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Streszczenie

Informacja genetyczna w komoérka eukariotycznych zawarta jest w sekwencji genomu
jadrowego oraz w DNA organelli, takich jak mitochondria u zwierzat czy chloroplasty i
mitochondria u roslin. Od prawidlowego funkcjonowania metabolicznych i sygnalowych
szlakow faczacych pomiedzy organellami i1 jadrem =zalezy homeostaza komorkowa.
Mitochondria sg niezbedne dla przezycia komorki, jej aktywnosci, oddzialywania ze
srodowiskiem, odpowiedzi na stres, adaptacji czy tolerancji na czynniki srodowiska. Ponadto
$g one rOwniez zaangazowane w procesy starzenia oraz odgrywaja kluczowa role w procesach
programowanej $mierci komorki, apoptozy i nekrozy. Duza cz¢s¢ bialek mitochondrialnych
kodowana jest przez genom jadrowy, a nast¢pnie importowana do mitochondriom po
translacji zachodzacej w cytozolu. Dotyczy to rowniez kilku specyficznych RNA.

Mitochondria wykazujg swoista autonomie w zwigzku z czym wcigz skonstruowanie i
skuteczne zastosowanie metod interwencji w ich program genetyczny jest niezwykle trudne.

Rozw6j metod wprowadzania nowego materialu genetycznego do poszczegélnych
kompartymentéw komoérkowych stal si¢ podstawg do projektowania strategii transformacji
mitochondridow przy zastosowaniu réznych markeréw selekcyjnych. Pomimo wielu prob,
system transformacji genetycznej mitochondrialnego DNA stworzono tylko dla dwodch
organizmow jednokomoérkowych (drozdze i glony Chlamydomonas reinharditi). Nadal
wielkim wyzwaniem pozostaje poszukiwanie skutecznych strategii dostarczania DNA i RNA
do mitochondriow in vitro lub w systemie komorkowym. Transfekcja mitochondriéw oraz
poznanie genetyki tych organelli pozostaje w nurcie nowatorskich badan podstawowych, a
takze aplikacyjnych w kontekscie terapii chorob o podtozu mitochondrialnym.

W zwigzku z powyzszym poszukiwanie i opracowywanie nowych strategii majacych
na celu dostarczenie Kkatalitycznych RNA lub oligonukleotydow antysensowych do
mitochondriow moze by¢ przelomem w badaniach genomoéw mitochondrialnych.
Opracowanie i zbadanie takiej strategii stato si¢ gldwnym celem badawczym niniejszej pracy
doktorskiej.

W pierwszej jej cze$ci wykorzystano opracowany w naszym laboratorium system
dostarczania czasteczek aktywnych katalitycznie z wykorzystaniem struktur podobnych do
tRNA (ang. tRNA-like) do modyfikacji genomu mitochondrialnego w komorkach roslinnych.
Jako sekwencje docelowe wybrano geny, ktorych funkcja w roslinach nie byta dotychczas w
pelni znana (matR oraz mttB). Jako aktywng sekwencj¢ pasazerska w systemie ro§linnym

wykorzystano katalityczne kwasy nukleinowe (rybozymy typu hammerhead) oraz sekwencje
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antysensowych oligonukleotydow. Uzyskane w toku realizacji pracy wyniki potwierdzity
skuteczno$¢ opracowanej metody w obnizaniu  ekspresji  docelowych  genéw
mitochondrialnych. Ponadto po zastosowaniu zbudowanego konstruktu w badaniach
funkcjonalnych potwierdzono zaangazowanie genu matR w proces skladania gendéw
mitochondrialnych nalezacych do intronéw grupy II.

W drugiej czesci pracy podjeto probe adaptacji opracowanego w modelu roslinnym
systemu do modyfikacji ekspresji ludzkiego genomu mitochondrialnego. W tym podejsciu
wytypowano dwie sekwencje podobne do tRNA oraz wykazano ich zdolno$¢ do
przechodzenia przez podwojng btone mitochondriéw komoérek ludzkich w warunkach in vitro
oraz in vivo. Wykorzystujac t¢ mozliwos¢, skonstruowano wektor zawierajacy jako sekwencje
pasazerska aktywna katalitycznie czasteczke w postaci rybozymu. Potwierdzono potencjat
transportowy  konstruktu oraz efektywne obnizenia poziomu ekspresji  genow
mitochondrialnych. Nie obserwowano jednocze$nie efektow niespecyficznych i
cytotoksycznych w badanych liniach komoérkowych.

Uzyskane wyniki potwierdzily, ze zaprojektowany i zmodyfikowany w ramach
niniejszej pracy system moze by¢ z powodzeniem wykorzystany do badania funkcji genow
mitochondrialnych zaréwno w systemie ros$linnym, jaki w ludzkich liniach komoérkowych. To
nowatorskie podejscie otwiera nowag droge do badan genetycznych mitochondriow,
odczytywania procesow regulacji i identyfikacji nierozpoznanych jeszcze funkcji genomu

mitochondrialnego.
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Abstract

Genetic information in eukaryotic cells is divided between the nucleus and
cytoplasmic organelles, i.e. mitochondria in non-plant organism, mitochondria and
chloroplasts in plants. Mitochondria carry the respiratory chain and ensure fundamental
function in energy production, redox status, metabolic pathways, programmed cell death,
aging and in signaling cascades involving reactive oxygen species. The vast majority of
mitochondrial proteins is encoded by nuclear genes and imported into the organelles upon
cytosolic translation, but the organelles cannot function without the contribution of their own
genetic system.

Mitochondria show a specific autonomy therefore there are no effective methods of
intervention in their genetic program. So far, attempts to use protein transport pathways have
proved to be ineffective and non-specific.

The development of methods for introducing new genetic material into individual cell
compartments has become the basis for the design of mitochondrial transformation strategies
using various selection markers. Despite many attempts, the mitochondrial DNA genetic
transformation system was developed for only two unicellular organisms (yeast and
Chlamydomonas reinharditi algae). The search for effective strategies to deliver DNA and
RNA to the mitochondria in vitro or in the cellular system remains a great challenge. The
transfection of mitochondria and the understanding of the genetics of these organelles remain
in the mainstream of innovative basic research as well as applications in the context of the
therapy of mitochondrial diseases.

Therefore, the search for and development of new strategies to deliver catalytic RNAs
to mitochondria could be a breakthrough in the study of mitochondrial genomes. The
introduction of in trans-acting ribozymes into the mitochondria will degrade the target RNA,
resulting in functional changes in these organelles. This unprecedented and novel approach
opens up a completely new path for the genetic study of organelle DNA, reading regulatory
processes, and identifying unrecognized functions of certain regions of the mitochondrial
genome.

In the first part of the work, the system of delivering molecular tools developed in our
laboratory with the use of tRNA-like structures for the manipulation of plant cell
mitochondria was used. Genes whose function in plants was not fully known so far (matR and
mttB) were selected as target sequences. Catalytic nucleic acids (hammerhead ribozymes) and

antisense oligonucleotide sequences were used as the passenger sequence in the plant system.
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The results obtained in the course of the work confirmed the effectiveness of the method
developed by us in reducing the expression of target mitochondrial genes. Moreover, it was
possible to confirm the involvement of the matR gene in the splicing of mitochondrial genes
belonging to group Il introns.

In the second part of the work, an attempt was made to adapt the system for
manipulating the human mitochondrial genome developed in a plant model. In this approach,
two tRNA-like sequences were selected and their ability to penetrate the mitochondria of
human cells in vitro and in vivo were tested. In this approach the catalytically active molecule
was a hammerhead ribozyme. The obtained results confirmed the ability of tRNA-like
molecules to penetrate into the mitochondria of human cells. It has also been shown that
ribozymes carried by the transporter molecule are able to effectively reduce the level of
expression of mitochondrial genes without showing non-specific and cytotoxic effects in the
tested cell lines.

The obtained results confirmed that the system we use can be successfully used to
study the functions of mitochondrial genes both in the plant system and in human cell lines.
This innovative approach opens a new path for mitochondrial genetic research, reading
regulatory processes and identifying as yet unrecognized functions of the mitochondrial

genome.
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1. Opracowanie literaturowe

1.1. Mitochondria

Mitochondria s3 wysoce wyspecjalizowanymi organellami obecnymi w niemal
wszystkich komoérka eukariotycznych. Uwaza sig¢, ze mitochondria wyewoluowaty z wolno
zyjacych organizmoéw przypominajacych a-proteobakterie w wyniku endosymbiozy ponad
1,5 miliarda lat temu [Gray, 2001; Margulis, 2006; Wang, 2015]. Gléwnym zadaniem
mitochondriow jest produkcja energii na drodze fosforylacji oksydacyjnej. Poza
wytwarzaniem energii mitochondria odgrywaja jednak, takze wazng role w wielu szlakach
metabolicznych i sygnatowych. Organelle te sg kluczowe dla metabolizmu aminokwaséw 1
lipidow, a takze biosyntezy klastréw hemu 1 zZelaza z siarka, biorg udzial w homeostazie
jondéw wapnia i sg gtdbwnym miejscem powstawania reaktywnych form tlenu (ang. reactive
oxygen species, ROS). W ostatnich latach pojawity si¢ takze doniesienia o roli mitochondriéw
W inicjacji procesu programowanej $mierci komorki (apoptoza) [Chinnery, 2003; Greaves,
2012].

Sa to organelle o wyraznej ultrastrukturze. Zbudowane s3a z dwdch blon: zewngtrznej
(ang. outer membrane, OM) oraz wewng¢trznej (ang. inner membrane, IM). Blona zewngtrzna
oddziela mitochondria od cytoplazmy natomiast wewnetrzna dzieli mitochondria na dwa
przedzialy: macierz mitochondrialng i przestrzen migdzybtonowa. OM petni funkcje bariery 1
zapobiega niekontrolowanemu przemieszczaniu si¢ duzych czasteczek do lub z
mitochondriow. Import i uwalnianie tych czasteczek jest Scisle regulowane przez okreslone
kompleksy biatkowe zwane translokazami. Jednak ze wzgledu na obecno$¢ poryn blona
zewnetrzna jest przepuszczalna tylko dla matych czasteczek. OM stuzy rowniez jako swoista
platforma kontaktowa pomigdzy mitochondriami oraz innymi przedziatami komorkowymi w
tym blonami retikulum endoplazmatycznego. W zewnetrznej blonie mitochondrialnej
znajduja si¢ rowniez biatka zaangazowane w ksztaltowanie bton takie jak mitofuzyna [Frey,
2000; Zick, 2009].

Ultarstruktura btony wewngtrznej jest cechg charakterystyczng mitochondriow. W
przeciwienstwie do dos$¢ prostej morfologii blony zewnetrznej, IM dzieli si¢ dalej na
podstruktury. Czes¢ btony wewnetrznej sgsiadujaca z OM nazywana jest wewnetrzng btong
graniczng. Dodatkowo blona wewnetrzna tworzy dlugie wglebienia, ktore wystaja do
macierzy. Zmiany struktury btony wewngtrznej sa czgsto obserwowane w chorobach
neurodegeneracyjnych, do ktérych mozemy zaliczy¢ zesp6t Bartha, chorob¢ Alzheimera,

chorobe Parkinsona, stwardnienie zanikowe boczne czy chorobe Wilsona [Zick, 2009].
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W wewnetrznej btonie mitochondrialnej znajduja si¢ rowniez kompleksy biatkowe,
ktére odpowiadajg za kluczowe procesy biologiczne takie jak OXPHOS, translokacja biatek,
transport metabolitow czy biogeneze klastréw zelazowo-siarkowych. Blona wewngtrzna jest
nieprzepuszczalna dla wiekszo$ci czgsteczek i dlatego zawiera specyficzne translokazy i
transportery zaroéwno dla duzych biatek jak 1 matych czasteczek, ponadto wystepuje tu szereg
biatek dziatajacych na rzecz utrzymania prawidtowej morfologii samej blony wewngetrznej jak
i caltych mitochondriéw. IM odgrywa rowniez wazng role w procesie apoptozy [Frey, 2000;
Mannella, 2006; Liesa, 2013; Jayashankar, 2016].

Mitochondria to bardzo dynamiczne organelle, ktore tworza sie¢ w komorce. Aby
speli¢ swoje ztozone zadania, muszg one by¢ skutecznie przystosowane do zapotrzebowania
energetycznego komorki. Sprawno$¢ komorki $cisle zalezy od liczby 1 ksztattu
mitochondriow. Dlatego mitochondria ulegaja dynamicznym zmianom, aby dostosowac si¢
do potrzeby chwili. Liczba mitochondriow w komorce jest stale regulowana przez procesy
fuzji (taczenia dwoch mitochondriow w jedno) i rozszczepienia (podziatu jednego
mitochondrium na dwa oddzielne organelle). Ultrastruktur¢ wewngtrznej blony
mitochondrialnej ksztaltuje kilka mechanizméw, w tym biatkko OPA1, syntaza ATP oraz
kompleks mitochondrialnego miejsca kontaktu i systemu organizowania grzebienia (MICOS)
[Vogel, 2006; Zick, 2009].

1.2. Genom mitochondrialny

Zdecydowana wigkszo§¢ biatek mitochondrialnych kodowana jest przez genom
jadrowy, pomimo tego mitochondria zachowaly jednak wlasny material genetyczny
(mtDNA), ktory ulega niezaleznej replikacji zapewniajac im swoistg autonomig. Do tej pory
zsekwencjonowano genomy mitochondrialne bardzo wielu eukariontow. Uzyskane wyniki
pokazuja, ze pomimo zachowania swoich podstawowych funkcji ré6znorodno$¢ genomoéw
mitochondrialnych jest bardzo duza. Genomy mitochondrialne poszczegdlnych gatunkow
roznig si¢ wielkoscig, zawarto$cig genow oraz ich organizacja [Chen, 2010; Westermann,
2010; Palmer, 2011; Wai, 2016].

1.2.1. Genom mitochondrialny protistow

Protisty sa uwazane za jedne z tych organizmoéw, ktore rozwingty mitochondria,
dlatego dane uzyskane z genomo6éw mitochondrialnych protistow moga pomoc w lepszym
zrozumieniu ich pochodzenia. Wielko§¢ mtDNA protistow wynosi $rednio 40 tys. zasad z
czego niemal 70% stanowig A+T [Lang, 1997; Gray, 2013].
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Genom mitochondrialny protistow koduje najwigksza liczbe genow sposrod
wszystkich znanych eukariontow 1 wystgpuje zarowno w formie liniowej jak i cyrkularnej,
jednak forma cyrkularna jest przewazajaca. mtDNA pierwotniaka Reclinomonas americana
ma 97 gendw kodujacych biatka i stabilne RNA. Genom R. americana mozna przedstawic¢
jako unikalng map¢ kotowg 0 duzej gestosci genow, ktére znajdujg sie¢ na obu niciach
[Odintsova, 2002; Gray, 2013].

Sekwencjonowanie genomow mitochondrialnych kolejnych organizméw wykazato, ze
tylko niewielka czes¢ gendw Reclinomonas americana jest w nich obecna. Przypuszcza sig,
ze ten zestaw gendw jest najbardziej zblizony do genomu pro-mitochondrialnego. W trakcie
ewolucji mitochondria utracity wickszos¢ swoich genow w wyniku redukcji lub migracji do
genomu mitochondrialnego. Proces ten zachodzil jednak réznie w roznych liniach
ewolucyjnych. Uwaza si¢, ze dodatkowa liczba genéw w R. americana petni kluczowa role w
biogenezie mitochondriéw. R. americana posiada 18 unikalnych genéw, ktorych obecnos¢ nie
zostata dotychczas wykryta w innych genomach mitochondrialnych. Czes¢ z tych gendéw
bierze udzial w procesie fosforylacji oksydacyjnej niektére jednak odgrywaja kluczowa role
w innych procesach metabolicznych np. gen tufA bedacy czynnikiem translacji czy gen secY
zaangazowany w proces translacji biatka [Odintsova, 2002; Gray, 2013].

Transferowe RNA (tRNA) oraz rybosomalne RNA (rRNA) kodowane przez genom
mitochondrialny protistow sa zblizone do ich eubakteryjnych przodkow. Tylko niewielka
grupa protistow posiada w swoim mtDNA sekwencje kodujace geny tRNA pozwalajace na
odczytywanie wszystkich kodonéw. Wiekszo$¢ z nich posiada niepelny zestaw tRNA w
zwigzku z czym brakujace transferowe RNA s3 kodowane w genomie jadrowym 1 musza
zosta¢ zaimportowane do mitochondriéw [Lang, 1997; Gray, 2013].

W genomie mitochondrialnym protistow rzadko wystepuja introny jednakze niektore
zielone oraz czerwone algi posiadaja introny, ktore s3 rowniez dominujace w genomach
mitochondrialnych ro$lin wyzszych. Takie podobienstwo pomiedzy fotosyntetyzujacymi
protistami, a ros§linami moze wskazywaé na wspolny rodowdd ich genomow

mitochondrialnych [Odintsova, 2002; Gray, 2013].

1.2.2. Genom mitochondrialny ssakow

Genom mitochondrialny ssakow jest zamknietg, kolista czasteczkg DNA. Zardwno
struktura jak 1 organizacja genow w mtDNA jest silnie konserwatywna u wszystkich ssakow.
Genom mitochondrialny cztowieka ma wielkos¢ 16,6 tys. par zasad, ktore koduja 37 gendéw
(Ryc. 1). 13 z nich to geny kodujace biatka, 22 kodujag tRNA, a dwa ostatnie rRNA
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[Gustafsson, 2016]. System OXPHOS sktada si¢ z okoto 90 biatek o podwojnej podstawie
genetycznej. Biatka te sag kodowane przez geny jadrowe, poddawane translacji na rybosomach
cytozolowych, importowane do mitochondriéw lub kodowane przez mtDNA, a na koncu
podlegaja translacji na rybosomach mitochondrialnych. Sktadniki kodowane przez mtDNA sg
uwazane za niezbe¢dne, do tworzenia kompleksow OXPHOS w mitochondriach, a co za tym
idzie do produkcji ATP [Moraes, 2002; Krishnan, 2010; Chinnery, 2013].

Homo sapiens

16569 pz

PR

Ryc. 1 Struktura i organizacja ludzkiego genomu mitochondrialnego.

Kolorem czerwonym oznaczono geny kodujace 2 czasteczki rRNA (12S i 16S), granatowym
— 22 czasteczki tRNA, zottym — 7 biatek wchodzacych w skilad kompleksu I tancucha
oddechowego (ND1-6 i NDA4L), fioletowym — 1 biatko wchodzace w sktad kompleksu IIT
(CYTB), r6zowym — 3 biatka wchodzace w sktad kompleksu IV (COX1-3), zielonym — 2
biatka wchodzace w sktad syntazy ATP (ATP6 1 8) oraz lososiowym — gldéwny region
niekodujacy mtDNA (region kontrolny). Strzalki skierowane zgodnie z ruchem wskazowek
zegara oznaczajg geny lezace na nici lekkiej mtDNA (oznaczenia wewnatrz kota), strzatki
skierowane w przeciwnym kierunku — geny na nici cig¢zkiej (oznaczenia na zewnatrz kota).

18



Ze wzgledu na odmienng zawarto$¢ nukleotydéw nici mtDNA rdéznig si¢ masg
czasteczkowa. Ni¢ bogata w zasady purynowe (przede wszystkim G) nazywana jest ciezkag H
(ang. heavy, H), a ni¢ bogata w zasady pirymidynowe (przede wszystkim C) - lekka L (ang.
light, L) [Krishnan, 2010; Chinnery, 2013].

Region niekodujacy (petla D) znany jako region kontrolny obejmuje gtownie elementy
kontrolujace replikacje i ekspresje genomu mitochondrialnego u ssakéw. W zaleznosci od
gatunku rejon petli D ma wielkos¢ 880 — 1400 par zasad. Region kontrolny zawiera réwniez
promotory transkrypcji dla kazdej nici. Promotory te sa okreslane, jako promotory nici lekkiej
(LSP) lub nici cigzkiej (HSP) w zaleznosci od tego, ktora ni¢ mtDNA stuzy jako matryca w
reakcji transkrypcji. Po transkrypcji kazdej nici powstaja duze policistronowe transktypty,
bedace dalej przetwarzane w celu wygenerowania dojrzatych czasteczek tRNA, rRNA oraz
MRNA. Sekwencja terminacji transkrypcji nie dopuszcza do transkrypcji regionu kontrolnego
[Chinnery, 2013; Gustafsson, 2016].

Transkrypcja nici L odbywa si¢ z jednego pojedynczego promotora (LSP) podczas
gdy nici H rozpoczyna si¢ od dwoch roéznych miejsc promotorowych HSP1 i HSP2.
Sekwencje te sa precyzyjnie okreslone 1 roznie regulowane. Miejsce inicjacji transkrypcji
HSP1 znajduje si¢ okoto 100 par zasad przed HSP2 i generuje transkrypt, ktory pokrywa si¢ z
dwoma genami rRNA i konczy si¢ na koncu 3’ genu kodujacego podjednostke 16S rRNA.
Miejsce inicjacji transkrypcji HSP2 ulokowane jest w poblizu konca 5’ genu 12S rRNA i
generuje policistronowy transkrypt z prawie catej dlugosci nici H obejmujacy dwa geny
rRNA i 12 mRNA. Prekursorowe RNA jest nastgpnie procedowane w celu generacji
poszczegbdlnych czasteczek. Wyciecie tRNA z transkryptow policistronowych stuzy do
tworzenia dojrzatych mRNA i rRNA. Podejscie to nazywane jest modelem interpunkcji tRNA
(ang. tRNA punctuation model). Synteza RNA z nici lekkiej jest zalezna od promotora LSP.
W jej wyniku dochodzi do powstania transkrtyptu kodujacego biatko ND6, osiem tRNA, a
ponadto prowadzi do powstania starterow niezbednych do inicjacji replikacji mtDNA z nici
cigzkiej. Replikacja mtDNA rozni si¢ od replikacji genomowego DNA jednakze doktadny
mechanizm tego procesu nadal jest przedmiotem dyskusji wielu badaczy [Krishnan, 2010;
Chinnery, 2013, Gustafsson, 2016].

