLa oraz SKOV-3

Po 48 godzinach inkubacji usunig¢to pozywke, komorki przeptukano buforem PBS
I zalano odczynnikiem do ekstrakcji fenolowo-chloroformowej w ilosci 500 pl na dotek
dla ptytki 24-dotkowej 1 1000 pl na dotek dla ptytki 6-dotkowej. Komorki zeskrobano
z powierzchni ptytki i przeniesiono do probowki. Dodano 100 ul (200 ul dla ptytki
6- dotkowej) chloroformu, wymieszano i pozostawiono do inkubacji w temperaturze

pokojowej przez 15 minut. Zawiesing zwirowano (14000 rpm, 10 minut, 4°C). Gérna
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faze¢ wodng przeniesiono do nowej probéwki i dodano 250 ul izopropanolu (500 ul dla
plytki 6-dotkowej). Pozostawiono w temperaturze pokojowej na 10 minut i zwirowano
(14000 rpm, 10 minut, 4°C). Supernatant usuni¢to, a otrzymany osad RNA przeptukano
200 pl 75% etanolu, zwirowano (14000 rpm, 10 minut, 4°C), a supernatant usuni¢to.
Procedure ptukania etanolem powtorzono jeszcze raz. Pozostatosci etanolu odparowano
poprzez  pozostawienie otwartej probowki w temperaturze 37°C. Osad RNA
rozpuszczono w 50 pl wody. Dokonano pomiaru stezenia kwaséw nukleinowych za
pomocg spektrofotometru. Dodatkowo oceniono wartos¢ stosunku 260/280, ktory

$wiadczy o zawarto$ci zanieczyszczen biatkowych.

2.21 Usuniecie zanieczyszczen DNA i odwrotna transkrypcja

500 ng RNA poddano dziataniu DNazy |, w celu usuniecia zanieczyszczen
kwasem 2'-deoksyrybonukleinowym. Reakcje przeprowadzano w objetosci 10 pl,
w obecnosci 1 ul DNazy | (5U/ ul) oraz 1 ul 10x buforu dla DNAzy I. Reakcj¢ degradacji
DNA prowadzono w temperaturze 37°C przez 30 minut. Naste¢pnie, dodano 2 pl 25 mM
Na,EDTA i inkubowano w 65°C przez 10 minut. W celu uzyskania cDNA
przeprowadzono reakcje odwrotnej transkrypcji w objetosci 10 pl . Do reakcji uzyto 2 ul
zestawu LunaScript® RT SuperMix oraz 4 ul roztworu RNA po usunigciu
zanieczyszczen DNA. Odwrotng transkrypcje przeprowadzono zgodnie z ponizszym

protokotem:

1. Przylaczanie starterow: 25°C, 2 minuty
2. Synteza cDNA: 55°C, 10 minut

3. Inaktywacja termiczna enzymu: 95°C, 1 minuta

2.22 Ocena poziomu ekspresji mMRNA izoform PKM1 i PKM2 za pomoca
iloSciowej reakcji tancuchowej polimerazy (qPCR)

Reakcje qPCR przeprowadzono w objetosci 10 pl, w obecnosci starterow
dla wariantow MRNA PKM1 (PKM1-F, PKM1-R), PKM2 (PKM2-F, PKM2-R) oraz
B- aktyny (Aktyna- F, Aktyna-R) jako genu referencyjnego. Uzyto 5 ul gotowej
mieszaniny reakcyjnej LUNA® Universal gPCR Master Mix NEB, 0,5 ul starterow
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0 stezeniu 5 pmol/ pl oraz 1 pl cDNA. Reakcj¢ qPCR przeprowadzono przy uzyciu CFX
Connect Real-Time System (Bio-Rad) zgodnie z ponizszym protokotem:

Wstepna denaturacja: 95°C, 1 minuta
Denaturacja: 95°C, 15 sekund
Przylaczanie starterow i amplifikacja: 60°C, 30 sekund.

M w0np e

Etapy 2 1 3 powtérzono 34 razy.