W przeszto§ci mechanizm replikacji mitochondrialnego DNA badano z
wykorzystaniem chlorku cezu i wizualizowano za pomoca mikroskopii elektronowej
[McKinney, 2013]. Stosowany od ponad 35 lat model synchronicznej, dwukierunkowej
replikacji mtDNA zaktada, ze proces replikacji rozpoczyna si¢ w miejscu startu replikacji nici

ciezkiej (Op) w petli D, a synteza przebiega w jednym kierunku i prowadzi do powstania
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nowej nici H tzw. nici wiodacej. Poniewaz synteza nici H przebiega wzdluz matrycy, biatko
wigzace jednoniciowy DNA (ang. mitochondrial single-stranded DNA binding protein,
mtSSB), pokrywa rodzicielskg ni¢ H (Ryc. 2). W ten sposob dochodzi do zahamowania
mozliwosci losowej inicjacji replikacji na nici przesunig¢tej. W mniej wiecej dwoch trzecich
odlegtosci od miejsca inicjacji replikacji nici wiodacej dochodzi do rozpoczecia tego procesu
na nici op6znionej w ten sposob proces ten przebiega w sposob ciagly. Elongacja nici
op6znionej zachodzi w kierunku przeciwnym do nici wiodacej. Replikacja obu nici jest ze
sobg powigzana, poniewaz synteza nici wiodacej jest niezbedna do syntezy nici opdznione;.
Proces ten trwa az do momentu powstania dwdch nici potomnych. W zaproponowanym
modelu miejsce inicjacji i terminacji sg roézne dla obu nici mtDNA [Clayton, 2000;
McKinney, 2013; Gustafsson, 2016].

O

Ryc. 2. Model replikacji mitochondrialnego DNA.

Proces replikacji rozpoczyna si¢ w miejscu startu replikacji nici ciezkiej (Op). Ni€ ciezka jest
wigzana 1 stabilizowana przez biatko mtSSB (zielony). W momencie przechodzenia
maszynerii replikacyjnej przez miejsce inicjacji na nici L dochodzi to powstania struktury
typu spinka do wtosow. Regulowana przez mtDNA polimeraza POLRMT (pomaranczowy)
syntetyzuje krotkie startery, ktoére wykorzystywane sg do inicjacji syntezy nici L. Po
zakonczeniu syntezy nici mtDNA dochodzi do terminac;ji replikacji.

1.2.3. Genom mitochondrialny roslin

Mitochondria roslinne maja zlozony 1 specyficzny uktad genetyczny. Genom
mitochondrialny ro$liny posiada szereg cech, ktéore odrézniaja go od genomoéw
mitochondrialnych zwierzat i grzybow oraz innych istot zywych. Genom mitochondrialny
ro$lin wyzszych 1 fotosyntetyzujacych glondéw rozni si¢ bardzo pod wzgledem wielkosci, a

takze organizacji strukturalnej [Allen, 2007; Smith, 2010; Yurina, 2016]. mtDNA komorek
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zwierzecych ma matg, kolista 1 zwartg strukturg. W przeciwienstwie do nich genom
mitochondrialny fotosyntetyzujacych eukariontéw moze przyjmowacé rowniez strukture
liniowa. Wielko$¢ genomu mitochondrialnego u roslin okrytozalazkowych waha si¢ od 200

do 700 tys. par zasad. Liczba kodowanych przez niego biatek waha si¢ od 32 do 67.

ot

(VLD —

miioa n

Arabidospsis thaliana

tr "S(GG%Lb

14
5

367808 pz

—tmD(GTC)

§
$
&

Ryc. 3. Struktura i organizacja genomu mitochondrialnego Arabidopsis thaliana.
Kolorem czerwonym oznaczono geny kodujace czgsteczki rRNA, niebieskim — 22 czasteczki
tRNA, zottym — biatka wchodzace w sktad kompleksu I tancucha oddechowego, zielonym —
biatka wchodzace w sktad kompleksu Il tancucha oddechowego, rézowym — biatka
wchodzace w sktad kompleksu IV tancucha oddechowego oraz pomaranczowym — maturazeg.
Strzatki skierowane zgodnie z ruchem wskazowek zegara oznaczaja geny leZzace na nici
lekkiej mtDNA (oznaczenia wewnatrz kola), strzatki skierowane w przeciwnym kierunku —
geny na nici ci¢zkiej (oznaczenia na zewnatrz kota).
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Pierwszym w pelni zsekwencjonowanym genomem mitochondrialnym byl genom
rzodkiewnika pospolitego (Arabidopsis thaliana) o wielkosci 367 tys. par zasad (Ryc. 3).
Genom ten koduje 32 bialka, 3 rRNA oraz 22 tRNA (Ryc. 3) [Mower, 2012; Sloan, 2012;
Yurina, 2016]. Oznacza to tylko dwukrotny wzrost ilosci kodowanych genéw wobec blisko
22-krotnego wzrostu dlugosci mtDNA wobec ludzkiego genomu mitochondrialnego. Ro6znice
w wielkosci genomu mitochondrialnego nie wynikaja z ilosci kodowanych genéw ale z duzej
ilosci niekodujacych fragmentow mtDNA takich jak introny. Przypuszcza si¢, ze zaledwie

10% roslinnego mtDNA ma funkcje kodujaca [Yurina, 2016].

1.2.3.1. Skladanie gen6w roslinnych

Ekspresja genoméw mitochondrialnych w organizmach roslinnych jest procesem
ztozonym w szczeg6lno$ci na poziomie potranskrypcyjnym [Liere, 2011; Small, 2013;
Hammani, 2014]. Aby sta¢ si¢ funkcjonalnymi, pierwotne transkrypty przechodza rozlegle
procesy dojrzewania w tym edycje RNA (zwykle konwersje C do U) oraz sktadanie licznych
introndw, znajdujacych si¢ w regionach kodujacych wielu podstawowych gendéw. Procesy
dojrzewania s3 regulowane przez rdézne kofaktory biatkowe mogace taczy¢ funkcje
oddechowe z sygnatami $rodowiskowymi lub rozwojowymi. Dotychczas zidentyfikowano
zaledwie kilka czynnikdw zaangazowanych w proces sktadania mitochondrialnych intronow
(Tab. 1) [Brown, 2014, Schmitz-Linneweber 2015].

Genomy mitochondrialne roslin, protistow oraz grzybow zawieraja rozng ilosé
sekwencji intronowych, ktore zostaly podzielone na dwie grupy: I i II. Obie klasy intronow
maja odrebne struktury. Koduja rowniez wlasng maszyneri¢ biatkkowa niezbedna w procesie
sktadania [Bonen, 2008].

Introny grupy Il rozprzestrzeniaja si¢ poprzez tzw. retrohoming oraz retrotranspozycje.
Procesy te wykorzystuja kodowang przez sekwencje intronowe aktywnos¢é odwrotnej
transkryptazy/endonukleazy. Prowadzone na przestrzeni ostatnich lat badania pozwolity na
zbadanie mechanizmow zwigzanych z samo-sktadaniem (ang. self-splicing) intronow grupy I1
[Bonen, 2008]. Jednakze zainteresowanie mitochondrialnymi intronami oraz ich sktadaniem
wykroczyto poza samo zrozumienie podstawowych zdarzen ekspresji na poziomie RNA,
cze$ciowo ze wzgledu na potencjalne wykorzystanie ich wlasciwosci autokatalitycznych (np.
w terapii genowej), a czesciowo ze wzgledu na mozliwos$¢ zdobycia nowej wiedzy na temat

ewolucji katalitycznych RNA oraz pochodzenia intronow.
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Tab. 1. Znane czynniki transkrypcyjne w genomie mitochondrialnym roslin.

rpl2 cis PMH2, WTF9, matR

rps3 cis mCSF1, matR

CoXx2 cis nMAT2, PMH2, mCSF1, matR
ccmkc cis WTF9, matR

nadl il /trans OTP43, nMAT1, nMAT4, ABO6
nadl i2 / cis nMAT?2, PMH2, ABO6, mCSF1
nadl i3/ trans nMAT4, PMH2, ABO6, mCSF1, matR
nadl i4 / cis nMAT4, ABO6, matR
nad2 il/cis MTSF1, nMAT1, PMH2, mCSF1
nad2 i2 / trans PMH2, mCSF1

nad2 i3/ cis ABO5, ABO6, mCSF1, RUG3, MTERF15
nad2 i4 / cis PMH2, ABO6, mCSF1
nad4 il/cis ABO6

nad4 i2 / cis nMAT1, PMH2, ABO6
nad4 i3/ cis PMH2, ABO6

nad5 il/cis PMH2, ABO6, mCSF1
nad5 i2 / trans OTP439, PMH2, ABO6, mCSF1
nad7 i3/ trans TANG2, PMH2, ABO6, mCSF1
nad7 i4 / cis matR

nad7 il/cis BIR6, PMH2

nad7 i2 / cis nMAT2, mCSF1, matR

Introny nalezace do grupy Il to autokatalityczne RNA (rybozymy) i ruchome elementy
genetyczne, ktore sa zdefiniowane przez wysoce konserwatywna struktur¢ drugorzedowa
sze$ciu domen typu trzon-petla (ang. stemloop) (DI do DVI) otaczajacych rdzen centralny
(Ryc. 4) [Bonen, 2008; Sultan 2016]. Chociaz niektore modelowe introny z grupy Il sg w
stanie katalizowa¢ auto-wycigcie in vitro, niezaleznie od biatek, warunki do samosktadania sg
generalnie niefizjologiczne (tj. wysokie temperatury i warunki zasolenia), a ich wydajne
sktadanie in vivo zalezy od interakcji z r6znymi czynnikami biatkowymi [Bonen, 2008; Sultan
2016]. W mitochondriach bakterii i drozdzy biatka, ktore biora udziat w sktadaniu intronow
grupy ll, zazwyczaj to maturazy (ang. maturases, MAT), ktore sag kodowane w obrebie
domeny czwartej (DIV) samych intronow. Wykazano, ze MAT wigzg si¢ z wysokim
powinowactwem 1 swoisto$cig ze swoimi wilasnymi pokrewnymi intronowymi RNA i
postuluje si¢, ze utatwiaja sktadanie intronéw poprzez wspomaganie faldowania tych wysoce
ustrukturyzowanych RNA w ich katalitycznie aktywne formy w warunkach fizjologicznych
[Huang, 2005; Ostersetzer, 2015; Sultan, 2016].
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Ryc. 4. Model struktury drugorzedowej intronu 4 nad1 Arabidopsis thaliana.
Poszczegdlne subdomeny oznaczono odpowiedni DI, DII, DIII, DIV, DV oraz DVI. Kolorem
czerwonym oznaczono konserwatywna reszte¢ A. Miejsca wigzania egzonow oznaczono, jako
EBS1/IBS1 oraz EBS2/IBS2. Literami greckimi oznaczono interakcje mie¢dzy réznymi
regionami intonow. Sekwencja kodujagca matR znajduje si¢ w obrebie domeny IV (DIV).
Struktura wygenerowana przez algorytmy przewidywania Alifold-Vienna RNAWebserver i
MfoldWebserver, w oparciu o znane sekwencje nadl 14 z réznych roslin okrytozalagzkowych
dostepnych na serwerze NCBI Organelle Genome Resources.

Maturazy grupy II zawierajg kilka konserwatywnych motywow, ktore sa3 wymagane
zarbwno do skladania jak 1 ruchliwosci intronéw. Obejmuja one regiony o sekwencji
homologicznej do odwrotnych transkryptaz (ang. reverse transcriptase, RT) pochodzacych z
retrowiruséw. Oprécz domen RT, biatka te moga zawiera¢ réwniez domeny wigzace C-
koncowe DNA (ang. C-terminal DNA binding) oraz endonukleazy obecne w niektorych

maturazach [Lembowitz, 2015; Zimmerly, 2015].
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Badania filogenetyczne wykazuja, ze wszystkie obecne w organellach ro$linnych
introny wyewoluowaly z intronéw zawierajacych sekwencje MAT. Jednakze tylko jeden gen
zwigzany z mat urazg zostal zachowany w organellach roslin okrytozalazkowych. W
plastydach gen ten to matK, ktérego sekwencja kodujgca znajduje si¢ w intronie genu trnk.
W mitochondriach jest to matR zlokalizowana w czwartym intronie genu kodujgcego
podjednostke I dehydrogenazy NADH (nadl). Zaréwno matK jak i matR charakteryzuja si¢
wysoce konserwatywna sekwencja w roznych gatunkach roslin jedno i dwuli§ciennych co
moze oznaczac, ze pelnione przez nie funkcje sg takie same w przypadku wszystkich roslin
okrytonasiennych [Lembowitz, 2015; Sultan, 2016].

Doniesienia literaturowe wskazuja, ze matK zaangazowana jest w sktadanie
plastydowych intronow grupy II [Schmitz-Linneweber, 2015]. Rosliny posiadajace wadliwe
rybosomy plastydowe nie sg zdolne do faczenia introndw grupy IIA w chloroplastach
[Jenkins, 1997]. Wykazano, ze rowniez niektore pasozytnicze rosliny nieposiadajagce w swoim
genomie maturazy K, utracily introny grupy IIA ze swoich plastydowych DNA, podczas gdy
rosliny zawierajace w otwartej ramce odczytu (ang. open reading frazes, ORF) zachowaty
niektore introny podgrupy IIA w swoich zredukowanych genomach plastydowych.
Wykorzystanie transgenicznych linii tytoniu (Nicotiana tabacum) wykazato, ze matK jest
zwigzany z wieloma intronami podgrupy A w chloroplastach. Dane te silnie potwierdzaja
poglad, ze matK odgrywa znaczacg rolg w metabolizmie plastydowego RNA [Zoschke,
2010].

Przypuszcza si¢, ze matR bedzie réwniez pelita kluczowa role dla biogenezy
mitochondriow roslinnych. Maturaza R jest blisko spokrewniona z maturazami kodowanymi
przez introny grupy II w bakteriach i zostata zachowana, jako sekwencja konserwatywna, w
obrgbie ORF mitochondrialnego DNA niemal wszystkich roslin okrytozalazkowych [Adams,
2002]. Badania prowadzone nad obnizeniem poziomu ekspresji matR wykazaly, ze nizszy
poziom ekspresji prowadzi do zaburzen w procesie sktadania genéw zawierajacych introny

grupy Il [Sultan, 2016].

1.3. Import tRNA do mitochondriéw

Analizy bioinformatyczne s3 pot¢znym narzedziem pozwalajacym na uzyskanie
szczegdtowych i kompletnych danych dotyczacych importu tRNA do mitochondriéw.
Opieraja si¢ one na bazach danych zawierajacych ponad 2000 kompletnych sekwencji
genomu mitochondrialnego i umozliwiaja przewidywanie liczby gendéw mitochondrialnego

tRNA w tych organizmach [O’Brien, 2009]. Zidentyfikowane w ten sposob sekwencje tRNA
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mozna nast¢pnie dopasowa¢ do kodonow uzywanych w mitochondrialnych systemach
translacji. Najbardziej prawdopodobnym wyjasnieniem braku kompletnego zestawoéw tRNA
jest jednak fakt, iz pozostate transportujace RNA sa importowane z cytoplazmy [Schneider,
2000].

Analizy wskazujg takze, ze import tRNA do mitochondriow jest szeroko
rozpowszechniony, a liczba gendow mitochondrialnych kodujaca transportujace RNA
zachowana w poszczegolnych gatunkach jest zmienna. Co ciekawe organizmy posiadajace
kompletny zestaw mitochondrialnych tRNA sa ograniczone do eukariotycznej supergrupy
Opisthokonta. Jednak réwniez w tej grupie zdarzaja si¢ pojedyncze przypadki gatunkow,
ktore utracity geny mitochondrialnego tRNA [Schneider, 2011].

Analizy bioinformatyczne zaktadaja, ze dla dowolnego tRNA kodowanego w
mitochondriach nie jest importowany jego cytozolowy odpowiednik, ktéry jest w stanie
odczyta¢ te same kodony. Nie dla wszystkich przypadkéw zatozenie to jest jednak
prawdziwe. Badania eksperymentalne wykazaly, ze pomimo posiadania pelnego zestawu
gendw kodujacych tRNA mitochondria drozdzy oraz komorek ludzkich zdolne sa do importu
cytoplazmatycznych tRNA [Tarassov 1992, Rubio, 2008].

Badania pokazuja takze, ze nie tylko tRNA moga by¢ importowane do
mitochondriow. Najlepiej udokumentowanym przypadkiem jest import 5S rRNA do
mitochondriow ludzkich. Istniejg rowniez badania wskazujace na mozliwos¢ importu

podjednostek RNazy P oraz RNazy MRP [Chang, 1987; Puranam, 2001; Schneider, 2011].

1.3.1.Import tRNA w organizmach roslinnych

Mitochondria komorek roslinnych sg zdolne do importu cytozolowych tRNA.
Jednakze liczba oraz sekwencja importowanych tRNA jest rozna nawet w blisko ze soba
spokrewnionych gatunkach [Glover, 2000; Vinogradova; 2009].

Badania in vivo na roslinach transgenicznych zidentyfikowaty mutacje w tRNA
(70U>C), ktore uniemozliwiajg jego import oraz aminoacylacje. Uzyskane wyniki sugeruja
takze, ze do prawidlowego import tRNA do mitochondriéw niezbedne jest biatko aaRS (ang.
aminoacyl-tRNA synthetase) [Dietrich, 1996; Lund, 1998].

W przypadku niektérych roslin zaobserwowano zalezno$¢ pomigdzy importem, a
potrzebami mitochondriow. U Chlamydomona reinhardtii zaobserwowano korelacje¢
pomiedzy iloScig importowanych tRNA, a ich wykorzystaniem w procesie translacji.
Uzyskane wyniki wskazuja, Zze mechanizm za pomoca, ktérego regulowany jest import tRNA

musi podlega¢ kontroli sprzezenia zwrotnego z mitochondriéw [Vinogradova, 2009].
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Prowadzono rowniez badania nad mozliwo$cig importu transkrybowanych tRNA do
izolowanych mitochondriéw ziemniaka. Proces ten byt zalezny od ATP oraz potencjatu btony
mitochondrialnej. Uzyskane wyniki wykazaty, ze import in vitro nie wymagal czynnikéw
cytozolowych 1 moze by¢ regulowany dostepnoscig substratowego tRNA. Jednakze sytuacja
ta tylko w niewielkim stopniu odpowiada warunkom in vivo [Delage, 2003].

Import tRNA w warunkach in vitro mozna zahamowaé poprzez dodawanie
monospecyficznych antysurowic skierowanych przeciwko zaleznemu od napigcia kanatowi
anionowemu (ang. voltage-dependent anion channel, VDAC) [Salinas, 2006]. Ten sam efekt
mozna uzyska¢ poprzez zastosowanie przeciwciat przeciwko dwoém sktadnikom kompleksu
TOM: Tom20 oraz Tom40 [Salinas, 2006]. Dalsze badania wykazaty, ze roslinny VDAC
bezposrednio wigze tRNA. Fakt, ze przeciwciata anty-Tom20 i anty-Tom40 hamuje wigzanie
tRNA z mitochondriami sugeruje, ze te dwa biatka moga dziala¢ jako receptory importu
podczas gdy VDAC moze tworzy¢ kanat translokacji. Dodatkowo wykazano, ze dodanie
syntetycznej presekwencji zaktoca import biatek, ale w zaden sposdb nie wplywa na import
tRNA. Uzyskane wyniki moga zatem wskazywaé na niewielkie naktadanie si¢ mechanizméw
importu biatek i tRNA, jednakze nie sg one wspotimportowane [Kapushoc, 2000; Tan, 2002;
Salinas, 2006].

1.3.2. Import tRNA w organizmach ssakéw

Badania wykazaly, ze niewielka cze$¢ cytozolowego 5s rRNA jest importowana do
mitochondriow ssakow [Yoshionari 1994; Magalhaes, 1998]. Region 5S potrzebny do
kierowania do mitochondriow wydaje si¢ by¢ ograniczony do dwoch odrebnych regionow
strukturalnych tej czasteczki [Smirnov, 2008]. W testach in vitro wykazano, ze import 5S
wymaga hydrolizy ATP, potencjalu blonowego oraz cytozolowej frakcji biatkowe;.
Zablokowanie mitochondrialnego kanatu importu bialek hamowalo import 5S w warunkach
in vitro co moze sugerowac, ze do importu wymagana jest funkcjonalna maszyneria importu
biatek. Uzyskane wyniki moga wskazywac na to, iz tRNA moze by¢ wspot importowane z
mitochondrialnymi biatkami [Tarassov, 1995; Entelis, 2001].

5S rRNA jest uniwersalnym sktadnikiem rybosomow bakteryjnych, eukariotycznych i
plastydowych, ale w mitochondriach jego gen znaleziono tylko w roslinach i kilku protistach
[Gray, 1999; O’Brien, 2009]. U S. cerevisiae cytozolowy 5S rRNA nie jest ani kodowany w
genomie mitochondrialnym, ani importowany z cytozolu, co ilustruje, ze rybosomy
mitochondrialne moga w zasadzie funkcjonowaé bez 5S rRNA. Mimo Ze importowany 5S

rRNA jest jednym z najliczniejszych RNA u ssakow, nie wykazano jeszcze, ze jest fizycznie
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zwigzany z rybosomami mitochondrialnymi, w zwigzku z tym jego znaczenie funkcjonalne
pozostaje niejasne [Schneider, 2011].

Mitochondria ssakow, z wyjatkiem kilku torbaczy, koduja kompletny zestaw genow
mitochondrialnego tRNA [Daorner, 2001]. Jednak ostatnie eksperymenty wykazaty, ze u ludzi
cytozolowe tRNAC" sa czesciowo obecne w izolowanych frakcjach mitochondrialnych
[Rubio, 2008]. Co wigcej, transkrybowany in vitro tRNA®" moze byé importowany do
izolowanych mitochondriow w procesie, ktory wymaga ATP, ale jest niezalezny od
czynnikéw cytozolowych i1 potencjatu btonowego. Tak wigc mozliwe jest, ze mitochondria
ssakow majg dwa odrgbne mechanizmy importu tRNA. Jeden wymaga czynnikow
cytozolowych i nienaruszonego systemu importu biatka, przypominajacego import tRNA™®
(CUU) u drozdzy, a drugi jest niezalezny od czynnikéw rozpuszczalnych, podobnie jak w

przypadku importu tRNAs®"

do mitochondriéw drozdzy [Schneider, 2011].
1.3.3. Import tRNA jako potencjalna terapia choréb mitochondrialnych

Duza czg¢$¢ chorob mitochondrialnych zwigzana jest mutacjami w genach kodujacych
mitochondrialne tRNA [Howell, 1999]. Dysfunkcje mitochondrialnie spowodowane tymi
chorobami czgsto zagrazaja zyciu, a leczenie jest czysto objawowe. Import tRNA do
mitochondriow oferuje nowa koncepcje terapii. Jesli mozliwe bytoby zaindukowanie importu
cytozolowego tRNA zdolnego do =zastgpienia wadliwego mitochondrialnego tRNA
dysfunkcja mitochondrialna spowodowana uposledzeniem translacji mogltaby zostaé
ztagodzona. Doniesienia literaturowe wskazuja, ze terapie te sa skuteczne zarowno w
warunkach in vitro jak i w liniach komérkowych [Kolesnikova, 2000; Kolesnikova, 2004;
Mahata, 2006].

Indukcja importu mitochondrialnego tRNA w systemach, ktére w warunkach
fizjologicznych nie importuja tRNA moze wydawac si¢ zaskakujaca, ale jest zgodna z
postulowanym istnieniem wszechobecnego, jednakze dotychczas stabo poznanego systemu
importu transportowych RNA. Dalszy postep w tej dziedzinie wymaga doktadnego
scharakteryzowania mechanizméw zaangazowanych w proces importu tRNA w rdéznych

organizmach eukariotycznych [Schneider, 2011].
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1.4. Choroby mitochondrialne

Choroby mitochondrialne nalezg do choréb o podtozu genetycznym i spowodowane sg
mutacjami zarowno w genomowym jak i mitochondrialnym DNA. Do tej pory opisano ponad
600 mutacji mtDNA, do ktorych mozemy zaliczy¢ delecje, rearanzacje oraz mutacje
punktowe w genach kodujacych rRNA, tRNA Iub biatka kompleksow oddechowych. Mutacje
jadrowe wystepuja w genach kodujacych podjednostki komplekséw tancucha oddechowego
jak réwniez czynniki niezbedne do ich prawidlowego skladania w blonie. Efektem tych
mutacji jest nieprawidtowe dziatanie mitochondriéw obejmujace rowniez system OXPHOS,
co lezy u podstaw ponad 150 zdefiniowanych choréb genetycznych [Tuppen, 2010; Stewart,
2015].

Okoto 15% przypadkéw chordb mitochondrialnych spowodowanych jest mutacjami w
MtDNA, co spowodowane jest jego narazeniem na bezposredni kontakt z reaktywnymi
formami tlenu (ROS) oraz niskg wydajnoscig mitochondrialnego systemu naprawy (Ryc. 5)
[Wallace, 2010].

Pomimo wielu charakterystycznych objawéw defektéw funkcji mitochondriow
diagnoza tych chordb jest trudna. Powodem jest duza réznorodno$é¢ i nasilenie zalezne od
rodzaju mutacji. Wystgpowanie mtDNA w tysigcach kopii na komorke, w stanie
homoplazmatycznym (wszystkie kopie o jednakowej sekwencji) jak i heteroplazmatycznym
(kopie réznigce si¢ pomigdzy soba, powstate na skutek mutacji wystepuja w rdznych
proporcjach) oraz dziedziczenie po linii matki sg jedng z przyczyn réznorodnosci fenotypowe;j
[Stewart, 2005]. Ze wzgledu na to, ze prawie wszystkie patogenne mutacje mitochondrialnego
DNA s3 funkcjonalnie recesywne, krytyczny stopien heteroplazmii jest przewaznie wysoki 1
wynosi minimum 70% (Ryc. 6). Po przekroczeniu tego progu pojawiajg si¢ charakterystyczne
objawy towarzyszace chorobom mitochondrialnym do ktérych mozemy zaliczy¢ m. in.:

» Wady stuchu i wzroku

» Ataki epilepsji

» Ostabienie mig$ni szkieletowych

» Encefalopati¢

» Choroby serca i uktadu migéniowo nerwowego

» Ataksje

» Zaburzenia metaboliczne

» Zaburzenia funkcji watroby, nerek oraz gruczotéw dokrewnych

» Cukrzyca
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Ryc. 5. Mutacje w genomie mitochondrialnym.

Choroby spowodowane mutacjami w genach kodujgcych biatka zaznaczono na czerwono.
Choroby spowodowane mutacjami upos$ledzajacymi synteze biatek mitochondrialnych
zaznaczono na niebiesko. ECM — encefalomiopatia; FBSN - rodzinna obustronna martwica
prazkowia; MELAS - miopatia mitochondrialna, encefalopatia, kwasica mleczanowa,
wystepowanie incydentoéw podobnych do udaréw; LHON - dziedziczny zespot Lebera; LS -
zespot Leigh; MERRF - padaczka miokloniczna z czerwonymi poszarpanymi wioknami
migsniowymi; NARP - neurogenna miopatia z ataksjg 1 zwyrodnieniem barwnikowym
siatkowki; PEO - Przewlekta postepujaca oftalmoplegia zewnetrzna; PPK - rogowacenie
dtoniowo-podeszwowe; SIDS - zesp6t naglej $mierci niemowlat.
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@® mtDNA z wariantem patogennym

Ryc. 6. Warto$¢ progowa heteroplazmii mutacji mtDNA.

Komorki mogg tolerowaé nawet wysoki poziom szkodliwego wariantu mtDNA zanim jego
obecnos¢ doprowadzi do defektu funkcjonowania systemu fosforylacji oksydacyjnej. Warto$¢
progowa jest roézna dla réznych mutacji i zalezy takze od rodzaju tkanki (na podstawie
Stewart i Chinnery, 2015).

Pojawienie si¢ objawow oraz stopien ich nasilenia jest zalezny od zapotrzebowania
energetycznego danej tkanki lub narzadu i w zwigzku z tym w pierwszej kolejno$ci pojawiaja
si¢ w tkankach i narzadach o duzej intensywnos$ci metabolizmu tlenowego takich jak migsnie
i uklad nerwowy. Przebieg choroby jest zrdéznicowany nawet w przypadku chordb
spowodowanych ta sama mutacj3. Przyczyna takiego stanu jest zalezno$¢ nasilenia objawow
od stopnia heteroplazmii, a takze innych czynnikow genetycznych [Stewart, 2005].

Zespoty badawcze w roznych czes$ciach §wiata prowadza badania epidemiologiczne
choréb mitochondrialnych. Uzyskane przez nie wyniki wykazaty, ze pelnoobjawowe choroby
mitochondrialne spowodowane mutacjami w mtDNA wystepuja ze srednig czestoscig 1/5000.
O wiele czgsciej wystepuja patogenne mutacje mtDNA nie dajace zmian fenotypowych (niski
stopien heteroplazmii) jest to jeden przypadek na kilkaset przebadanych osob [Skladal, 2003].

W ostatnich latach obserwuje si¢ znaczny rozwo6j metod diagnostycznych chorob
mitochondrialnych. Do najwazniejszych z nich zaliczamy wysokoprzepustowe techniki
sekwencjonowania nowej generacji (NGS, ang. next generation sequencing), zar6wno
sekwencjonowania panelowego jak i eksomowego (WES, ang. whole exome sequencing).
Przez wzglad na rosnaca liczb¢ wykrywanych mutacji mitochondrialnych 1 malejace koszty
stosowania tych technik s3 one coraz powszechniejsze 1 daja bardzo dobre wyniki
diagnostyczne. Skuteczno$¢ tych metod sigga 60% w przypadku bardzo precyzyjnie

dobranych i scharakteryzowanych klinicznie grup pacjentow. Ogromne znaczenie maja tez
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coraz bardziej rozbudowane bazy danych pacjentéw umozliwiajace pordwnanie mutacji i
objawow klinicznych, co przyspiesza badania i utatwia postawienie prawidlowej diagnozy

[Chinnery, 2015; Gorman, 2016].

1.4.1. MELAS
Jedna z najczeSciej wystepujacych chordb mitochondrialnych jest zespét MELAS
(miopatia mitochondrialna, encefalopatia, kwasica mleczanowa, wystepowanie incydentow
podobnych do udaréw). Dotychczas opisano okoto 30 roznych patogennych mutacji o
obszarze mtDNA zwigzanych z tg chorobg [Finsterer 2011]. Mutacje te wystepuja w genach
kodujacych czasteczki tRNA 1 niektére podjednostki tancucha oddechowego [Finsterer 2011].
Najczesciej] wystepujaca mutacja jest mutacja punktowa 3243A>G w genie
mitochondrialnym kodujacym tRNA"®, ktorej obecno$é¢ stwierdza sic w okolo 80%
zdiagnozowanych przypadkow. Mutacja ta jest jedng z najcze$ciej wystepujacych mutacji w
obrebie genomu mitochondrialnego [Ayman 2015]. Z duza czgstotliwoscig pojawiajg si¢
rowniez mutacje 3271T>C (tRNA™) oraz 13513G>A w obrebie mitochondrialnego genu
ND5.
Zespot MELAS wystepuje na $wiecie z rozng czegsto$cia. W Europie odnotowano
okoto 16, a w Australii 236 przypadkéw na 100000 osob.
Najczegsciej objawy zwigzane z zespotem MELAS pojawiajg si¢ pomiedzy 2 a 10
rokiem zycia i obejmuja:
» Toniczno — kloniczne napady padaczki
» Stany zagubienia
» Nawracajace bole glowy i wymioty
» Demencje
» Psychoze
» Utrate stuchu
» Karlowatos¢

» Polineuropati¢

1.42. LHON

Dziedziczny zesp6t Lebera (LHON) charakteryzuje si¢ zanikiem nerwow
wzrokowych. Pierwsze objawy pojawiaja si¢ migdzy 18a 30 rokiem zycia. W niektorych
przypadkach stwierdzono dodatkowo wystepowanie zaburzen neurologicznych obejmujacych

drzenie, zburzenia motoryczne, obwodowa neuropati¢ czy encefalopatie [Man, 2002].

32



W literaturze opisano okolo 60 mutacji punktowych w genach kodujacych
podjednostki kompleksow I, III, IV i syntazy ATP, ktére sa zwigzane z tg jednostka
chorobowa. Do najczgsciej wystepujacych zmian zaliczmy mutacje punktowe w genach
kodujacych podjednostki kompleksu I tancucha oddechowego: 11778G>A (dominujgca w
populacji kaukaskiej i azjatyckiej), 3460G>A oraz 14484T>C (gtownie populacja kanadyjska
pochodzenia francuskiego). Czesto$¢ wystepowania zespotu LHON w Europie wynosi od 2 w
Finlandii do 3,22 w Anglii przypadkéw na 100000 os6b [Koilkonda, 2011].

U wigkszos$ci pacjentow z zespolem LHON stwierdza si¢ bardzo wysoki stopien
wkladu tych mutacji (homoplazmia). Tylko u okoto 10% kobiet i 50% mezczyzn obserwuje
si¢ objawy choroby co moze wskazywac na istnienie innych czynnikoéw determinujacych jej
przebieg [Man, 2002; Koilkonda, 2011].

Badania wykazaly, ze zardwno przynalezno$¢ pacjenta do okreslonej haplogrupy
mtDNA (u cztowieka wyrdznia si¢ ponad 27 haplogrup) jak i dziatanie §rodowiska maja
wplyw na prawdopodobienstwo wystapienia i nasilenia objawow tej jednostki chorobowej
[Koilkonda, 2011].

1.43. MERRF

Do rownie czesto wystepujacej jednostki chorobowej zaliczany zespot MERRF
(padaczka miokloniczna z czerwonymi poszarpanymi witoknami migsniowymi), w ktorym
oprocz atakow epilepsji towarzyszy kartowato$¢, miopatia, ataksja mozdzkowa, utrata stuchu,
demencja 1 polineuropatia. Pierwsze objawy choroby pojawiaja si¢ w wieku dziecigcym
[Remes, 2003; Catteruccia, 2015].

Dotychczas opisano 7 mutacji punktowych w obszarze mtDNA wywotujacych zespot
MERRF. Do najczestszej mutacji zaliczamy 8344A>G w genie kodujacym tRNAY®, ktora
odpowiada za 80% przypadkow tej choroby. Czgstos¢ wystepowania tej mutacji w Europie
wynosi okoto 0,25 przypadkow na 100000 oséb [Remes, 2003; Catteruccia, 2015].

1.4.4. Zespot Leigh’a

Jedna z najcigzszych chordéb mitochondrialnych wieku dziecigcego jest zespot Leigh’a
(ang. Leigh syndrome, LS). Choroba ta dotyka 1 na 36000 zywo urodzonych noworodkéw i
powoduje kwasice mleczanowg oraz symetryczne zmiany w osrodkowym uktadzie
nerwowym glownie w jadrach podstawnych i1 pniu moézgu. Zmiany te prowadza do

niepelnosprawnosci intelektualnej i ostabienia migsni [Darim, 2001; Lee, 2020]. Dzieci
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dotknigte tg chorobg nie dozywaja trzeciego roku zycia, a gldwng przyczyng zgonu jest
najczesciej niewydolnosé oddechowa [Baertling, 2014].

Dotychczas opisano ponad 75 mutacji w genach jadrowego oraz mitochondrialnego
DNA zwigzanych z tg chorobg. Mutacje te wystepuja najczesciej w genach kodujacych
kompleks i IV tancucha oddechowego [Inak, 2021].

Do najczgstszych objawow zaliczamy:

» Napady drgawkowe

Hipotoni¢
Kwasicg mleczanowg
Trudno$ci ze ssaniem
Zaburzenia potykania

Wiotko$¢ miegsni

vV V.V V V VY

Zahamowanie rozwoju psychoruchowego

1.45. NARP/MILS
Mutacje punktowe w obszarze genu MT-ATP6 kodujacego podjednostke a syntazy
ATP s3a zwigzane z wystgpowaniem zespotu NARP/MILS (neurogenna miopatia z ataksja 1
zwyrodnieniem barwnikowym siatkowki/zespot Leigh’a). Po raz pierwszy choroba ta zostata
opisana przez Holt 1 wsp. [Holt, 1990]. Najczesciej jest wywolywana mutacjg 8993T>G. Do
najczesciej towarzyszacych zespolowi NARP objawow zaliczamy:
» Zwyrodnienie barwnikowe siatkowki
» Neurogenna wiotko$¢ migsni proksymalnych
» Ataksja
» Napady drgawek
» Opo6znienie rozwoju
» Neuropatia czuciowa
Wystepowanie 1 nasilenie objawow zalezy od stopnia heteroplazmii. Jesli poziom
mutacji jest nizszy niz 60% nie obserwujemy wystepowania objawdéw choroby. Przy 60-75%
heteroplazmii obserwuje si¢ retinopatie. Pelnoobjawowy zesp6t NARP obserwuje si¢ przy 75-
90% mutacji. W przypadku gdy 90% mtDNA uleglo mutacji pojawia si¢ dodatkowo zespot
MILS, zwany réwniez syndromem Leigh’a, charakteryzujaca si¢ postepujaca encefalopatig
prowadzaca do $mierci pacjenta w wieku niemowlgcym [DiMauro, 2004; Schon, 2010].
Badania wykazaty, Ze nasilenie objawdw nie zawsze koreluje z wysokim poziomem

heteroplazmii, co podobnie jak w przypadku innych choréb mitochondrialnych wskazuje na
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istnienie dodatkowych czynnikow wplywajacych na przebieg tej choroby. Jednym z tych
czynnikow jest polimorfizm mtDNA warunkujgcy przynalezno$¢ do okreslonej haplogrupy
[D’Aurelio, 2009].

Za zespot NARP odpowiadajg rowniez inne mutacje w genie MT-ATP6: 8993T>C,
9176T>G, 9176T>C, 9185T>C. Mutacje T>G prowadzg do zmian Leu>Arg i towarzyszg im
cigzsze objawy niz w przypadku mutacji T>C, ktére prowadza do substytucji Leu>Pro
poniewaz substytucja T>G prowadzi do wickszego obnizenia poziomu ATP. Prawdopodobnag
przyczyng takiego stanu jest zmniejszenie przeptywu protonow przez kanal jonowy
znajdujacy si¢ w obszarze podjednostki o 1 uposledzenia sprzezenia przeptywu protonoéow z
ruchem obrotowym pier$cienia ¢ [Childs, 2007; Schon, 2010]. Spadek szybkosci fosforylacji
ADP moze by¢ spowodowany nieprawidlowym ztozeniem i niestabilno$cig syntazy ATP
[Nijtmans, 2001; Smet, 2009]. Badania prowadzone na materiale pochodzacym od pacjentow,
a takze na komorkach hybrydowych uzyskanych w wyniku fuzji cytoplastow (komoérek
pozbawionych jadra komoérkowego pochodzacych od pacjenta) z okreslong mutacja w
obszarze genomu mitochondrialnego z komorkami pozbawionymi mitochondriow oraz
wykorzystanie modelu drozdzowego wykazaty istnienie jeszcze innych bioenergetycznych i
biochemicznych aspektow towarzyszacych zespotowi NARP [King, 1996; Kucharczyk,
2009]. Zaliczamy do nich wzmozone wytwarzanie reaktywnych form tlenu, zmiany
adaptacyjne systemu antyoksydacyjnego komorki, a takze zaburzenia organizacji sieci
mitochondrialnych oraz zaburzenia homeostazy jondw wapnia [ Thorburn, 2004].

Zespot NARP wystepuje rzadziej niz 0,71 przypadku na 100000 osoéb jednakze

dostepne dane epidemiologiczne sg niepetne.

1.4.6. Cukrzyca mitochondrialna

Mutacja odpowiedzialna za wystgpowanie zespotu MELAS 3243A>G jest rowniez
przyczyna wystepowania dziedziczonej w linii matczynej cukrzycy wspoélistniejace] z
uposledzeniem shuchu znanej jako zespot MIDD (ang. Maternally- i nherited diabetes and
deafnes). Mutacja ta wystepuje w rejonie genu kodujacego mitochondrialne tRNA™,
Czesto$¢ wystepowania mutacji u pacjentdow chorych na cukrzyce jest w duzym stopniu
zalezna od grupy etnicznej. Najczgsciej wystepuje w populacji japonskiej (1,5% wszystkich
odnotowanych przypadkow) podczas gdy w populacji europejskiej wynosi 0,8%, a w innych
grupach etnicznych jest jeszcze nizsza i wynosi okoto 0,6% [Murphy, 2008; Finsterer, 2011].

U pacjentéw bedacych nosicielami mutacji 3243A>G wystepowanie cukrzycy jest

czeste (okoto 85%). Wiek pacjentow w chwili pojawienia si¢ objawow jest bardzo
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zréznicowany (od 11 do 68 lat). Ponad 75% pacjentow, u ktorych pojawila si¢ cukrzyca cierpi
réwniez na niedostuch lub catkowitg utrat¢ stluchu. Inne objawy towarzyszace tej jednostce
chorobowej obejmuja: dystrofie w obszarze plamki zoéltej, nadcisnienie i otylo$¢ typu
brzusznego, udary i bdle glowy, kartowatos¢, atrofia kory moézgowej 1 mézdzku, miopatia,
niewydolnos$¢ serca, niewydolno$¢ nerek, zaparcia oraz zaburzenia wchilaniania. U wielu
pacjentdw zaobserwowano réwniez wystepowanie zaburzen psychicznych takich jak depresja
czy schizofrenia [Malecki, 2006; Murphy, 2008].

Mutacja 3243A>G powoduje zaburzenia w  strukturze czwartorzedowej
mitochondrialnego tRNA"® i dimeryzacji czasteczek. Prowadzi to do obnizenia aktywnosci I
i IV kompleksu tancucha oddechowego i deficyt energetyczny w tkankach i narzadach o
wysokim poziomie metabolizmu takich jak trzustka, siatkoéwka, migénie, nerki i mozg. W
trzustce dochodzi do obnizenia masy komorek B i niedoboru insuliny co w konsekwencji
prowadzi do pojawienia si¢ objawOw cukrzycy, podczas gdy wrazliwos¢ komorek
docelowych na insuling pozostaje niezmieniona lub ulega bardzo nieznacznemu obnizeniu
[Malecki, 2006; Murphy, 2008].

Niedostuch lub catkowita utrata stuchu spowodowana jest przez deficyt energetyczny
w komorkach budujacych prazek naczyniowy, ktore zawieraja duza ilos¢ mitochondriow.
Komorki te produkuja endolimfe wypelniajaca przewdd slimaka w zwigzku z tym ich
dysfunkcja moze zaburza¢ stezenie jondw w tym roztworze, co mogloby utrudniac
powstawanie potencjalu czynnosciowego w komorkach stuchowych narzadu Cortiego
lezacych na granicy dwoch $rodowisk o krancowo roznym sktadzie elektrolitowym. Analizy
preparatow histopatologicznych pacjentow z zespotem MIDD wykazata atrofi¢ prazka
naczyniowego [Murphy, 2008].

Za wystgpowanie cukrzycy o podlozu mitochondrialnym moga by¢ rdwniez
odpowiedzialne inne mutacje punktowe w obszarze gendéw kodujacych mitochondrialne
tRNA™ (3256C>T, 3264T>G, 3254C>G ORAZ 3271T>C), tRNA™® (8296A>G, 8344A>G i
8356 T>C), tRNA™Y (10438A>G), tRNA (12258C>A), tRNA®" (14709T>C). W literaturze
opisane sa rowniez przypadki cukrzycy mitochondrialnej spowodowanej mutacjami
punktowymi w obszarze genu ND1 kodujacego jedng z podjednostek kompleksu I tancucha
oddechowego (3394T>C 1 3398T>C) oraz w obszarze petli D (14577T>C). Badania
epidemiologiczne pokazuja, Ze mutacje w obszarze genomu mitochondrialnego s3
odpowiedzialne za okoto 1% wszystkich przypadkow cukrzycy [Murphy, 2008].

W przypadku cukrzycy typu drugiego, ktora charakteryzuje si¢ insulinoopornoscia

komorek migséni, watroby 1 tkanki tluszczowej réwniez zaobserwowano zaburzenia funkcji

36



mitochondriéw. Zmiany te byly jednak nieczwigzane z obecno$cig mutacji w obszarze
mtDNA. Nie ma wi¢c jednoznacznej odpowiedzi na to czy zaburzenia mitochondrialne sa
pierwotng przyczyng sprzyjajaca rozwojowi insulino opornosci czy maja charakter wtérny i
wynikajaca ze stresu oksydacyjnego spowodowanego hiperglikemia. Przypuszcza si¢, ze
pierwotna dysfunkcja mitochondriéw, ktora polega na obnizonej wydajnosci utleniania
kwasow tluszczowych, moze leze¢ u podstawy dyslipidemii i insulinoopornosci. Bez wzgledu
na to co jest przyczyna a co skutkiem wraz z rozwojem cukrzycy obserwuje si¢ nasilenia
uszkodzen mitochondridéw, co zwigksza insulinooporno$¢ tworzac samonapedzajace si¢
btedne koto. Mechanizmy te sg przedmiotem intensywnych badan ze wzgledu na ich

potencjalne znaczenie w terapii cukrzycy [Murphy, 2008].