Wyniki zostaty przeanalizowane w programie CFX Maestro (Bio-Rad). Poziom
ekspresji wariantow MRNA PKM1 oraz PKM2 zostat znormalizowany wzgledem genu

referencyjnego B-aktyny.

2.23 Przygotowanie wkladek z membrang do testu oceny inwazji komérek
SKOV-3

Wkiadki do testu inwazji przechowywano w temperaturze -20°C. Przed
rozpoczgciem eksperymentu, wkladki ogrzano do temperatury pokojowej. Studzienki
ptytki 24-dotkowej wypeliono 700 pl pozywki RPMI 1640 (bez serum). Wktadki
umieszczono sterylnie w studzienkach ptytki 24-dotkowej. Do kazdej wktadki dodano
200 ul RPMI 1640 (bez serum). Pozostawiono na 2 godziny w inkubatorze
zapewniajagcym warunki 37°C, 5% COz oraz wilgotno$¢ 90%. Po tym czasie pozywke

usunigto 1 przystapiono do procedury opisanej nizej.

2.24 Ocena zdolnosci komorek SKOV-3 do migracji oraz inwazji.

Komoérki SKOV-3 poddano transfekcji zgodnie z opisem (2.19) w czasie 24
godzin. Po tym czasie podioze hodowlane z dotkdw usunigto, przeptukano buforem PBS
I dodano 0,5 ml trypsyny (1x stezonej). Wstawiono na 3 minuty do inkubatora
zapewniajacego warunki 37°C, 5% CO2 i wilgotnos¢ 90%. Do kazdego dotka dodano
1 ml medium i cato$¢ przeniesiono do odpowiednio opisanych probdéwek. Zawiesing
komorek zwirowano (1000 rpm, temperatura pokojowa, 3 minuty), pozywke usunigto,
a komorki zawieszono w 0,5 ml medium z 0,5% serum. Ilo§¢ komoérek w zawiesinie
policzono i przygotowano zawiesing komoérek o stgzeniu 75 000 komorek/ml w medium

z 0,5% serum. Do studzienek w ptytce dodano 700 pl medium z 10% serum.
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Do przygotowanych wkladek do testu inwazji natozono 200 pl zawiesiny komorek
I pozostawiono na okoto 17 godzin w warunkach 37°C, 5% CO2 i wilgotnosci 90%.

Wktadki do testu migracji sterylnie wyj¢to z opakowania i umieszczono w studzienkach.
Do kazdej studzienki natozono 200 pl zawiesiny komorek i pozostawiono na okoto 17

godzin w warunkach 37°C, 5% COz i wilgotnos$ci 90%.

2.25 Utrwalenie i wybarwienie komorek migrujacych i inwazyjnych

Usunigto podtoze hodowlane z wktadek oraz studzienek w ptytce. Wkiadki
oraz studzienki przeptukano buforem PBS. Patyczkiem z koncowka zakonczong
wacikiem usunig¢to komoérki z wewngtrznej strony membrany. Do studzienek dodano 700
pl metanolu i wilozono do nich wktadki. Ptytke przeniesiono do 4°C na 10 minut.
Usunigto metanol i pozostawiono do odparowania pozostatosci. Do studzienek dodano
700 ul roztworu hematoksyliny (1 g/l), w barwniku zanurzono wktadki i pozostawiono
w ciemno$ci na 10 minut. Usunigto barwnik i dwukrotnie przeptukano wktadki oraz
studzienki woda. Wktadki umieszczono w studzienkach wypetnionych 700 pl eozyny
(0,5% roztwor wodny) i pozostawiono na jedng minut¢. Barwnik odptukano, a wktadki

pozostawiono do wyschnigcia.

2.26 Obserwacja komoérek migrujacych i inwazyjnych

Wkiadke umieszczono na szkietku nakrywkowym membrang do gory. Szkietko
z wkiadka potozono na stoliku mikroskopu s$wietlnego. Komorki zliczano pod
mikroskopem w 20-krotnym powigkszeniu. Ilo§¢ komorek wyliczono jako $rednig z 10

roznych pol.
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