1.4.7. Terapia choréb mitochondrialnych

Na chwil¢ obecna nie ma skutecznych metod leczenia chordb mitochondrialnych. W
praktyce klinicznej stosuje si¢ dzialania majace na celu spowolnienie postgpu choroby, a
takze popraw¢ komfortu zycia pacjentow. W tym celu podaje si¢ pacjentom witaminy,
prowadzi fizjoterapi¢ oraz wykorzystuje leczenie paliatywne polegajace na lagodzeniu
objawow poprzez interwencj¢ farmakologiczne, chirurgiczne jak roéwniez na usuwaniu
szkodliwych dla organizmu metabolitow. Ze wzgledu na towarzyszacy chorobom
mitochondrialnym niedobdr energetyczny podaje si¢ pacjentom metabolity i ko faktory, do
ktorych zaliczamy koenzym Q10 (CoQ10), L-karnityng. Chorobom mitochondrialnym
towarzyszy rowniez wigksza produkcja reaktywnych form tlenu, jak rowniez stres
oksydacyjny, ktoremu prébuje si¢ przeciwdziata¢ poprzez podawanie akceptoréw elektronow
takich jak witamina E, C, bursztynian oraz zwigzkéw o wilasciwosciach antyoksydacyjnych
[DiMauro, 2006; Keer, 2010].

Ze wzglgdu na brak skutecznych metod leczenia choréb mitochondrialnych
nieustannie poszukuje si¢ nowych strategii terapeutycznych. Obiecujagcym rozwigzaniem
wydaje si¢ by¢ terapia genowa, ktérej podstawowym ograniczeniem jest brak mozliwosci
stabilnej transfekcji mitochondrialnego genomu komorek ssakow. Duzym sukcesem byloby
opracowanie strategii, ktora pozwolitaby na przesuniecie heteroplazmii w taki sposob by
zmniejszy¢ liczbe czasteczek mtDNA zawierajaca chorobotwoércza mutacje ponizej wartosci
progowej. Wsrod potencjalnych strategii terapeutycznych wymienia si¢ regulacje biogenezy
mitochondridow, modulacje sieci mitochondrialnej i1 regulacj¢ homeostazy jondéw wapnia.

Doniesienia literaturowe wykazaty skutecznos$¢ tych strategii w warunkach laboratoryjnych.
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Pomimo tego zadna z nich nie znalazta dotychczas powszechnego zastosowania w praktyce
klinicznej [Gueven, 2013].

Badania nad zespotem LHON wykazaly pozytywne efekty dziatania pochodnej
koenzymu Q10 o nazwie idebenon. Zwiazek ten jest od niedawna zarejestrowanym lekiem w
Unii Europejskiej. Ponadto w przypadku tej choroby trwaja obecnie badania kliniczne nad
wykorzystaniem terapii genowej. Pacjentom podaje si¢ konstrukt zawierajacy ramke odczytu
dla genu MT-ND4 poprzedzong sekwencja aminokwasowa kierujgcg do mitochondriow. Jako
nosnik wykorzystano technologi¢ adenowiruséw (ang. adeno-associated virus, AAV) [Yu,
2012; Gueven, 2013].

Portal Mitochondrial Disease News (https://mitochondrialdiseasenews.com) zajmujacy
si¢ chorobami mitochondrialnymi regularnie informuje o nowych prébach klinicznych
glownie 1 fazy. W drugiej fazie badan klinicznych znajduje si¢ obecnie zwigzek
niskoczasteczkowy KH176, ktory jest modyfikacja troloksu bedacy rozpuszczalng w wodzie
pochodng witaminy E. Prowadzone nad tym zwiazkiem badania pokazuja jak wiele trudnosci
spotyka si¢ w trakcie prac nad terapig dla tak ztozonych chordb. Do badania zakwalifikowano
18 pacjentdow z jedna z najczesciej wystgpujacych mutacji mtDNA 3243 A>G. Mutacja ta jest
odpowiedzialna za ci¢zka posta¢ zespotu MELAS jak roéwniez miopati¢ mitochondrialne oraz
cukrzyce. Badania na modelach zwierzecych wykazaly, ze KH176 stabilizuje choéd. W
badaniach klinicznych trudno bylo zaobserwowacé statystycznie istotne réznice. U 16 z 18
pacjentéw nie zglaszano problemdéw z niestabilnoscig chodu, co wigcej nie odnotowano
zadnego objawu, ktory byt by obecny u wszystkich badanych. Najwazniejszym wnioskiem z
prowadzonych badan jest to, ze KH176 jest lekiem bezpiecznym [Gueven, 2013; Janssen,
2018].

Duzym utrudnieniem w badaniach nad opracowaniem skutecznych strategii
terapeutycznych jest zbyt mata liczba pacjentow z dang jednostka chorobowa. Dobrym
przyktadem sg tu zaburzenia puli nukleotyddéw. Niedobdr ktoregos z deoksynukleotydow w
mitochondriach prowadzi do zaburzenia replikacji mtDNA, co w konsekwencji prowadzi do
znacznego spadku liczby kopii i rozwoju zwykle cigzkiej miopatii lub encefalopatii. Jednym z
przyktadow takiej choroby jest miopatia wywotana mutacjag w genie TK2 kodujacym kinaze
tymidynowa. Obecnie znanych jest okoto 100 pacjentow z mutacjami w tym genie. Tylko
nieliczni z nich sg leczeni nukleozydami [Gueven, 2013; Janssen, 2018].

W przypadku encefalomiopatii powodowanej mutacja genu RRM2B, ktory koduje
podjednostke reduktazy rybonukleotydowej opisano jedynie 15 pacjentéw. Pomimo, iz terapia

nukleozydami moglaby si¢ okaza¢ skuteczna takze w ich przypadku, ze wzgledu na brak
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Wczesniejszych badan na zwierzetach 1 wlasnie bardzo malg grupe, pacjentom z mutacjami
RRM2B nukleozydéw sie nie podaje [Janssen, 2018].

Spore nadzieje dla pacjentéw z mutacjami mitochondrialnymi niesie terapia
polegajaca na przeniesieniu przedjadrzy lub wrzeciona kariokinetycznego do zygoty
pozbawionej przedjadrzy lub oocytu pozbawionego wrzeciona kariokinetycznego
pochodzacego od zdrowej dawczyni. Procedura ta przeprowadzana jest pozaustrojowo. W
pierwszym przypadku juz po zaplodnieniu, w drugim zaptodnienie nast¢puje po transferze
wrzeciona. Metoda ta uniemozliwia przekazanie dziecku przez kobiet¢ mtDNA z patogennym
wariantem gdyz cytoplazma, a wraz z nig mitochondria 1 mitochondrialny DNA pochodzi od
zdrowej dawczyni. Metoda ta wywoluje jednak wiele kontrowersji na catlym $wiecie.
Procedura ta znana jako mitochondrial replacement jest dozwolona jedynie w Wielkiej
Brytanii, gdzie uzyskata zgod¢ Human Fertilisation and Embryology Authority [Watts, 2012;
Zhang, 2017].

1.5. Metody manipulacji mitochondrialnym DNA
1.5.1. Transfer genomu jagdrowego

W celu zablokowania dziedziczenia zmutowanego mitochondrialnego DNA u kobiet,
ktorych rodziny zagrozone sa chorobami opracowywane sg procedury zastgpowania
mitochondriow. Metody te 13cza przeniesienie nDNA w r6znych formach z komorki jajowej
zawierajace] zmutowane matczyne mtDNA do oocytu dawcy lub komorki jajowej z mtDNA
typu dzikiego. Techniki te obejmuja przeniesienie nienaruszonego jadra, przedjadrza lub
kompleksu mejotycznego wrzeciono-chromosom [Craven, 2010; Wnag, 2014; Ma, 2015].
Metoda ta zostata z powodzeniem przetestowana na myszach oraz makakach Rhesus jednak
jej zastosowanie w przypadku ludzi moze prowadzi¢ do wielu niepozadanych efektow
zwigzanych z zastosowanymi odczynnikami oraz metodami izolacji i transferu nDNA [Wang,
2014; Wolf, 2014]. Obecnie techniki te wydaja si¢ by¢ odleglte i nie sg przydatne w
komorkach somatycznych jak rowniez u 0sdb z chorobami mitochondrialnymi [Ma, 2015].

Pomimo potencjalnego niedopasowania NDNA-mtDNA w ludzkich liniach
komorkowych proces oddychania komorkowego wydaje si¢ nienaruszony. Jednakze
konsekwencje parowania genoméw jadrowych i mitochondrialnych z ro6znych zZrodet
pozostajg nieznane. Ponadto nadal pozostaje niejasne czy moze to mie¢ wplyw na osoby
urodzone z niedopasowaniem nDNA-mtDNA [Hamilton, 2015]. W przypadku krzyzowek
wsobnych myszy z nDNA typu dzikiego C57BL/6J i mtDNA typu dzikiego 129S6 lub NZB
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obserwuje si¢ obnizenie aktywnosci, spozycia pokarmu, reakcji na stres oraz zaburzenia w
procesie oddychania w poréwnaniu z myszami kontrolnymi Sharpley, 2012].

Metody te moga stanowi¢ rowniez potencjalne wyzwanie etyczne gdyz materiat
genetyczny roéznych osob jest faczony w celu wygenerowania embrionéow. W 2015 roku
Brytyjska Izba Gmin zatwierdzila stosowanie metod terapii genowej opartej na IVF w
leczeniu choréb mitochondrialnych. Decyzja ta wywotata debate nad tozsamoscia jednostki i
rozpowszechnianiem mtDNA dawcy w kolejnych pokoleniach [Vogel,2014; Herbert, 2015;
Richardson, 2015].

1.5.2. Redukcja heteroplazmii poprzez ,,waskie gardlo”

Zmiana stosunku heteroplazmii w kierunku mtDNA typu dzikiego lub zmutowanego
nastgpuje przez zmniejszenie zawartosci mtDNA spowodowane przez tzw. ,.genetyczne
waskie gardto” (ang. genetic bottleneck) podczas wczesnego roznicowania embrionalnego
[Brown, 2001; Taylor, 2005]. Podobna redukcja ,,waskiego gardta” moze réwniez wystapic¢
podczas  przeprogramowania  heteroplazmatycznych  komoérek  somatycznych  do
indukowanych pluripotencjalnych komorek macierzystych (ang. Induced pluripotent stem
cell, iPSC), co skutkuje powstaniem iPSC o réznych proporcjach mtDNA typu dzikiego do
zmutowanego [Fujikura, 2012; Teslaa, 2015]. Nie ma pewnosci czy wszystkie pierwotne typy
komorek heteroplazmatycznych 1 wszystkie mutacje przechodzg przez waskie gardto podczas
programowania w celu dostarczenia wzbogaconych lub homoplazmatycznych zmutowanych
iPSC do modelowania choroby lub badan podstawowych. Interesujace jest to, ze niedawne
badania wykazaty rézne proporcje mtDNA typu dzikiego w poréwnaniu ze zmutowanym
mtDNA w pojedynczych fibroblastach w populacji przed programowaniem, co sugeruje
wybor, potencjalnego alternatywnego mechanizmu generowania iPSC o podwyzszonych
stosunkach mtDNA typu dzikiego lub zmutowanego. Wynik ten moze wskazywac, ze
segregacja zmutowanych mtDNA moze zachodzi¢ szerzej] w komorkach innych niz komorki
zarodkowe. Dane te mogg stanowi¢ potencjalng alternatywng strategie dla zarodkow
generowanych przez transfer genomu jadrowego, polegajacy na przeprogramowaniu komorek
somatycznych od samicy w celu uzyskania iPSC pozbawionych zmutowanego mtDNA, a
nastgpnie réznicowaniu w funkcjonalne oocyty (jesli to mozliwe) dla réznych form transferu
nDNA [Ma, 2015]. Teoretycznie opracowanie takiego podejscia wymagatoby materiatu
genetycznego tylko od dwoch osobnikow, a homoplazmatyczne iPSC typu dzikiego moglyby

znalez¢ zastosowanie w medycynie regeneracyjnej [Park, 2009; Hayashi, 2013].
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1.5.3. Nukleazy DNA i enzymy zdolne do edycji mtDNA

Wprowadzenie do komodrki zmodyfikowanych konstruktéw kodujacych enzymy
restrykcyjne skierowane do mitochondriow przyczynito si¢ do selektywnej eliminacji
zmutowanych sekwencji mtDNA w komorkach heteroplazmatycznych 1 zmiany stosunkow
mtDNA. W liniach komérek hybrydowych gryzoni i ludzkich (cybrydy) enzymy Pstl 1 Smal
przesunely stosunki heteroplazmi mtDNA typu zmutowanego do dzikiego przyczyniajac si¢
tym samym do wzrostu oddychania komorkowego [Srivastava, 2001; Tanaka, 2002].

Mysie hepatocyty transfekowane ukierunkowanym na mitochondria enzymem ApalLl
wykazywaly szybkie przejscie od heteroplazmi do homoplazmi. Proces ten trwal zaledwie 6
godzin [Bayona-Bafaluy, 2005].

Wprowadzony do komoérek migsni piszczelowych chomikéw enzym EcoRI obnizat
aktywnos¢ kodowanej przez genom mitochondrialny oksydazy cytochromu ¢, nie powodujac
przy tym obnizanie ekspresji podobnych jadrowych pseudogenow [Tanaka, 2002].

Duzym sukcesem okazato si¢ wykorzystanie technologii adenowiruséw (ang. adeno-
associated virus, AAV), jako no$nikow enzymow restykcyjnych. Transfekcja myszy NZB 3
BALB/c endonukleazami ukierunkowanymi na mitochondria zmienita stosunek heteroplazmii
mtDNA w obrgbie catego organizmu [Bayona-Bafaluy, 2005].

Pomimo sukcesu wykorzystania endonukleaz ukierunkowanych na mitochondria
pojawia si¢ szereg problemow z jej szerszym zastosowaniem. Trudno jest zidentyfikowac
miejsca docelowe specyficznie wystepujace tylko w mtDNA typu dzikiego lub zmutowanego
w komorce. Ponadto istnieje ograniczona liczba endonukleaz o znanych miejscach hydrolizy.
Jak wykazaly badania sposréd 200 roznych mutacji mtDNA tylko dwie majg miejsca
restrykcyjne, ktére moze byC selektywnie rozpoznawane przez istniejaca endonukleaze
[Reddy, 2015].

W celu wyeliminowania ograniczen enzymow restrykcyjnych podjeto proby taczenia
sekwencji niespecyficznych nukleaz z rozpoznawanymi przez DNA domenami biatek. Zabieg
ten miat na celu zwigkszenie zakresu rozpoznawania i hydrolizy sekwencji nukleotydowych
w mitochondrialnym DNA. Przecigcie mtDNA powoduje pekniecie dwuniciowego DNA co
prowadzi do jego degradacji [Bayona-Bafaluy, 2005].

Jak wykazaty badania niektore bialka palca cynkowego (ang. zinc-finger proteins)
moga si¢ wigzac z trojnukleotydami zawierajagcymi kodon. Moduty palca cynkowego wigzace
DNA zostaty opracowane dla wszystkich 64 kombinacji kodonéw. Dodanie ludzkiej
metylotransferazy DNMT3a do specyficznego konstruktu palca cynkowego spowodowalo

metylacje mtDNA we wczesniej okreslonym nukleotydzie [Minczuk, 2006].
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Laczac ze sobg specyficzne moduty palca cynkowego, sekwencj¢ ukierunkowang na
mitochondria oraz nukleaze, uzyskano konstrukt ekspresyjny kodujgcy mitochondrialne
nukleazy palca cynkowego (ang. mitochondrial zinc-finger nucleases, mitoZFN), ktore sa
zdolne do rozpoznawania i hydrolizy okreslonych sekwencji mtDNA [Minczuk, 2006; Gaj,
2013]. mitoZFN, zawierajace niespecyficzng nukleaze Fokl, zostaty zaprojektowane tak, aby
rozpoznawaly sekwencje 12 par zasad i hydrolizowaly zmutowane mtDNA, ktore rozni si¢ od
mtDNA typu dzikiego tylko jedng para zasad [Minczuk, 2008]. W ludzkich liniach
komorkowych wprowadzenie mitoZFN skierowanych w mutacje mtDNA 8993T>G,
zwigzang z zespotem Leigh oraz zespolem NARP, skutkowalo redukcja zmutowanych
mtDNA i przej$ciem w kierunku mtDNA typu dzikiego [Gammage, 2014].

Nukleazy efektorowe podobne do aktywatoréw transkrypcji ukierunkowanych na
mitochondria (ang. mitochondria-targeted transcription activator-like effector nucleases,
mitoTALENS) dostarczaja innego rodzaju enzymy hydrolizujace sekwencje docelowe.
System ten oparty jest na biatkach efektorowych TAL zawierajacych 34 powtorzenia
aminokwasowe, pierwotnie odkryte w proteobakteriach z gatunku Xanthomonas. Nukleazy
TALE moga rozpoznawaé pojedyncze nukleotydy, co umozliwia rozpoznanie, wigzanie i
ciecie prawie kazdej sekwencji, o ile zaczyna si¢ ona od tymidyny. Metoda mitoTALEN z
powodzeniem zostala wykorzystana w mysich komérkach NZB 3 BALB/c eliminujac
mtDNA ze specyficznymi mutacjami punktowymi lub duzymi delecjami w komorkach
pochodzacych od pacjentow [Bacman, 2013; Reddy, 2015; Hashimoto, 2015].

Pomimo duzych nadziei zwigzanych z wykorzystaniem metod mitoZFN oraz
mitoTALEN metody te posiadajg rowniez swoje ograniczenia. W przypadku mitoZFN modut
palca cynkowego nie zostat zidentyfikowany dla wszystkich istniejacych kodonow, co
wyklucza wykorzystanie tej metody dla wybranych sekwencji. Takiego ograniczenia nie ma
dla metody mitoTALEN, poniewaz kazda nukleaza TALE rozpoznaje okreslony nukleotyd.
Jednakze zarowno ZFN jaki 1 TALEN sa trudne do wygenerowania ze wzglgedu na znaczng
modyfikacje bialek wymagang do rozpoznawania sekwencji okreslonych sekwencji DNA. Co
wiecej dostarczanie duzych ilosci prawidtowo skonstruowanych mitoZFN lub mitoTALEN do
mitochondriow pozostaje duzym wyzwaniem [Moraes, 2014]. W przypadku mitoTALEN
wektor, kodujacy wszystkie niezbedne elementy, moze mie¢ wielkos¢ 5000 par zasad.
Wielkos¢ ta przekracza granice, ktorg AAV sg zdolne wprowadzi¢ do infekowanych komoérek
[Hashimoto, 2015].

Nadziejg na rozwigzanie opisanych probleméw wydaje si¢ by¢ stosunkowo nowa

metoda edycji genomu CRISPR-Cas9. Metoda ta opiera si¢ tylko na jednym biatku (nukleazie
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Cas9) i jednym kierujacym RNA do selektywnego cigcia sekwencji DNA. Nie jest jednak do
konca jasne czy CRISPR-Cas9 moze cig¢ lub edytowa¢ mtDNA, poniewaz import
kierujacego RNA do mitochondriow jest trudny [Doudna, 2014; Hashimoto, 2015 Liang,
2015].

W przypadku wszystkich opisanych powyze] metod pojawia si¢ pytanie czy
wprowadzenie do komorki tego typu narzedzi nie doprowadzi do obnizenia zawartosci
MtDNA ponizej progu funkcjonalnego, co w konsekwencji moze doprowadzi¢ do pojawienia
si¢ dodatkowych niepozadanych efektoéw [Moraes, 2014].

Alternatywa dla ekspresji genow mitochondrialnych w jadrze komoérkowym jest ich
bezposrednie dostarczanie do mitochondriow. Duze nadzieje wigze si¢ w tym przypadku z
technologiag oparta o AAV. Ze wzgledu na ich zdolno$¢ do transdukcji wielu réznych
komorek oraz brak patogenno$ci u ludzi, wektory AAV sa bardzo przydatne w jadrowych
terapiach genowych [Vasileva, 2005]. Wiaczenie do zewngetrznego biatka kapsydu AAV
sekwencji kierujacej do mitochondriow umozliwitlo wprowadzenie do mitochondriow ciata
szklistego oka myszy sekwencji zmutowanego genu podjednostki 4 dehydrogenazy NADH
(ang. NADH dehydrogenase subunit 4, ND4) [Yu, 2012]. Zabieg ten doprowadzit do
pojawienia si¢ w myszach typu dzikiego objawow fenotypowych podobnych do tych
obserwowanych w zespole LHON. Z kolei wprowadzenie do AAV prawidlowej kopi genu
ND4 1 podanie go myszom z objawami chorobowymi doprowadzit do czgsciowego zaniku
objawow chorobowych [Yu, 2012].

Wektory AAV moga pomiesci¢ sekwencje DNA o wielkosci do 5 tysiecy par zasad,
umozliwiajac dostarczenie wszystkich 37 gendw mitochondrialnych do komorek ludzkich.
Mechanizm wnikania DNA, przenoszonego przez AAV, do mitochondriow nie zostat dotad
poznany. Nie ma réwniez pewnosci czy dostarczanie AAV nie doprowadzi do zaktocenia
funkcji mitochondriow niezaleznych od tafncucha transportu elektronow (ang. electron
transport chain, ETC) [Yu, 2012]. Ponadto ze wzgledu na niski poziom proceséw
naprawczych w mitochondriach sekwencje dostarczane przez AAV nie integruja si¢ do

mtDNA i pozostaja episomalne przez blizej nieokreslony czas [Alexeyev, 2013].

1.5.4. Import struktur podobnych do tRNA do mitochondriéw

Roslinne tRNA"" nalezy do grupy tRNA, ktora kodowana jest w jadrze
komorkowym, a nast¢pnie importowana do mitochondriéw. Analizy biochemiczne wykazaty
rowniez, ze te same syntetazy tRNA sg obecne zaréwno w cytozolu jak i w mitochondriach

[Dahan, 2013]. Dlatego tez podjgto proby wykorzystania, pochodzacego z Phaseolus vulgaris
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tRNA- jako narzedzia do modyfikacji mitochondrialnego DNA. Wydtuzony o 4 nukleotydy
w petli antykodonowej tRNA ulegajacy ekspresji z trans genu jadrowego byt obserwowany w
mitochondriach. Oznacza to, ze tRNA nie musi by¢ zaangazowane w proces translacji, aby
mogt by¢ importowany do mitochondriow. Strategia ta nie znalazta jednak dalszego
zastosowania gdyz, wydtuzanie sekwencji o kolejne nukleotydy prowadzito do zaniku
stabilnej ekspresji w warunkach in vivo [Small, 1992].

Podjeto rowniez proby dolaczania krotkich dodatkowych sekwencji na koncu 5’
tRNA. Jednakze sekwencje te byly usuwane przez RNaze P, ktora rozpoznaje tylko strukture
tRNA i usuwa wszelkie sekwencje poprzedzajace [Geiduschek, 1988].

Metody oparte o naturalny szlak transkrypcji jadrowego tRNA réwniez nie przyniosty
pozytywnych rezultatdéw. Transkrypcja jadrowego genu tRNA odbywa sie poprzez
polimerazg III i kierowana jest przez wewnetrzne promotory, a miejsce inicjacji transkrypcji
znajduje si¢ zaledwie kilka nukleotydow przed koncem 5° dojrzalej czasteczki tRNA
[Geiduschek, 1988]..

Duzym sukcesem okazata si¢ strategia oparta o wykorzystanie struktur podobnych do
tRNA (ang. tRNA-like structure, TLS). Struktury te pochodza z konca 3’ genomowych RNA
wirusow roslinnych i przyjmuja struktur¢ tRNA. Ponadto ulegaja aminoacylacji, ale nie sa
rozpoznawane przez RNazg P [Dreher, 2009; Dreher, 2010].

Szczegdlnym przyktadem jest genomowy RNA wirusa zottej mozaiki rzepy (ang.
turnip yellow mosaic virus, TYMV). Genom TYMV stanowi jednoniciowy RNA o dtugosci
6318 nukleotydow, na ktorego 3’ koncu znajduje si¢ 82 nukleotydowa sekwencja TLS o
homologii do tRNA®. Badania wykazaly, ze tRNA'® jest naturalnie importowane do
mitochondriow  wszystkich badanych dotychczas roslin  wyzszych, co pozwolito
przypuszczaé, ze bedzie to rowniez mozliwe w przypadku TYMV TLS [Matsuda, 2004;
Dreher, 2010].
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~ p69
cap p206 Cp

5
A
o]
5
A
UPSK U-a
,,,,,, uUa cC-G
- AU c-8
. Q A C =
tacznik U-A" gy a-u
A-U ¢ G A
GACCAGCAGC G-C ¢~ G, C
UGCCAGUAAC §8 ¢, GU Rybozym HDV
ACACCUACGU 1 > c
U gcecU-A
GCGCUGCCAAACACUUCCACCUAAGUU A fh |
CGGG
GACCC‘,;C?CG U UgC
. ) UuAGCGAGG é\
Sekwencja pasazerska g 2
uv-a Struktura podobna do tRNA
G-C
U-A
C-G
(o Cc
o A
CAC
PKTLS

Ryc. 7. Schemat przygotowania konstruktu PKTLS (na podstawie Val, 2011).

Rdzen konstruktu stanowi struktura podobna do tRNA pochodzaca z wirusa z6ttej mozaiki
rzepy. Na koncu 5’ przylaczono sekwencj¢ pasazerska oraz lacznik. Na koncu 3’ dodano
sekwencje kodujaca rybozym HDV.

Podobnie, jak tRNA TYMV TLS przyjmuje strukture liScia koniczyny jednakze petla
akceptorowa zawiera pseudowezel (ang. pseudoknot). Przypuszcza sig, ze struktura
pseudowezta obecna jest w prawie wszystkich strukturach podobnych do tRNA
pochodzacych z wirusé6w ros$linnych. Pomimo obecnos$ci dodatkowego pseudowezia
wymodelowana struktura trzeciorzedowa TYMV TLS wykazuje silne podobienstwo do tRNA
[Dreher, 2004]. Podobnie jak w przypadku tRNA istnieje bezposrednia interakcja pomiedzy
petlami T 1 D. Sekwencja pomiedzy nukleotydami 83 1 109 powyzej sekwencji TLS w
genomowym RNA TYMV przyjmuje struktur¢ pseudowezta (ang. upstream pseudoknot,
UPSK), ktéora pozwala na rozpoznanie TLS przez syntetazg tRNA [Dreher, 2004,
McCormack, 2007]. Struktury podobne do tRNA wraz z UPSK tworzg bardzo stabilng
strukturg, ktorej nie zaburza obecno$¢ reszty dlugiego genomowego RNA TYMV. W

okreslonych warunkach in vitro TLS moze by¢ rozpoznawany i hydrolizowany przez
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bakteryjng RNaze¢ P, jednak w warunkach in vivo nie jest rozpoznawany przez ro$linng RNaze
P [Sieber, 2011].

Do stworzenia narzgdzia umozliwiajgcego transport do mitochondriow sekwencji
pasazerskich wykorzystano ostatnie 120 nukleotydow (6199-6318) z konca 3’ genomowego
RNA wirusa zoéttej mozaiki rzepy. W celu zwigkszenia rozpoznawania opracowywanego
narzedzia przez syntetaze¢ tRNA wykorzystano struktur¢ UPSK [Salinas-Giege, 2015].
Powstaly w ten sposéb konstrukt zostat nazwany PKTLS (Ryc. 7). Sekwencja pasazerska
zostala przylaczona na koncu 5’ z wykorzystaniem tacznika, ktorego sekwencja i dlugosc
zostata dobrana w taki sposdb, aby nie tworzyta struktury drugorzedowej i uniemozliwiata
interakcj¢ pomigdzy sekwencja pasazerskg a PKTLS. Caly konstrukt znajdowatl si¢ pod
kontrolg promotora i terminatora dla polimerazy RNA II. Dodatkowo na koncu 3’
wprowadzono sekwencj¢ kodujaca rybozym HDV (ang. Hepatitis delta virus). Tak
przygotowany konstrukt zostal wprowadzony do organizmu modelowego, jakim byt
Arabidopsis thaliana na drodze agrotransformacji z wykorzystaniem Agrobacterium
tumefaciens [Val, 2011].

W wyniku dziatania polimerazy RNA II powstaje pierwotny transkrypt zawierajacy
sekwencje pasazerskg, sekwencje tacznika, PKTLS oraz dziatajacy in cis rybozym HDV. W
wyniku samo wycigcia si¢ rybozymu HDV dochodzi do uwolnienia, niezbednego w procesie
aminacylacji, konca 3’-CCA. Nastepnie dochodzi do eksportu dojrzatej czasteczki z jadra do
cytoplazmy gdzie zachodzi proces aminoacylacji, a nastgpnie import do mitochondriéw
(Ryc. 8). Jako sekwencje pasazerskie wykorzystane zostaly krotkie sekwencje wirusowe,
rybozymy typu glowy milotka (ang. hammerhead ribozymes, HH) zaprojektowane do
hydrolizy specyficznych sekwencji w obrebie mtDNA oraz substraty dla mitochondrialnego

systemu edycji RNA [Val, 2011].

46



Promotor Sekwencja pasazerska PKTLS HDV Terminator

/

Transkrypcja z udziatem polimerazy || RNA

\ Rybozym HDV
?\
. ")
Sekwencja O
pasazerska AAAAAA /

PKTLS Autowyciecie rybozymu HDV CytOplazma

Jadro
komorkowe

Import do mitochondriow

Ryc. 8. Schemat strategii wyciszania genéw mitochondrialnych (na podstawie Val, 2011).
Komorka roslinna zostata transformowana konstruktem zwierajagcym sekwencje dla struktury
podobnej do tRNA (PKTLS). W celu wygenerowania konca 3’ wolnego dla aminoacylacji w
opisanym konstrukcje umieszczono sekwencj¢ dla rybozymu HDV, dziatajacego in cis. W
wyniku dziatania polimerazy RNA II dochodzi do transkrypcji wprowadzonego konstruktu.
Nastepnie dochodzi do samowycigcia rybozymu HDV 1 uwolnienia konca 3’-CCA w obrebie
PKTLS. Dojrzaty konstrukt, zawierajacy sekwencj¢ pasazerska, zostaje eksportowany do
cytoplazmy, rozpoznany przez mitochondrialny system importu z udzialem tRNA, a nastgpnie
importowany do mitochondrium.
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Strategia ta zostala zwalidowana w transformowanych roslinach A. thaliana gdzie,
jako sekwencje pasazerska wprowadzono rybozym HH skierowany w sekwencj¢ kodujaca
podjednostke 9 ATPazy. Uzyskane wyniki pokazaly, ze zastosowane podejscie jest skuteczne.
Obserwowano znaczny spadek ekspresji docelowego genu zarowno na poziomie mRNA jak i
na poziomie biatka.

Opracowany w ten sposob system pokazal, ze mozliwe jest bezposrednie
oddziatywanie na mitochondrialny system genetyczny w komorkach roslinnych, otwierajac
droge do analiz efektow molekularnych 1 fizjologicznych wynikajacych z manipulacji

poziomami mitochondrialnego RNA.

1.5.5. Transfer mitochondriéow z komoérki do komoérki

Jednym z najczeSciej stosowany podej$¢ do przenoszenia mitochondridow z jednej
komorki do drugiej jest fuzja cytoplazmatyczna, ktéra generuje komorki hybrydowe znane,
jako cybrydy. Metoda ta polega na fuzji komoérek dawcy, ktore zostaty pozbawione jadra
komoérkowego, z komérkami p0 w celu uzyskania cybrydowych linii komoérkowych. Linie te
sa nastepnie selekcjonowane poprzez wzrost na pozywce pozbawionej urydyny oraz
zawierajacej czynnik selekcyjne [Moraes, 2001; Vithayathil, 2012]. Cybrydy byly
wykorzystywane do badania choréb wynikajacych z mutacji mtDNA jak réwniez w
chorobach takich jak choroba Parkinsona czy Alzheimera. Jednakze wyniki badan z
wykorzystaniem cybryd moga by¢ trudne w interpretacji ze wzgledu na fakt iz wraz z
mitochondriami do komorek biorcy przenoszone sa réwniez miRNA, IncRNA, biatka
sygnalowe oraz inne organelle [Wilkins, 2014].

Coraz wigce] doniesien literaturowych wskazuje, ze mitochondria moga by¢
przenoszone z komoérki do komorki za pomocg innych mechanizmow. Jednym z nich jest tzw.
tunelowanie nanorurek (ang. tunneling nanotubes, TNT), struktur komorkowych o $rednicy
50-200 nm [Rustom, 2004]. Badania nad kontaktowymi interakcjami miedzy
progenitorowymi komoérkami $rodblonka, a kardiomiocytami ujawnily znakowane
mitochondria w TNT [Koyangi, 2005]. Dalsze prace wykazaly, ze transfer mitochondriow z
komorki do komorki przez TNT zalezy od wielu czynnikéw, w tym biatka p53, F-aktyny czy
stresu [Domhan, 2011; Islam, 2012; Wang, 2011]. Niedawno wykazano, ze transfer
mitochondrialny z mezenchymalnych komoérek macierzystych (ang. mesenchymal stem cells,
MSC) do komorek nabtonkowych przez TNT jest zalezny od mitochondrialnej Rho GTPazy
1, przy czym wzrost i obnizenie poziomu tego enzymu skutkuje odpowiednio zwigkszonym

lub zmniejszonym transferem mitochondrialnym [Ahmad, 2014]. TNT przenosza
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mitochondria miedzy komorkami macierzystymi, komorkami $rédbtonka, komorkami
nablonka barwnikowego siatkowki, komorkami mies$ni gltadkich oraz astrocytami [Domhan,

2011; Wittig, 2012; Vallabhaneni, 2012; Lou, 2012; Pasquier, 2013]

1.5.6. Nanoostrze fototermiczne

Rozwo6j nowych technologii pozwolit na opracowanie metod umozliwiajacych
przenoszenie mitochondriow z pozadanymi haplotypami mtDNA do komorek ssakow. Do
tego celu wykorzystywane sg pipety mikrokalpilarne o $rednicy 3 pum. Koncowka pipety
pokryta jest pochtaniajagcym $wiatto tytanem. W celu pozyskania mtDNA pipete umieszcza
si¢ W taki sposob, aby lekko dotykata btony komoérkowej gdzie zostaje wystawiona na impuls
laserowy o dtugosci fali 532 nm. Taka dtugos¢ fali jest nieszkodliwa dla komoérek [Wu, 2010;
Wu, 2011]. Impuls laserowy powoduje szybkie rozszerzenie si¢ i zapadanie pecherzyka pary
na koncowce pipety i prowadzi do przejSciowego naci¢cia blony poprzez naprezenie
$cinajace, co umozliwia dostarczenie do komorki wprowadzanego tadunku. Dotychczas
wykazano, ze metoda ta moze by¢ z powodzeniem stosowana do dostarczania DNA, kropek
kwantowych, zywych wewnatrzkomoérkowych patogenéw bakteryjnych, ktére zachowaty
wysoka zywotnos¢ [Chiou, 2012; Xu, 2012 Teh, 2014].

Technika nanoostrza zostata tak zmodyfikowana, aby umozliwi¢ dostarczenie
wyizolowanych, z linii komoérkowej raka piersi MDA-MB-453, mitochondriéow do komorek
143BTK-p0. Analiza otrzymanych w ten sposob linii nie wykazata zadnych niepozadanych
efektow ubocznych. Komorki rosnace na pozywce selekcyjnej odznaczaty si¢ profilem
metaboliczny porownywalnym z macierzystkimi komérkami 143TBK [Wu, 2016].

Powaznym ograniczeniem tej metody jest jednak fakt, Ze mozna dostarcza¢ tadunek
tylko do jednej komoérki na raz. W zwiazku z tym podejScie to pozostaje technika
niskoprzepustowa, a ponadto skuteczne generowanie linii komoérkowych jest wysoce zalezne
od precyzji operatora. W zwigzku z tym, w oparciu o zasady nanoostrza, podj¢to proby
opracowania wysokowydajnej platformy, ktoéra miataby umozliwi¢ dostarczanie tadunkéw do
okoto 100000 komoérek na minute, a ponadto bytaby mniej zalezna od operatora [Wu, 2015].
Podobnie jak technika nanoostrza platforma biofotonicznego narzedzia do chirurgii
wspomaganej laserowo (ang. biophotonic laser-assisted surgery tool, BLAST) moze
dostarcza¢ nanoczastki, biatka 1 inne tadunki do komorek ssakow z wysoka wydajnoscia, przy
zachowaniu zywotnosci komorek [Wu, 2015].

W pordéwnaniu z technikami mikroiniekcyjnymi nanoostrze i BLAST sg narzedziami

wigkszymi i nigdy nie wchodza do komorki, co zmniejsza uraz mechaniczny, a tym samym
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zwicksza wydajnos¢. Pecherzyk kawitacyjny generowany przez te urzadzenia lokalnie
przecina blon¢ komorkowa, a powstale uszkodzeni jest szybko naprawiane. Obecnie
platforma BLAST jest modyfikowana i testowana pod katem wydajnego transferu

mitochondriow do komodrek somatycznych ssakow.

1.6. Katalityczne kwasy nukleinowe

W latach 80 XX wieku wykazano, ze niektore czasteczki RNA zdolne sg do reakcji
katalitycznej bez udziatu czynnikow biatkowych [Cech, 1982]. Kwasy nukleinowe
posiadajace wiasciwosci katalityczne 1 charakteryzujace si¢ obecno$cia wewnatrz
czasteczkowych oddzialywan trzeciorzedowych zostaly nazwane rybozymami. Czasteczki te
katalizujg reakcje transestryfikacji RNA, hydrolizy i ligacji, syntezy peptydow, fosforylacji,
adenylacji aminokwasow, polimeryzacji RNA, reakcje aldolowa, utlenianie alkoholi, redukcje
aldehydow, synteze¢ nukleotydéw pirymidynowych, aminoacylacji, a takze wiele innych
[Scott, 2007; Silverman, 2008, Gabryelska 2013].

Rybozymy mozemy podzieli¢ na trzy podstawowe grupy: niskoczasteczkowe,
wielkoczasteczkowe oraz rybosomy, a doktadnie 23S rRNA wchodzacy w sktad duzej
podjednostki budujacej jej centrum katalityczne (Tab. 2) [Doudna, 2002]

Tab. 2. Podzial naturalnie wystepujacych rybozymoéw.
Wielkos§¢

Grupa Rybozym czasteczki (nt) Aktywnos¢
Hammerhead 40
Rybozymy Hepatis delta virus 90 Rybozymy samowycinajace si¢
maloczasteczkowe Hairpin 70 w reakcji transestryfikacji
Varkund satelite 160
Introny grupy | 210 Rybozymy samowycinajace si¢
Introny grupy Il 500 w reakgcji trans estryfikacji
Rybozymy i i
wielkoczasteczkowe RNaza P 300 Dojrzewanie transkryptu tRNA
w reakcji hydrolizy
snRNAs (U2, U6) 180, 100 Dojrzewanie RNA w reakcji
transestryfikacji
Rybosom 23S RNA 2600 Aktywnos¢ transferazy

peptydylowej
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1.6.1. Charakterystyka rybozymu typu ,,hammerhead”

Rybozymy o strukturze glowy miotka (ang. hammerhead, HH) reprezentuja jedna
z pigciu zréznicowanych strukturalnie klas samowycinajacych si¢ RNA zidentyfikowanych
do tej pory. Po raz pierwszy tego typu RNAzymy odkryto u wiroidoéw i satelitarnych wirusow
roslinnych RNA. Udowodniono takze, ze rybozymy te wystepuja u pasozytniczych robakow
Schistoma mansoni, Arabidopsis thalaina, ludzi a takze wielu innych gatunkéw (Tab. 3)
[Perreault,2011; Gabryelska, 2013].

Badania nad rybozymami tej klasy prowadzone sg od ponad 35 lat. Dzigki swoim
niewielkim rozmiarom i wilasciwos$cig katalitycznym rybozymy typu HH sa doskonatym

modelem badawczym budowy i funkcji czasteczek RNA [Sun, 2000; Perreault, 2011].
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Tab. 3. Przyklady organizméw eukariotycznych, u ktérych zidentyfikowano rybozymy
HH (na podstawie Gabryelska, 2013).

Grupa Gatunek Nazwa potoczna L'CZb?
motywow
Homo sapiens Cziowiek
Macaca mulatta Makak
Naczelne Microbeus murinus Lemur mysi
Pan troglodytes Szympans
Tarsus Sorichta Lemur (Tarsie)
Cavia porcellus Swinka morska
Mus musculus Mysz
Gryzonie Ochotona prince_s Pika.

Oryctolagus cuniculus Krolik
Raptus norvegicus Szczur
Spermophilus tridecemlineatus Wiewiorka
Bos Taurus Krowa
Canis familiaris Pies
Equus caballus Kon

Laurasiatheria Myotis lucifagus Nietoperz
Sorex araneus Ryjowka
Sus scrofa Swinia
Tursiops truncates Delfin

Echinops telfairi

Tenrek mniejszy

2

3

3

1

4

2

3

2

2

2

1

2

4

8

1

1

1

1

Afrotheria - 4
Loxodonta Africana Ston 1

Xenartha Choloepus hoffm_anni Leniwie_c 2
Dasypus novemcinctus Pancernik 2

Inne ssaki Macropus e_ugenii _ Walania 1
Manodelphis domestica Opos 3

. Gallus gallus Kurczak 1
P gEey Taeniopygia guttata Zigba 2
Plazy Xenopus tropicalis Zaba afrykanska 8
Ryby Danio rerio Danio prggowany 2
Tetradon nigroviridis Tetraodon 1

Culex quinquefasciatus Komar 2

Drosophila persimilis Muszka owocowa 3

Owady Drosophila pseudoobscura Muszka owocowa 5
Nasonia vitripennis Osa 2

Trifolium castaneum Trojszezyk gryzacy 2

Arabidopsis lyrata Tasznik 3

Rosliny Arabidop_sis thaliana Tasznik 3
Physcomitrella patens Mech 1

Vitis vinifera Winoro$l 2

Aspergillus flavus Zotta plesn 1

Grzyby Aspergillus oryzae Plesn Koji 1
Pichia stiptis Drozdze pichia 1

Caenorhabditis briggsae Nicien 1

Cacenorhabditis remanei Nicien 1

Inne Hydra magnipapillata Stutbia 35
wielokomoérkowce Ixodes scapularis Kleszcz jeleni 1
Schistosoma japonicum Przywra krwi 2

Schistosoma mansoni Przywra krwi 24
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Redukujac  wielko$¢ czasteczki zidentyfikowano najprostszy aktywny wariant
rybozymu HH tzw. minimalny (HHM), katalizujacy transestryfikacje —wigzania
fosfodiestrowego w docelowym RNA in trans [Uhlenbeck, 1978]. Rybozym ten zbudowany
jest z trzech dwuniciowych regionéw (HI, HII, HIII), uktadajgcych si¢ w ksztatt litery ,,Y”,
otaczajacych centralny rdzen katalityczny o bardzo zachowawczej strukturze i sekwencji.
Helisy II 1 III ulozone sa wspotosiowo podczas gdy helisa I lezy pod katem ostrym do helisy
Il (Ryc. 9). Wszystkie wystepuja w konformacji A RNA. Kieszen katalityczng tworzy
sekwencja CUGA z charakterystycznym motywem U-skretu miedzy mukleotydami U4 i G5
oraz nukleotydy GAA [Carbonell, 2010; Scott, 2011].

3
Miejsce s
hydrolizy 3

Kieszen
katalityczna

Miejsce
hydrolizy

Ryc. 9. Minimalny rybozym ,,hammerhead” (na podstawie [Doudna, 2002]).
Struktura drugorzedowa (A) i trzeciorzgdowa (B) rybozymu HH. Rybozym hammerhead
sktada si¢ z trzech odcinkow helikalnych (1, II, IIT) otaczajacych wysoce zachowawczg
domeng katalityczng. Kieszen katalityczna utworzona jest z nukleotydow CUGA.
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1.6.2. Wydhluzony rybozym ,,hammerhead”

Badania wykazaly, ze dodatkowe elementy strukturalne wyst¢pujace w naturalnych
rybozymach HH odgrywajg istotng rolg¢ w stabilizacji aktywnej konformacji czasteczki
zwigkszajac tym samym ich aktywno$¢ katalityczng in vitro oraz in vivo. Warianty te
nazwane zostaly rybozymami pelnej dlugosci (ang. full-lenght) lub wydluzonymi (ang.
extended) (Ryc. 10).

A "
80— + 1
4 Coo—Cp—
11
&g ><
|51A_U16
C-G
G-C
I C-G Kieszen
C-G katalityczna
3 5 y
¢ T
C C—G
C-G
G=C
I clu=AlG
I:S.h_ 16.1
H“’UAA c':‘7C[€G G :"3 UCCA% U'% C3'
AUA??ffG ||||P|’ l“lml
GACClA I6A [c] G,
AcC C S &, AUCAUSY 6 5 )
U
I ume 1 Rybozym HH

Ryc. 10. Struktura wydluzonego rybozymu ,hammerhead” (na podstawie Martick,
2006).

(A, B) Struktura trzeciorzgdowa rybozymu HHW. Kieszen katalityczna utworzona jest przez
nukleotydy CUGAUG. (C) Struktura drugorzgdowa wydtuzonego rybozymu w kompleksie z
substratem. Kolorem szarym zaznaczono zachowawcze nukleotydy w domenie katalitycznej.
W ramkach umieszczono nukleotydy w naturalnie wystepujacym rybozymie, ktore zostaty
podstawione w czasteczce poddanej krystalografii.
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W roku 2006 zaprezentowano trzeciorzedowa strukture takiego rybozymu w
kompleksie z RNA zawierajacym grupe 2’-O-metylowa w miejscu transestryfikacji. Cecha
charakterystyczna pelnej dlugosci rybozymu HH jest oddzialywanie pomigdzy petlami II i
wybrzuszeniem w ramieniu I, warunkujace tworzenie stabilnej i aktywnej konformacji
domeny katalitycznej. Rybozym ten jest czasteczka dwukrotnie wigkszg niz wariant
minimalny. Ksztattem przypomina liter¢ ,,y” gdzie ramig¢ II lezy w jednej osi z ramieniem III
Zarowno kieszen katalityczna jaki i U-skret roznig si¢ znacznie od obserwowanych w

wariancie minimalnym.

Tab. 4. Charakterystyka porownawcza minimalnego i wydluzonego rybozymu HH (na
podstawie Gabryelska, 2013).

Cecha Rybozym minimalny Rybozym wydluzony
[lo$¢ rozwigzanych struktur

krystalicznych E 8
Aktywnos¢ in vitro wzgledem
spontanicznej degradacji wigzania ~10° ~10°-10°
RNA
Aktywnosc in vivo Niska Wysoka

2 domeny zZwarty

C,7 oddalona od centrum Cy7 w centrum katalitycznym
Rdzen katalityczny katalitycznego Gg oddziatuje z Az

Gg oddziatuje z Cs C,7 oddziatuje z Cj

C17 w pobllzu G121 A13, A14 GlZ oddzia%uje z Ag
Dominujaca konformacja otwarta, nieaktywna zamknieta, aktywna
gj‘}j\f;:;fgéziﬁ SEV wysoka (10mM in vivo) niska (1 mM in vitro)
Oddziatywania wspotosiowe helis Tak tak
Oddziatywania trzeciorzedowe Brak tak
Wielkosé ~32 nt ~ 55 nt

Minimalny 1 wydhuzony rybozym HH znacznie r6znig si¢ od siebie pod wzgledem
aktywno$ci oraz wlasciwosci strukturalnych (Tab. 4). Centrum katalityczne rybozymu
wydtuzonego zwija si¢ w jeden rdzen, w ktorym atakowany fosforan sgsiaduje z resztami o
potencjalnie katalitycznym charakterze. Obecnos¢ oddzialywan pomigdzy petla helisy 11 z
wybrzuszeniem helisy I w rybozymie petnej dtugosci prowadzi do zmiany geometrii miejsca
aktywnego. Zmiana ta nastgpuje poprzez umieszczenie nukleotydow Gg 1 U7 w kieszeni
katalitycznej. Gg znajduje si¢ w pozycji zajmowanej przez nukleotyd C;; w strukturze
rybozymu minimalnego tworzac wigzanie Watsona-Cricka z C3, natomiast U7 lezy w bliskim
sasiedztwie Us w skutek czego dochodzi do przesunigcia miejsca hydrolizy w bezposrednie
sgsiedztwo centrum Kkatalitycznego. Produkt 5’ reakcji katalizowanej przez czasteczki

pozbawione oddzialywan trzeciorzgdowych oddysocjowuje 100-300 razy szybciej niz w
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przypadku wydluzonego rybozymu. W wydtuzonym rybozymie rdzen katalityczny zwija si¢
wokot reszty Ci7 utrudniajac oddysocjowanie produktu. Dzigki usunieciu reszty C17 dochodzi
do oddysocjowania produktu reakcji z predkoscig porownywalng do produktu 5’ minimalnego

rybozymu HH (Ryc. 11).

Ryc. 11. Struktura trzeciorzedowa domeny katalitycznej minimalnego i pelnej dlugosci
rybozymu HH (ha podstawie [Martick, 2006].

Oddzialywania petla:wybrzuszenie powoduja istotne zmiany w obrebie miejsca aktywnego w
rybozymie o petnej dtugosci (B) w porownaniu do wariantu minimalnego (A). Najwazniejsze
to oddziatywania typu Watson-Cricka pomiedzy G8 i C3 (kolor r6zowy), a takze zmiana
orientacji nukleotydu C17 — miejsce hydrolizy (kolor zielony) w poblize A9. W kieszeni
katalitycznej wydtuzonego wariantu rybozymu znajduja si¢ dodatkowo nukleotydy U7 i G8.

1.6.3. Reakcja transestryfikacji

Reakcja transestryfikacji spontanicznie zachodzi bardzo wolno. Jej szybkos¢ wynosi ok
107" min™ co odpowiada zerwaniu jednego wiazania fosfodiestrowego na rok. W przyrodzie z
najwickszg szybkos$cig reakcje transestryfikacji katalizuje rybonukleaza A (RNazaA),
przyspieszajac ja 12-krotnie. Okres poltrwania wigzania RNA w obecnos$ci RNazy A wynosi
kilka mikrosekund [Martick, 2008; Scott, 2011].. Enzym ten wykorzystuje az cztery strategie
dziatania:

» liniowe utozenie atomow uczestniczacych w reakcji

» neutralizacja ujemnego tadunku tlenu niskomostkowego przy atomie fosforu

» deptotonacja nukleofila 2’OH

» protonacja5’O grupy odchodzace;.
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Katalityczne kwasy nukleinowe wykorzystuja kombinacje wyzej wymienionych
strategii, jednak szybkos¢ reakcji nie przekracza ~2 min™, co sugeruje, ze korzystaja w pehi
jedynie z dwoch z nich.

Transestryfikacja z udziatem rybozymoéw HH odbywa si¢ poprzez nukleofilowy atak
grupy 2°-OH na wigzanie fosfodiestrowe. W wyniku tej reakcji powstajg produkty
posiadajace 2°3’-cykliczny fosforan przy koncu 3’ oraz wolng grupe OH przy koncu 5’ (Ryc.
12) [Martick, 2008; Scott, 2011].

Hydroliza
. > 2°,3’-cykliczny
5' RNA 5 RNA 5 RNA £ocforan
O 0 O
O OH
| _ O /O _ O\ /O
0=P—0O R O R
I 7'\ 0" Mo
0 O o OH
o) O o]
O OH O  OH O OH g
o - — | 3On
Eatataty
3 RNA 3 ANA 3 RNA
<€
Ligacja

Ryc. 12. Schemat reakcji transestryfikacji katalizowanej przez rybozym HH.

W wyniku ataku nukleofilowego grupy 2’-OH rybozy w miejscu hydrolizy na sasiadujace
wigzanie fosfodiestrowe powstaja produkty reakcji, z ktérych jeden zakonczony jest 2°,3° —
cyklicznym fosforanem, a drugi grupg 5°-OH.

Rybozymy HH rozpoznaja sekwencje docelowa w RNA poprzez wigzanie Watsona-
Cricka 1 hydrolizujg wigzania internukleotydowe w obrebie kazdego tripletu 5S’NUH-3’, w
ktérym N jest dowolnym nukleotydem, U oznacza urydyne, natomiast H adenozyne, cytyzyne

lub urydyne¢ niezwigzang wigzaniami wodorowymi.. W p6zniejszych badaniach wykazano, ze
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zasade t¢ mozna zmodyfikowa¢ do NHH, gdzie H moze by¢ kazdym nukleotydem za
wyjatkiem G. Stata szybkosci reakcji katalizowanej przez rybozym HH in vitro maleje w
nastepujacym porzadku: GUC, AUC > GUA, AUA, CUC > AUU, UUC, UUA > GUU, CUA
>UUU, CUU [Sun i in. 2000]. Szybkos¢ reakcji jest takze zalezna od nukleotydu w pozycji
-1 wzgledem sekwencji 5'-NUH-3’ zgodnie z preferencja U>C>A>G [Lee, 2011]. W
przypadku rybozymoéw minimalnych obserwowano nawet 70-krotne réznice szybkosci
transestryfikacji in vitro dla réznych substratow [Fedor, 1990]. Rozbieznos¢ ta moze byc¢
zwigzana z szybkoscig dysocjacji produktow oraz drobnymi zmianami w strukturze [Sawata i
in. 1993]. Tolerancja podstawien niektorych nukleotydéw rdzenia katalitycznego wskazuje,
ze system oddziatywan elementéw struktury drugorzedowej oraz trzeciorzedowej mimo

odleglosci moduluje lokalng strukturg centrum katalitycznego [Przybilski, 2007].

MRNA (S)
NN

Rybozym (R)

Produkt P2 »/U\f
V Kompleks R:S

R:PZ’EEM[V\_, /\/\ﬂ]ﬁ’%@"\/

/\/\_/ o

i
'
L

Produkt P1 ) /\/w%%@f\/
r\/_\@(g_'%@f\j_/ Hydroliza mMRNA
Kompleks R:P1:P2

Ryc. 13. Schemat hydrolizy mRNA katalizowanej przez rybozym ,hammerhead” (na
podstawie [Sun, 2000]).

Rybozym (R) specyficznie przytacza i hydrolizuje docelowy mRNA (S). Po reakcji
oddysocjowuje od produktéw hydrolizy (P1, P2) i bierze udziat w kolejnym cyklu.
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Istotng rol¢ w rozpoznawaniu sekwencji docelowej odgrywaja ramiona rybozymu
otaczajace rdzen katalityczny. Wydhluzenie ramion wptywa na stabilizacje¢ czasteczki jednak
moze powodowaé obnizenie aktywnosci katalitycznej z kolei ich skrocenie powoduje spadek
specyficznosci substratowej. Wigksze znaczenie dla specyficznosci rybozymu ma diugosé
ramienia przy koncu 3’ niz 5°. Wplyw dtugosci ramion na aktywnos$¢ rybozymu rdzni si¢ dla
procesow In vitro i in vivo [Sun, 2000].

RNazymy katalizuja reakcje hydrolizy wigzania fosfodiestrowego w czasteczce RNA z
szybkosciag ~ porownywalng do  enzymow  biatkowych.  Hydroliza  wigzania
internukleotydowego nastgpuje po utworzeniu aktywnej katalitycznie konformacji kompleksu
rybozym:substrat, nastepnie dochodzi do uwolnienia czasteczki Kkatalitycznego RNA

umozliwiajgc jej udziat w kolejnym cyklu katalizy (Ryc. 13) [Sun, 2000; Scott, 2011].

1.6.4. Modyfikacje strukturalne rybozymow hammerhead

Gléwnym ograniczeniem zwigzanym z wykorzystaniem katalitycznych kwasow
nukleinowych jako potencjalnych terapeutykow jest ich zalezno$¢ od wysokiego stezenia
jonéw magnezu (10 — 25mM) [Eckstein, 2001; Carbonell, 2010]. W zwigzku z tym przy
projektowaniu nowych RNazymow zwraca si¢ uwage na obnizenie wymagan zwigzanych z
obecnoscig jonow Mg2+ przy jednoczesnym zachowaniu ich aktywnosci katalitycznej na
wysokim poziomie [Eckstein, 2001; Carbonell, 2010].

Badania nad zwigkszeniem aktywnos$ci katalitycznej rybozymow wykazaty bardzo
silny zwigzek pomiedzy strukturg trzeciorzedowa a aktywnoscig katalityczng w niskich
stezeniach jonéw magnezu (0,1 — ImM). W zwigzku z powyzszym podjeto proby modyfikacji
rybozyméw w kierunku stabilizacji oddziatywan trzeciorzgdowych poprzez wydluzenie
rybozymu HH [Conaty, 1999; Khvorowa, 2003; Uhlenbeck, 2008)].

Jednym ze sposobdw stabilizacji struktury trzeciorzedowej rybozymow jest
wykorzystanie naturalnie wystepujacych motywow TSM (ang. tetriary stabilizing motif),
otaczajacych ich domeng katalityczng. TSM stabilizujg wydtuZzone rybozymy zapewniajac ich
wysoka aktywnos$¢ katalityczng zaréwno w warunkach in vitro jak i in vivo. Pomimo
znaczacych odlegtosci od centrum katalitycznego rybozymu oddziatywania te powoduja
zmiang geometrii czasteczki, co posrednio wptywa na jego strukture. Rybozymy nowe;j
generacji projektowano poprzez wydtuzenie helisy I 1 zastgpienie petli wybrzuszeniem lub
wprowadzenie do helisy I koncow 5’ i 3’ odpowiednio rybozymu i substratu [Carbonell,
2011].
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Stabilizacje trzeciorzedowej struktury rybozymu mozna réwniez uzyska¢ poprzez
dotaczenie motywow naturalnie wystepujacych w innych czasteczkach RNA takich jak
receptory czteronukleotydowych petli (TLR, ang. tetraloop receptor) GNRA gdzie R oznacza
dowolng puryne, a N jest dowolnym nukleotydem. TLR wystepuja w intronach grupy I 1 II
oraz RNazie P i zaangazowane sg w oddzialywania trzeciorzedowe. Przypuszcza si¢, ze
oddziatywania pomig¢dzy petla 1 jej receptorem stabilizujg aktywna katalitycznie konformacje
rdzenia podnoszac wydajnos¢ hydrolizy przy niskich stezeniach jonow magnezu [Costa,
1995; Fedoruk-Wyszomirska, 2009; Gabryelska 2013].

Inne badania pokazuja, ze wysoka aktywno$¢ rybozymow uzyskano zastepujac petle 11
facznikiem zawierajagcym pojedyncza par¢ zasad G-C. Metoda ta przyczynila si¢ do
stworzenia nowej struktury przestrzennej. Uzyskany w ten sposob RNazym wykazywat
wyzszg aktywnos$¢ katalityczng niz rybozym petnej dtugosci [Conaty, 1999; Nazari, 2008].

Wysoka aktywno$¢ hydrolityczng rybozymu otrzymano réwniez poprzez skrdcenie
helisy II oraz zastgpienie pgtli GAAA inna czteronukleotydowa sekwencja. Najlepsze wyniki
uzyskano dla rybozyméw, w ktorych zastosowano petle UUUU, AAAA oraz UCCA
[Eckstain, 2001].

Zwigkszenie aktywnosci rybozymow probowano rowniez uzyska¢ poprzez laczenie
kilku czasteczek katalitycznych w jednym konstrukcje wzmacniajac w ten sposob ich
aktywnos$¢. Chimeryczny transkrypt zawierajacy shRNA (ang. short hairpin RNA) oraz
rybozym skierowany przeciwko fragmentowi genomu wirusa grypy typu A odznaczat si¢
wyzszg aktywnoscig niz czasteczki stosowane osobno [Kumar, 2010; Gabryelska, 2013].

Strukture rybozyméw probowano rowniez modyfikowac poprzez dotaczeni do konca

5° promotora dla tRNAY?

oraz sekwencji sygnatowej dla przylaczenia helikazy do konca 3’.
Dotaczenie helikazy powoduje rozplecenie mRNA umozliwiajac rybozymowi dostep do

dowolnego miejsca w czasteczce [Stobart, 2009, Gabryelska, 2013].

1.6.5. Rybozym HDV

Rybozym wirusa zapalenia watroby (ang. hepatitis delta virus, HDV) zostal po raz
pierwszy opisany niezaleznie przez dwie grupy badawcze. Stwierdzono, ze specyficzne
podfragmenty kazdej nici RNA zawieraja zarowno miejsce cigcia, jak i sekwencje niezbedne i
wystarczajgce do samowycigcia. Wykazano, ze pomimo réznic w sekwencji miejsc hydrolizy
pomiedzy rybozymami HDV oraz pozostatymi rybozymami mechanizm dziatania byt taki
sam: nukleofilowy atak grupy 2’-OH na wigzanie fosfodiestrowe. Wynikiem reakcji sa

produkty posiadajace 2°3’-cykliczny fosforan przy koncu 3’ oraz wolng grupe OH przy koncu
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5’. Podobnie jak w przypadku pozostatych rybozymow rybozym HDV nie wymaga do swojej
aktywnos$ci czynnikow biatkowych ale obecnos¢ jonow metali dwuwarto§ciowych znacznie

przyspiesza przebieg reakcji [Salehi-Ashtiani, 2006; Eicbush, 2010; Perreault, 2011].

1.6.5.1.Struktura rybozymu HDV

Zaréwno genomowe, jak 1 antygenomowe rybozymy HDV tworzg skomplikowane
struktury drugorzedowe ztozone z pigciu helikalnych regionow (P1, P2, P3, P1.1 i P4), ktére
tworza zagniezdzony podwdjny pseudowezet (ang. pseudoknot) (Ryc. 12) [Wadkins, 1999;
Chen, 2010]. Pierwszy pseudowegzel powstaje migdzy helisami P1 i P2, a w obrgbie tego
pseudowezta druga taka struktura jest tworzona mig¢dzy regionami P3 i P1.1. Uktad ten jest
dodatkowo stabilizowany przez spiralne stosy, w ktorych helisy P1, P1.1 i P4 tworza jeden
stos wspotosiowy, a helisy P2 1 P3 drugi. Dlugo$¢ helisy regionéw P1 i P3 jest taka sama
pomiedzy genomowymi i1 antygenomowymi rybozymu jednakze helisa P2 jest o kilka zasad
dluzsza w rybozymie antygenomowym. W przypadku helisy P4 obserwuje si¢ nizsza
zachowawczo$¢ sekwencji [Ferre-D’ Amare, 1998; Ke, 2004].

Potaczenia pomigdzy odcinkami heliakalnymi tworzg regiony jednoniciowe, ktore sa
kluczowe dla aktywnos$ci katalitycznej rybozymu. Regiony te sa nazywane zgodnie z
helisami, ktore sg nimi potaczone np. J1/2 odnosi si¢ do regionu tgczacego pomiedzy helisg
P1 1 P2. Zachowawczo$¢ sekwencji w tym rejonie jest stosunkowo niska pomiedzy
genomowym i antyenomowym rybozymem [Tanner, 1994; Perrotta 1996].

Rdzen katalityczny rybozymu tworzy si¢ wokol helisy P1.1 1 P3 1 sklada si¢ z
regionow L3 1 J4/2 (Ryc. 14). W strukturze genomowej helisa P3 jest wydtuzona przez
wysoce zachowawcze nukleotydy Uyg i Gos tworza odwrdcong pare wahliwa (ang. woble pair)
i ukladaja si¢ na innym konserwatywnym nukleotydzie Cy4 [Chen, 2010]. Zmiany
nukleotydow Uyy lub Gus wymuszajace wigzanie typu Watsona-Cricka dajg rybozym o
znacznie nizszej aktywnos$ci katalitycznej. Niewielkie modyfikacje w regionie rdzenia L3 sg
dozwolone ze wzgledu na réznice w liczbie i sktadzie nukleotydow flankujacych reszty Coq i

G5 migdzy genomowym i antygen omowym rybozymem HDV [Tanner, 1994].
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Ryc. 14. Struktura drugorzedowa genomowego (A) i antygenomowego (B) rybozymu
HDV.

Odpowiednimi  kolorami zaznaczono poszczegdlne helisy: na czerwono Pl, na
ciemnoniebiesko P2, na jasnoniebiesko P3 na szaro P3, a na pomaranczowo P4. Na r6zowo
zaznaczono jednoniciowg cze$¢ zawierajaca katalityczng cytozyng. Kolorem czarnym
oznaczono niekonserwatywne jednoniciowe regiony taczace.

Region J4/2 moze wykazywac¢ niewielkie réznice w dlugosci jednakze niezbedna jest
obecnos¢ motywu CNRA zwiekszajaca aktywnos$¢ katalityczng rybozymu. Motyw ten
ulokowany jest w obrgbie N4 konserwatywnej reszty Czs 1 tworzy dwa wigzania wodorowe.
Jedno z niemostkowanym atomem tlenu szkieletu fosforanowego taczacym reszty Ca1 i Cpo
tworzace koniec 5’ helisy P1.1, a drugie z 2°0OH Ujyy. Rdzen J4/2 jest dodatkowo
stabilizowany przez reszte Azg poprzez oddziatywania trzeciorzedowe z resztami Cig i Gog

tworzace Srodkowg pare zasad helisy P3 [Ferre-D’Amare, 1998; Doherty, 2001; Chen, 2010].
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1.6.6. Czynniki determinujace aktywno$¢ rybozymow
1.6.6.1. Jony metali

W warunkach in vitro aktywno$¢ rybozymow zalezy od st¢zenia jonéw magnezu,
wody, sity jonowej, temperatury, pH, dostepnosci substratu, oddziatywan ze skladnikami
komorkowymi oraz kompartmentacji [Chen, 2009]. Utworzenie kompleksu jak roéwniez
przyjmowanie ztozonych struktur trzeciorzedowych jest mozliwe dopiero po zrownowazeniu
ujemnego tadunku tancucha fosforanowo-cukrowego kwaséw nukleinowych [Chen, 2009;
Schnabl, 2010]. Z tego powodu RNA oraz DNA wystepuje w komoérce w postaci
zasocjowanej z kationami dwuwarto$ciowymi, ktore biora udziat w oddziatywaniu
elektrostatycznym. Oddziatywania te moga mie¢ znaczacy wptyw ma aktywnos¢ katalityczna.
Kationy wielowarto$ciowe znacznie lepiej stabilizuja RNA dzigki silniejszemu oddzialywaniu
z ujemnie natadowanymi fancuchami, a co za tym idzie mogg wystgpowac¢ w mniejszej ilosci
[Leclerc, 2010; Woodson, 2010].

Obecnos¢ réznych jonéw metali w mieszaninie prowadzi do zmiany aktywnosci
rybozyméw (Tab. 5). Wszystkie jony metalu (M"™) moga wpltywaé na przyjmowanie
aktywnej katalitycznie konformacji przez rybozym HH. Réznice w przyspieszeniu reakcji
katalitycznej pomiedzy réznymi jonami siegaja rzedu 10°. Badania wykazaty, ze najlepszym
kofaktorem jest Mn** [Schnabl, 2010].

Tab. 5. Wystepowanie niektérych jonéw w komorce i ich wplyw na aktywnos$¢é
katalityczng HH. B.d. — brak danych. [Na podstawie Boots, 2008; Schnabl, 2010; Williams,
2000].

Jon Stezenie w cytoplazmie | Stezenie toks_yczne w koﬁ;‘iﬂ:g&?ffjﬁfﬁ;m kc_>bs_ )
[M] cytoplazmie [M] . (min™)
wystepuje
Mg 10° 10" Cytoplazma 2,6
. . . Aparat Golgiego
Mn’ 10° 10° IF\)/IitochongrifglJ 200
Fe** 107 10” Cytoplazma b.d.
Na* b.d. 10" Zewnatrzkomorkowo <0,02
Ca* 10” 107 Retikulum endoplazmatyczne 0,14
zn* 10 10” Pecherzyki 82
Aparat Golgiego
cu® 10" 107 Retikulum endoplazmatyczne b.d
Zewnatrzkomorkowo
Ni%* 10" 10 Wakuole roslinne b.d.
Co* 10" 10" Cytoplazma 140
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Analiza struktur krystalicznych rybozymow potwierdzita brak jondéw magnezu
zarowno w miejscu katalitycznym, jak i w jego najblizszym otoczeniu [Martick, 2006].
Obserwacja ta pozwolita na przygotowanie modelu, w ktorym jony metalu wplywaja na
stabilizacj¢ struktury czgsteczki [O’Rear, 2001]. Aby potwierdzi¢ prawidtowos¢ modelu
przeprowadzono eksperymenty z chemiczng modyfikacja wymienionych zasad.
Zaobserwowano rowniez, ze rybozym jest aktywny w obecnosci jonéw jednowartosciowych
takich jak Li*, Na* NH," czy poliamidéw organicznych [Murray, 1998]. Ponadto wykazano
zwigzek pomiedzy aktywnos$cig rybozymu, a zaleznoscig Gg i G2 od pH. Wpltyw pH
srodowiska oraz grup funkcyjnych jest taki sam w przypadku transestryfikacji z udziatem
katalitycznych kwasow nukleinowych w obecno$ci kationow jedno- i dwuwarto$ciowych
[Curtis, 2001; O’Rear, 2001]

Badania wykazaty, ze w warunkach wysokiego ci$nienia hydrostatycznego (ang. high
hydrostatic pressure, HHP) jony magnezu stabilizujg struktur¢ rybozymu i nie sg
zaangazowane w katalize. Taka reakcja moze by¢ rozpatrywana, jako kwasowa hydroliza
estrow [Fedoruk-Wyszomirska, 2007]. Wysokie ci$nienie prowadzi do dysocjacji czasteczek
wody. W pierwszym etapie dochodzi do przylaczenia protonu do tlenu grupy fosforanowe;j,
dzigki czemu staje si¢ ona podatna na atak nukleofilowy grupy 2°-OH rybozy zawierajacej
wolng parg elektronowa. W wyniku utworzenia pigcio-koordynacyjnego stanu przejsciowego
dochodzi do pro tonacji atomu 5’0, a w konsekwencji zerwania wigzania pomi¢dzy fosforem
a tlenem [Fedoruk-Wyszomirska, 2007; Fedoruk-Wyszomirska, 2009].

Maksymalng efektywnos$¢ zwijania rybozym osiaga przy stezeniu 2 — 3mM magnezu,
natomiast szybko$¢ transestryfikacji lub ligacji wzrasta wraz ze st¢zeniem jonOw 1 nie zawsze
ulega nasyceniu [Shepotinovskaya, 2010]. Przypuszcza sig, ze istnieje stabe miejsce wigzania
magnezu prawdopodobnie w poblizu centrum katalitycznego lub zachodzenie zmian
strukturalnych przy wyzszym stezeniu tych jonéw [Shepotinovskaya, 2010]. Zaproponowany
model sugeruje udzial jondw metalu zwigzanych koordynacyjnie 1 dziatajacych w
bezposredniej bliskosci rdzenia katalitycznego, a takze niespecyficznych, ktore oddziatuja z
zasadami w wiekszej odleglosci od centrum katalitycznego. Sugeruje sie, ze kation moze by¢
wigzany koordynacyjnie przez nukleotyd odgrywajacy role kwasu w modelu kooperatywnego
dziatania nukleotyd metal. Wyst¢gpowanie drugiego kationu w roli strukturalnej bylo by
niezbedne do ksztaltowania centrum katalitycznego, przesunigcia réwnowagi w kierunku
aktywnej konformacji lub stabilizacji ujemnego tadunku stanu przej$ciowego [Leclerc, 2010;
Lee, 2010].
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Przypuszcza si¢, ze jony magnezu lezace na zewnatrz czasteczki RNA sg od niej
oddalone o 3 — 5A i zwigzane koordynacyjnie, co moduluje jej dynamike. Lokalnie zmieniajg
one konformacje RNA, a globalnie spowalniaja wahania czasteczki. Dzieki temu odkryciu
zmienit si¢ ogolnie przyjety model oddziatywan jonow magnezu z czasteczkami RNA, w
ktorym postulowano silne zwigzanie kilku jonow z RNA podczas gdy pozostate otaczajg

czasteczkg w stanie rozproszonym [Hayes, 2012].

1.7. Antysensowe oligonukleotydy

W latach 70 XX wieku rozpoczeto badania nad mozliwoscia wykorzystania
syntetycznych jednoniciowych oligonukleotydow do skutecznego i specyficznego hamowania
ekspresji okres§lonych RNA. Pierwszy eksperyment, w ktérym wykorzystano krotki (13 nt)
deoksyrybonukleotyd, dotyczyt zahamowania replikacji wirusa migsaka Rousa (ang. Rous
sarcoam virus, RSV) w kulturze fibroblastow embrionalnych [Zamecnik, 1978].
Zaprojektowana czasteczka wigzata si¢ komplementarnie z 35S RNA. Sukces tego
eksperymentu spowodowal, ze w kolejnych latach wiele grup badawczych skupilo si¢ na
wykorzystaniu antysensowych oligonukleotydow (AS-ONs) do aplikacji terapeutycznych
[Rich, 1962; Krishnan, 2020].

Antysensowe oligonukleotydy to jednoniciowe czasteczki DNA, RNA lub ich analogi.
Wielko$¢ takich czasteczek waha sie od 12 do 30 nukleotydow. Wprowadzenie AS-ONs do
komorki prowadzi do jego zwiazania z komplementarng sekwencja mRNA, pre-mRNA lub
wirusowego RNA. Antysensowe oligonukleotydy przylaczaja si¢ do docelowego RNA
poprzez wigzania Watsona-Cricka, co w konsekwencji prowadzi do specyficznej inaktywacji
docelowego RNA poprzez [Kurreck, 2003; Krishnan, 2020]:

» zablokowanie fragmentu mRNA przez AS-ON i zatrzymanie translacji
» degradacje heterodupleksu AS-ON:RNA poprzez komorkowa RNaze H

Aktywno$¢ biologiczna antysensowych oligonukleotydow moze by¢ roéwniez oparta
na inhibicji oddzialywan docelowego RNA z biatkami albo kwasami nukleinowymi,
hamowaniu sktadania transkryptow (ang. splicing) badz transportu RNA, modyfikacji
kowalencyjnych RNA czy indukcji RNAzy L. W wigkszoS$ci przypadkow zastosowanie AS-
ONs sprowadza si¢ do wykorzystania oligonukleotydow DNA, ktére wiazac si¢ do
komplementarnej czgsteczki RNA rekrutujag RNaze H [Baker, 1999; Krishnan, 2020].

Strategia antysensowych oligonukleotydow byty bardzo obiecujace ze wzgledu na
wysoka specyficzno$¢ oddzialywan AS-ON:RNA oraz skuteczno$¢ inhibicji docelowych

RNA w uktadach in vitro. Do popularnosci antysensow przyczynit si¢ rowniez rozwdj technik
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syntezy oraz coraz mniejszy koszt otrzymania oligonukleotydow. W latach 90-tych XX wieku
prowadzono szereg badan klinicznych nad efektywno$cig i skuteczno$cig antysensowych
oligonukleotydéw skierowanych na transkrypty biatek onkogennych, wirusy RNA, czynniki
patologiczne w chorobach sercowo-naczyniowych, stanach zapalnych, infekcjach
bakteryjnych oraz wielu innych stanach patologicznych [Pirollo, 2003; Rayburn, 2008;
Krishnan, 2020].

Badania prowadzone nad wykorzystaniem antysensowych oligonukleotydéw do
inhibicji RNA w organizmach ludzkich wykazaly, ze strategia ta niesie ze sobg Szereg
ograniczen takich jak [Dove, 2002; Pirollo, 2003; Kurreck, 2003; Krishnan, 2020]:

» szybka degradacja antysensowych oligonukleotydow przez egzo- i endonukleazy, ktére
sa obecne w plynach ustrojowych

» brak penetracji blon biologicznych i transportu do wnetrza komorek

» trudnos¢ w specyficznym dostarczaniu do konkretnego organu, tkani czy grupy
komorek

» trudnosci w projektowaniu AS-ON zwigzane z niedoskonatoscig przewidywan in silico
drugorzedowej struktury docelowych RNA

» wywolywanie odpowiedzi immunologicznej przez syntetyczne —antysensowe
oligonukleotydy, ktore zawieraja niemetylowane dinukleotydy CpG bedace markerem
dla ludzkiego uktadu odpornosciowego wskazujagcym na obecno$¢ obcego materiatu

genetycznego przewaznie wirusow i bakterii.

1.7.1. Modyfikacje antysensowych oligonukleoydéw

Badania nad zastosowaniem antysensowych oligonukleotydow w warunkach
klinicznych przyniosty szereg istotnych informacji na temat wykorzystania kwasow
nukleinowych, jako potencjalnych terapeutykow i ujawnity, wymienione powyzej, problemy
zwigzane z wdrozeniem kwaséw nukleinowych do potencjalnych terapii [Pirollo, 2003,
Krishnan, 2020].

Majac na celu zwickszenie stabilnosci syntetycznych czasteczek kwasow
nukleinowych rozpoczegto badania na chemiczng modyfikacja oligodeoksynukleotydow tak
aby zwigkszy¢ ich odporno$¢ na dziatanie nukleaz.

Pierwsze modyfikowane antysensowe oligonukleotydy posiadaty modyfikacje w
obregbie reszt fosforanowych oligonukleotydow. Najpopularniejsze modyfikacje dotyczyty
trifosforanowych pochodnych oligonukleotydow (PS-ONs) charakteryzujace si¢ zwigkszong
trwaloscia w ptynach ustrojowych [Krishnan, 2020]. Tego typu czasteczki spelniaja
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podstawowe zatozenia strategii antysensu: specyficznie hybrydyzuja do wybranego fragmentu
MRNA oraz aktywuja RNaz¢ H. Jednakze dalsze badania wykazaty, ze mozliwe jest
generowanie efektow ,,off-target” wigzacych si¢ z aktywacja receptoréw TLR oraz stymulacje
odpowiedzi immunologicznej. Ponadto wykazano niespecyficzne wigzanie do niektérych
biatek 1 peptydow komorkowych, ktére wykazywaly powinowactwo do polianionow.
Spowodowane jest to wprowadzeniem modyfikacji ktéra zwicksza tadunek ujemny na
powierzchni PS-ONs. Zaobserwowano réwniez zmniejszone powinowactwo do docelowych
RNA jak rowniez mniejszg stabilnos¢ kompleksow PS-ON:RNA w stosunku do
niemodyfikowanych czasteczek [Crooke, 1996]. Majac na celu eliminacj¢ niepozadanych
efektow oraz poprawy stabilnosci zaproponowano AS-ONs zawierajace modyfikacje w
pozycji 2’ reszty cukrowej. Do najczestszych nalezg substytucji grupy: 2°-O-akrylowej, 2°-O-
metylowej, 2°-O-metoksyetylowej. Tego typu nukleotydy posiadaja zwigkszong odporno$¢ na
endo- i egzonukleolityczne degradacje [Kurreck, 2003; Krishnan, 2020]. Ponadto wykazano
mniejsza toksyczno$¢ oraz silniejsze wigzanie docelowego RNA w poréwnaniu z
tiofosforanowymi pochodnymi oligonukleotydow. Antysensowe oligonukleotydy drugiej
generacji nie prowadzity jednak do aktywacji RNazy H, a inhibicja RNA z wykorzystaniem
tych modyfikowanych oligonukleotydow odbywa si¢ jedynie poprzez steryczne blokowanie
translacji na matrycy docelowego RNA [Krishnan, 2020]. W celu aktywacji RNazy H
stworzono chimeryczne AS-ONs. Uzyskane w ten sposob czasteczki czgsto nazywane byly
gapmerami. W czeSci centralnej wprowadzono modyfikacje typu PS natomiast w
nukleotydach oskrzydlajacych rdzen modyfikacj¢ innego typu. Uzyskane w ten sposob
czasteczki tacza w sobie zalety obu stosowanych wczes$niej strategii: wiekszg stabilno$¢
kompleksu AS-ON:RNA, nizszg toksyczno$¢, wyzsza odpornos¢ na degradacje nukleolitycne
a co najwazniejsze zdolno$¢ do aktywacji RNazy H. wykazano, ze do indukcji aktywnos$¢i
RNazy H niezbedne jest aby chimery zwieraty przynajmniej 4 lub 5 centralnie potozonych
nukleotydow, ktore beda tri fosforanowymi pochodnymi nukleotydow [Kurreck, 2003;
Krishnan, 2020].

Dalsze badania pozwolity na otrzymanie analogow kwaséw nukleinowych
wykorzystywanych, jako AS-ONs trzeciej generacji. Do tego typu czasteczek zaliczamy
peptydowe kwasy nukleinowe (ang. peptide nucleic acids, PNA), w ktorych szkielet
cukrowo-fosforanowy zostat zastapiony jednostkami N-(2-aminoetylo)-glicynowymi,
mofrolino-pochodne oligonukleotydow, w ktorych rybozy zastgpiono podjednostkami
morfolinowymi potagczonymi wigzaniami fosfor amidowymi, N3’-P5° fosfor amidy,

oligonukeotydy zbudowane z LNA (ang. locked nucleic acids) czyli rybonukleotydow
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zawierajacych mostek metylenowy miedzy 2°0 a 4°C rybozy [Shen, 2018; Krishnan, 2020].
Wymienione wyzej modyfikacje w znaczacy sposob wpltywaja na zwigkszenie stabilnosci
oraz odpornosci na trawienie nukleolityczne. Pomimo specyficznego wigzania do docelowego
RNA AS-ON trzeciej generacji uniemozliwiaja rekrutacje RNazy H w zwigzku z czym sg
najczesciej  wykorzystywane  do  projektowania  chimerycznych  antysensowych
oligonukleotydow [Crooke, 2017; Shen, 2018;].
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2. Cel pracy

Glownym celem pracy doktorskiej bylo wykorzystanie strategii bezposredniego
importu czasteczek aktywnych do mitochondriow oraz regulacja ekspresji wybranych genow
mitochondrialnych.

Cel ten realizowany byl z wykorzystaniem opracowanej w naszym laboratorium
platformy do transkrypcji, obrobki i systemowego transportu czgsteczek z cytoplazmy do
mitochondriow komorek roslinnych oraz ludzkich, opartej o sekwencje nosnikowa (struktura
podobna do tRNA) oraz sekwencje pasazerskg (narzgdzie do bezposredniej regulacji ekspresji
genow).

W ramach zatozonego celu gldwnego postawiono nastgpujace hipotezy 1 cele
badawcze:

1. Wykorzystanie 1 weryfikacja skutecznosci opracowanego narz¢dzia do bezposredniej
modulacji genomu mitochondrialnego roslin w strategii typu ,,utrata funkcji” (ang. ,,loss of
function"). W podejéciu tym gltownym zatozeniem bylo wykorzystanie opracowanej
technologii jako nowego, niedostepnego dotychczas narzedzia, do badania genow, ktorych
funkcja nie zostata jeszcze dobrze poznana.

2. Weryfikacja 1 potwierdzenie uniwersalnosci wykorzystanego konstruktu poprzez
wprowadzenie roznorodnych sekwencji pasazerskich — w pracy wykorzystano czasteczki
aktywne katalitycznie- rybozymy oraz oligonukleotydy antysensowe.

3. Adaptacja opracowanego i zweryfikowanego w modelu roslinnym systemu do modyfikacji
poziomem ekspresji genomu mitochondrialnego w ludzkich liniach komérkowych.

Zatozone cele zostaty osiagnigte, a uzyskane wynik zostalty przedstawione w niniejsze;j
pracy. Uzyskane wyniki potwierdzily, ze opracowany system moze by¢ z powodzeniem
stosowany do badania funkcji genow mitochondrialnych, a zastosowany nosnik w oparciu o
struktur¢ podobng do tRNA moze by¢ uniwersalng platforma do dostarczania narzedzi
opartych o kwasy nukleinowe do wne¢trza mitochondridéw. Ponadto udato si¢ przenies¢
opracowang strategi¢ na mitochondria komodrek ludzkich, co w przysztosci moze przyczynic¢
si¢ do opracowania skutecznych metod modyfikacji genomu mitochondrialnego.

Czgé¢ zagadnien omawianych w niniejszej pracy zostata opublikowana:

Sultan D., Mileshina D., Grewe F., Rolle K., Abudraham S., Glodowicz P., Khan Niazi A.,
Keren 1., Shevtsov S., Klipcan L., Barciszewski J., Mower J.P., Dietrich A., Ostersetzer-
Biram O. (2016). The Reverse Transcriptase/RNA Maturase Protein MatR Is Required for the
Splicing of Various Group Il Introns in Brassicaceae Mitochondria. Plant Cell, 28: 2805-
2829.
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3. Wyniki badan wlasnych

Informacja genetyczna w komoérka eukariotycznych zawarta jest w sekwencji genomu
jadrowego oraz w DNA organelli, takich jak mitochondria u zwierzat czy chloroplasty i
mitochondria u roslin. Od prawidlowego funkcjonowania metabolicznych i sygnalowych
szlakow istniejagcych pomiedzy organellami i jadrem zalezy homeostaza komodrkowa.
Mitochondria sg niezbedne dla przezycia komorki, jej aktywnosci, oddzialywania ze
srodowiskiem, odpowiedzi na stres, adaptacji czy tolerancji na czynniki srodowiska. Ponadto
$g one rOwniez zaangazowane w procesy starzenia oraz odgrywaja kluczowa role w procesach
programowanej $mierci komorki, apoptozy i nekrozy. Duza cz¢$¢ bialek mitochondrialnych
kodowana jest przez genom jadrowy, a nastgpnie importowana do mitochondriow po
translacji zachodzacej w cytozolu. Dotyczy to rowniez kilku specyficznych RNA.
Mitochondria wykazuja swoistg autonomi¢ w zwiazku z czym nie ma skutecznych metod
interwencji w ich program genetyczny. Do tej pory proby wykorzystania szlakow
transportujacych biatka okazaly si¢ nieefektywne i1 niespecyficzne. Na bazie wspoipracy
naszego laboratorium oraz zespolu kierowanego przez prof. Andre Dietrich z Institut de
Biologie Moléculaire des Plantes CNRS w Strasbourgu we Francji opracowano system
transportu czasteczek aktywnych pozwalajacych na modyfikacje genomu roslinnego. System
ten jest pierwszym, efektywnym narzedziem pozwalajacym na kontrolowang manipulacje
materialem genetycznym mitochondriow roslinnych. Jego skuteczno$¢ zweryfikowano
badajac efekty ograniczenia ekspresji genu o poznanej funkcji, takiego jak atp9 [Val, 2011].
W podejsciu tym wykorzystano naturalny proces transportu cytoplazmatycznych tRNA do
wnetrza mitochondriow i na nim oparto konstrukcje wektora ,,no$nikowego”. Sekwencja
rybozymu HH zostala wbudowana w wektor w bezposrednim sasiedztwie sekwencji
kodujacej rybozym typu HDV, ktérego zdaniem bylo precyzyjne wycigcie dojrzatej
czgsteczke rybozymu HH oraz uwolnienie sekwencji CCA- niezbgdnego ,,znacznika”
sygnalizacyjnego dla systemow transportu mitochondrialnego. Osig 1 gtownym elementem
konstruktu jest sekwencja podobna do tRNA (ang. tRNA-like sequence, TLS), ktora w
systemie tym petni funkcje transportera dojrzalego rybozymu do wnetrza mitochondriow

[Val, 2011] (Ryc. 15).
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Ryc. 15. Schemat strategii wyciszania genéw mitochondrialnych (na podstawie Val,
2011). Komorka roslinna zostata transformowana konstruktem zwierajgcym sekwencje dla
struktury podobnej do tRNA (PKTLS). W celu wygenerowania konca 3’ wolnego dla
aminoacylacji w opisanym konstrukcje umieszczono sekwencje dla rybozymu HDV,
dziatajacego in cis. W wyniku dziatania polimerazy RNA II dochodzi do transkrypcji
wprowadzonego konstruktu. Nastepnie dochodzi do samowyciecia rybozymu HDV 1
uwolnienia konca 3’-CCA w obrgbie PKTLS. Dojrzaty konstrukt, zawierajacy sekwencje
pasazerska, zostaje eksportowany do cytoplazmy, rozpoznany przez mitochondrialny system
importu z udzialem tRNA, a nastgpnie importowany do mitochondrium.
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Wyniki uzyskane w trakcie realizacji pracy mozna podzieli¢ na dwie gléwne czesci

obejmujace:
1. wykorzystanie konstruktu w uktadzie roslinnym oraz
2. wykazanie efektywnosci systemu w uktadzie modelowym komorek ludzkich.

W trakcie realizacji czeSci pierwszej powyzszy konstrukt wykorzystano do badania
funkcji slabo poznanych dotychczas mitochondrialnych gendéw roslinnych, takich jak:
maturaza matR oraz gen mttB. W przypadku badania funkcji matR wykorzystano wektor
zawierajacy sekwencj¢ aktywnego katalitycznie rybozymu, jak rowniez zmodyfikowano
konstrukt poprzez wprowadzenie do niego sekwencji dla oligonukleotydu antysensownego
(Ryc. 16).

Wyniki badania funkcji matR w oparciu o konstrukt zawierajacy sekwencje dla
rybozymu zostaly opublikowane w pracy: Sultan L., Mileshina D., Grewe F., Rolle K.,
Abudraham S., Gledowicz P., Khan Niazi A., Keren I., Shevtsov S., Klipcan L., Barciszewski
J., Mower J.P., Dietrich A., Ostersetzer-Biram O. (2016). The Reverse Transcriptase/RNA
Maturase Protein MatR Is Required for the Splicing of Various Group Il Introns in
Brassicaceae Mitochondria. Plant Cell, 28: 2805-2829 i zostang w niniejszej rozprawie
doktorskiej jedynie krotko omowione 1 podsumowane.

Wiyniki realizacji czg$ci drugiej wykorzystujacej modelowy uktad komorek ludzkich
obejmowaly (Ryc. 16):

1. weryfikacj¢ hipotezy o aktywnym transporcie tRNA z cytoplazmy do mitochondridéw,
podobnie jak w przypadku roslin,

2. budowe¢ nowego konstruktu transportujacego aktywny katalitycznie rybozym do wngtrza
mitochondriow,

3. weryfikacj¢ skuteczno$ci narzedzia na poziomie ekspresji genéw docelowych oraz

4. ocen¢ bezpieczenstwa konstruktu w stosunku do komoérek ludzkich pod katem jego

ewentualnego wykorzystania w terapii chorob mitochondrialnych.
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3.1. Badanie skutecznos$ci wektora w ukladzie roslinnym
3.1.1. Charakterystyka funkcji genu matR z wykorzystaniem konstruktu zawierajacego
rybozym
Uzyskane w podejéciu pilotazowym wyniki [Val, 2011] pokazaly, ze metoda
modyfikacji genomu mitochondrialnego jest skuteczna w odniesieniu do genu o opisanej
funkcji. W zwigzku z tym, jednym z celow mojej pracy doktorskiej byla weryfikacja
uzyteczno$ci opracowanej wczesniej strategii w podejsciu typu ,,loss-of function”, ktoérego
gléwnym zalozeniem jest badanie funkcji genu poprzez wyciszanie jego ekspresji. W
niniejszych badaniach, jako gen docelowy wybrano maturaz¢ mitochondrialng matR, ktorej

funkcja nie zostata dotagd w pelni poznana [Sultan, 2016].

3.1.1.1. Przygotowanie konstruktu

W celu potwierdzenia zaangazowania genu matR w skladanie transkryptéw intronéw
grupy Il w mitochondriach roslinnych zaprojektowane zostalty dwa rybozymy HH (matRz1
oraz matRz2). Katalityczne kwasy nukleinowe rozpoznajace i hydrolizujace sekwencje w
obrebie genu MatR zostaly wprowadzone do mitochondriow, jako sekwencje pasazerskie
pofaczone z transporterem, ktorego funkcje w tym przypadku peini struktura podobna do
tRNA"? pochodzaca z wirusa zoltej mozaiki rzepy (ang. Turnip yellow mosaic virus) (Ryc.
17). Zaprojektowane rybozymy rozpoznawaty sekwencje GUC w réznych miejscach genu
matR (Ryc. 18).

Celem potwierdzenia specyficznosci zaprojektowanych czasteczek przygotowano
rowniez rybozym skierowany w sekwencj¢ kodujacg mitochondrialny gen sdh3 tytoniu.
Sekwencja kodujaca ten gen nie jest obecna w roslinach z rodziny Brassicaceae w tym

rowniez w Arabidopsis i miata postuzy¢ za kontrole negatywna eksperymentu.
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Ryc. 17. Schemat strategii wyciszania genu matR z wykorzystaniem rybozymoéw (na
podstawie Val, 2011). Komorka ro$linna zostata transformowana konstruktem zwierajacym
sekwencje dla struktury podobnej do tRNA (PKTLS). W celu wygenerowania konca 3’
wolnego dla aminoacylacji w opisanym konstrukcje umieszczono sekwencje¢ dla rybozymu
HDV, dziatajacego in cis. W wyniku dziatania polimerazy RNA 1II dochodzi do transkrypcji
wprowadzonego konstruktu. Nastepnie dochodzi do samowyciecia rybozymu HDV i
uwolnienia konca 3’-CCA w obrebie PKTLS. Dojrzaty konstrukt, zawierajacy sekwencje
rybozymu, zostaje eksportowany do cytoplazmy, rozpoznany przez mitochondrialny system
importu z udziatem tRNA, a nastepnie importowany do mitochondrium.
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Ryc. 18. Struktura drugorzedowa konstruktéw PKTLS [modyfikowane za Sultan, 2016].
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3.1.1.2. Transformacja roslin Arabidopsis thaliana

Uzyskany na poprzednim etapie wektor ekspresyjny zostal wprowadzony do rosliny
modelowej Arabidopsis thaliana na drodze agrotransformacji z wykorzystaniem
agrobacterium tumefaciens. Nasiona transformowanych ro$lin zostaly zebrane i wysiane na
ptytki z podtozem statym zawierajgcym antybiotyk selekcyjny (hygromycyna). Otrzymane w
ten sposob rosliny z pokolenia F2 przenoszono nastgpnie do szklarni i hodowano do
uzyskania nasion, ktore wykorzystane zostaly w dalszych badaniach. W wyniku
agrotransformacji uzyskano trzy linie transgenicznych roslin, ktére nazwano matRz1, matRz2

oraz sdh3.

3.1.1.3. Badanie zmian poziomu ekspresji mMRNA

W celu potwierdzenia ekspresji konstruktu ekspresyjnego we wnetrzu komorki,
przeprowadzono indukcje ekspresji wektora za pomocg p-estradiolu. Nastepnie
przeprowadzono izolacje catkowitego RNA z miodych roslin oraz wykonano reakcje
ilosciowego PCR w czasie rzeczywistym. Uzyskane wyniki pokazuja, iz w badanych
roslinach konstrukt zawierajacy sekwencj¢ kodujaca rybozym HH ulega bardzo wysokiej
ekspresji w porownaniu do poziomu kontrolnego w dniu 0 (Ryc. 19) [Sultan, 2016].

Po indukcji ekspresji wektora zawierajacego sekwencje dla rybozyméw, matRz1 oraz
matRz2, poziom transkryptoéw matR zmniejszyt si¢ o 50 do 60% w przypadku linii matRz1 i
matRz2. Nizszy poziom ekspresji badanego genu utrzymywat si¢ przez 5 dni od momentu
dodania czynnika indukujacego. W 6 dniu po indukcji obserwowano obnizenie poziomu
ekspresji konstruktow matRz1 oraz matRz2, przy jednoczesnym wzroscie poziomu ekspresji
transkryptu docelowego matR. W przypadku kontrolnego rybozymu sdhRz nie
zaobserwowano zadnych znaczacych zmian w poziomie ekspresji mitochondrialnego genu

matR (Ryc. 19) [Sultan, 2016].
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Ryc. 19. Analiza zmian poziomu ekspresji wektora (A) oraz genu matR (B) w
agrotransformowanych liniach Arabidhopsis thaliana. 0 — roéliny nietraktowane -
estradiolem, 1 — 6 ro$liny po indukcji B-estradiolem. Wyniki przedstawiono jako s$rednie
warto$ci £ SEM w odniesieniu do ro$lin kontrolnych. Istotno$¢ statystyczna obliczona za
pomocg testu One-way ANOVA rozszerzonej testem Tukey’a: ns — nieistotne statystycznie; *
dla p<0,05; ** dla p<0,01; *** dla p<0,001; **** dla p<0,0001.

3.1.1.4.Badanie zmian poziomu ekspresji bialka matR

Roéwnolegle do analizy poziomu transkryptéw przeprowadzono analize poziomu
biatka matR. W tym celu przeprowadzono izolacj¢ catkowitego biatka oraz oszacowano jego
ilo§¢ w celu wykonania analizy Western Blot. Analiza metodag Wstern Blot potwierdzita, ze w

wyniku dziatania zaprojektowanych rybozymow poziom biatka ulega obnizeniu. W
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przypadku matRzl pierwsze efekty obnizenia poziomu ekspresji matR obserwowano juz w
drugim dniu, podczas gdy dla matRz2 w dniu 3. Najwyzsze obnizenie poziomu biatka
wynoszace 50% dla matRz1l oraz 20% dla matRz2 zaobserwowano w 5 dniu po indukcji.
Podobnie jak w przypadku mRNA w roslinach kontrolnych sdh3Rz nie obserwowano zmian

poziomu biatka matR (Ryc. 20).
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Ryc. 20. Analiza poziomu bialka matR w agrotransformowanych roslinach A. thaliana.
[Sultan, 2016].

A — reprezentatywne bloty dla wszystkich badanych transformantow. B - pomiar
densytometryczny biatka. Wyniki przedstawiono jako srednie warto$ci £ SEM w odniesieniu
do roslin kontrolnych. Istotno$¢ statystyczna obliczona za pomoca testu One-way ANOVA
rozszerzonej testem Tukey’a: ns — nieistotne statystycznie; * dla p<0,05; ** dla p<0,01; ***
dla p<0,001; **** dla p<0,0001.
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3.1.1.5. Analiza specyficznosci badanych konstruktow

W celu potwierdzenia specyficznosci zaprojektowanych rybozymow zbadano poziom
ekspresji wybranych genéw mitochondrialnych. Ze wzgledu na potencjalne zaangazowanie
matR w proces skladania intronow grupy II, do analizy specyficzno$ci wprowadzonych
rybozymow wybrano geny nie zawierajgce introndw. Poziom ekspresji wybranych genow
analizowano metoda qPCR. Do badan wybrano rosliny, w ktérych obserwowano najwyzszy
poziom obnizenia genu matR. W przypadku wigkszosci analizowanych gendéw nie
zaobserwowano znaczgcych zmian w poziomie ich ekspresji. Wzrost poziomu atp6 oraz atp8
moze by¢ spowodowany proba kompensacji dziatania mitochondriow, ktorych genom zostat

w niewielkim stopniu zmieniony (Ryc. 21).
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Ryc. 21. Poziom ekspresji wybranych genéw mitochondrialnych [Sultan, 2016].

Wyniki przedstawiono jako srednie wartosci £ SEM w odniesieniu do roslin kontrolnych.
Istotno$¢ statystyczna obliczona za pomocg testu One-way ANOVA rozszerzonej testem
Tukey’a: ns — nieistotne statystycznie; * dla p<0,05; ** dla p<0,01; *** dla p<0,001; **** dla
p<0,0001.
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3.1.1.6. Badanie zaangazowania genu matR w dojrzewanie transkryptow

W celu potwierdzenia zaangazowania genu MatR w proces dojrzewania transkryptow
zbadano efektywno$¢ sktadania w agrotransformowanych liniach matRz i sdh3Rz zar6wno
przed dodaniem czynnika indukujacego jak rowniez 5 dni po wystawieniu roslin na jego
dziatanie. Badaniu poddano 23 introny grupy II w tym nad1 i1-i4, nad2 i1-i4, nad4 i1-i3, nad5
11-i4, nad7 i1-i4, cox2 il, ccmFc il, rpl2 inl, rps3 il oraz ich flankujace egzony (ryc 22).
Catkowite RNA pozyskane z ro§lin analizowano metoda ilosciowego PCR w czasie
rzeczywistym z wykorzystanie starterow zaprojektowanych do specyficznej amplifikacji
introndw, egzondw oraz potaczen intron-egzon lub egzon-egzon (Ryc. 22).

Obnizenie genu matR w szczegdlny sposdb wptyneto na obnizenie poziomu introndw
gendw 1pl2, rps3, cox2 oraz ccmFc jak rowniez nadl i3, nadl i4, nad5 i4, nad7 i2. W
mniejszym stopniu zmniejszong efektywno$¢ sktadania, czyli wyzsze stosunki pre-RNA do
mRNA obserwowano rowniez w przypadku nad2 i4, nad4 i3 oraz nad5 13. We wszystkich
przypadkach akumulacja pre-mRNA, ktore nie uleglo sktadaniu, korelowata z obnizeniem
poziomu transkryptéw w obu badanych liniach w poréwnaniu do roslin kontrolnych (Ryc.
23).

Akumulacja pre-mRNA w liniach z obnizong ekspresja matR byta rowniez widoczna
dla nad2 i4, nad4 i3 i nad5 i3 jednakze ze wzgledu na brak wigkszych zmian w poziomie
mRNA w liniach matRz nie mozna wyciggna¢ ostatecznych wnioskow, co do roli matR w
dojrzewaniu tych transkryptow.

Poziomy mt-RNA odpowiadajace nad2 egzonom 2-3, 3-4, a takze w pewnym Stopniu
egzonom 4-5 oraz nad5 egzonom 1-2 byly nieco wyzsze w liniach matRz, podczas gdy
pomiedzy liniami sdhRz 1 matRz nie zaobserwowano istotnych réznic w poziomach
transkrypcji nadl il 112, nad2 i1, nad4 il, nad7 i1, i3 i i4 lub odpowiadajacych im RNA. W
zwigzku z tym mozna przyjaé, ze matR nie jest zaangazowane w skladanie wymienionych

wyzej RNA mitochondrialnych [Sultan, 2016].
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Ryc. 22. Schemat organizacji wybranych gen6w mitochondrialnych.
Czerwonymi strzatkami zaznaczono miejsca wigzania starterow zaprojektowanych do
specyficznej amplifikacji introndw, egzondw oraz potaczen intron-egzon lub egzon-egzon.
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3.1.2. Badanie funkcji genu matR z wykorzystaniem antysensowych oligonukleotydow

Pozytywne wyniki uzyskane z zastosowaniem katalitycznych kwaséw nukleinowych
sktonily do zadania pytania czy inne technologie oparte o kwasy nukleinowe, jednak
dziatajgce w oparciu o inne mechanizmy, przyniosg rownie dobre rezultaty. W zwigzku z tym
w kolejnym etapie prowadzonych prac wykorzystano technologi¢ opartag o antysensowe
oligonukleotydy. Katalityczne RNA prowadza do bezposredniej degradacji docelowej
czasteczki mRNA, podczas gdy technologie oparte o AS-ON hybrydyzuja do mRNA
prowadzac do allosterycznej blokady translacji. Ponadto moga prowadzi¢ do inhibicji
oddziatywan docelowego RNA z biatkami i kwasami nukleinowymi jak rowniez prowadzi¢
do hamowania sktadania transkryptow.

W przypadku wykorzystania antysensowych oligonukleotydéw zaprojektowana zostat
czasteczka o sekwencji komplementarnej do intronu 4 genu kodujacego podjednostke I
dehydrogenazy NADH (ang. NADH dehydrogenase subunit I, nadl) w obrebie, ktorej

znajduje si¢ sekwencja dla genu maturazy roslinnej — matR (Ryc. 24).

. ex4 matR ex4
in3 ind4

[T

Ryc. 24. Schemat organizacji genu kodujacego podjednostke I dehydrogenazy NADH
oraz miejsce dzialania AS-ON.

3.1.2.1. Przygotowanie konstruktow.

Antysensowy oligonukleotydy rozpoznajacy sekwencje w obrebie intronu 4 genu
nadl, podobnie jak w przypadku rybozyméw anty-matR, zostal wprowadzony do
mitochondriow jako sekwencja pasazerska potgczona z transporterem (Ryc. 25), ktorego
funkcje w tym przypadku pelni struktura podobna do tRNAV? pochodzaca z wirusa zoltej
mozaiki rzepy. (Ryc. 26). Przygotowano rowniez konstrukt bez wprowadzonej sekwencji

antysensowej, petnigcy role kontroli.
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Ryc. 25. Schemat strategii wyciszania genu matR z wykorzystaniem antysensowych
oligonukleotydow (na podstawie Val, 2011). Komoérka roslinna zostata transformowana
konstruktem zwierajacym sekwencje dla struktury podobnej do tRNA (PKTLS). W celu
wygenerowania konca 3° wolnego dla aminoacylacji w opisanym konstrukcje umieszczono
sekwencje dla rybozymu HDV, dziatajacego in cis. W wyniku dziatania polimerazy RNA II
dochodzi do transkrypcji wprowadzonego konstruktu. Nastgpnie dochodzi do samowyciecia
rybozymu HDV i uwolnienia konca 3°-CCA w obrgbie PKTLS. Dojrzaly konstrukt,
zawierajacy sekwencje AS-ON, zostaje eksportowany do cytoplazmy, rozpoznany przez
mitochondrialny system importu z udzialem tRNA, a nastgpnie importowany do
mitochondrium.
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Ryc. 26. Schemat konstruktu dla AS-ON Nad.

3.1.2.2. Transformacja roslin Arabidopsis thaliana

Uzyskany w ten sposob wektor ekspresyjny zostal wprowadzony do rosliny
modelowej Arabidopsis thaliana na drodze agrotransformacji z wykorzystaniem
Agrobacterium tumefaciens. Nasiona transformowanych roslin zostaty zebrane i wysiane na
plytki z podtozem statym zawierajace antybiotyk selekcyjny (hygromycyne). Uzyskane w ten
sposOb rosliny przenoszono nastepnie do szklarni i hodowano do uzyskania nasion. W

dalszych analizach wykorzystano rosliny z pokolenia F2.

3.1.2.3. Badanie zmian poziomu ekspresji mMRNA

W celu uzyskania materiatu do badania ekspresji genu matR oraz analizy za pomocg
qPCR, nasiona roslin Arabidopsis thaliana poddawano procesowi sterylizacji a nast¢pnie
wysiewano na szalki Petriego zawierajacej stala pozywke Duchefa i umieszczano na 24
godziny w chtodni w celu synchronizacji ich kietkowania. Po tym czasie nasiona umieszczano
w komorach wzrostu na okolo 2-4 tygodni. Rosliny w odpowiednim stadium wzrostu
poddawano dziataniu B-estradiolu. Proby do badan zbierano w odstepach 24 — godzinnych.

Przed pobraniem materiatu do izolacji RNA wykonano dokumentacj¢ fotograficzna,
ktora potwierdza brak efektow fenotypowych dziatania p-estradiolu oraz ekspresji

wprowadzonego plazmidu w poréwnaniu z roslinami typu dzikiego (Ryc. 27).
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DO D5 D5
- B-estradiol - B-estradiol  + B-estradiol

Ryc. 27. Fenotyp transgenicznych roslin Arabidospsis thaliana w poréwnaniu z
roslinami typu dzikiego.
WT — rosliny typu dzikiego, K — ro$liny kontrolne, AS-ON — rosliny transformowane
konstruktem PKTLS. DO — dzien 0 przed indukcja, DS — dzien 5 po indukcji, -B-estradiol —
ros$liny nietraktowane czynnikiem indukcyjnym, +p-estradiol — rosliny traktowane
czynnikiem indukcyjnym.

W kolejnym etapie dokonano izolacji catkowitego RNA z mtodych ros$lin, a nastgpnie
przeprowadzono analize jako$ciowa uzyskanego materiatu w zelu agarozowym. Uzyskany w
wyniku odwrotnej transkrypcji ¢cDNA postuzyt jako matryca dla reakcji qPCR. Analizie
poddano poziom ekspresji wektora oraz docelowego genu matR. Wykorzystano rowniez
startery zaprojektowane do specyficznej amplifikacji introndw, egzonow oraz polaczen
intron-egzon, egzon-egzon lub egzon-intron. Wszystkie zastosowane startery reakcji

zaprojektowano i przetestowano na wczesniejszych etapach prac [Sultan, 2016].
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Uzyskane wyniki pokazuja, iz w badanych roslinach, poddanych dziataniu f-
estradiolu, konstrukt zawierajacy sekwencje¢ kodujaca AS-ON ulega bardzo wysokiej
ekspresji w pierwszych dwoch dniach po indukcji. W kolejnych punktach czasowych (3-5)

obserwujemy spadek ekspresji wektora (Ryc. 28).
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Ryc. 28. Analiza zmian poziomu ekspresji wektora (A) oraz genu matR (B) w
agrotransformowanych liniach Arabidhopsis thaliana. 0 — ro$liny nietraktowane [-
estradiolem, 1-5 rosliny po indukcji B-estradiolem. Wyniki przedstawiono jako s$rednie
wartosci £ SEM w odniesieniu do roslin kontrolnych. Istotno$¢ statystyczna obliczona za
pomoca testu One-way ANOVA rozszerzonej testem Tukey’a: ns — nieistotne statystycznie; *
dla p<0,05; ** dla p<0,01; *** dla p<0,001; **** dla p<0,0001 brak istotnos$ci statystycznej
dla p>0,05.
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Po indukcji roslin poziom mRNA matR zmniejszyt si¢ o 20% w dniu pierwszym, 25%
w dniu drugim i okoto 30% w dniu trzecim. Najwigksze, wynoszace okoto 80%, obnizenie
poziomu ekspresji badanego genu obserwujemy w dniu czwartym. W dniu pigtym
obserwowano niewielki wzrost poziomu ekspresji genu matR. Zgodnie z przewidywaniami w
przypadku roslin kontrolnych nie zaobserwowano zadnych znaczacych zmian w poziomie
ekspresji mitochondrialnego genu matR (rys. 28). Rowniez w przypadku strategii opartej o
antysensowe oligonukleotydy zbadany zostal wptyw obnizenia mitochondrialnego matR na
efektywnos¢ sktadania transkryptéw genu nad 1 (Ryc. 29).

Wyniki uzyskane z zastosowaniem strategii antysensowej pokrywaja si¢ z tymi
uzyskanymi w przypadku strategii opartej o katalityczne kwasy nukleinowe. Rowniez w tym
przypadku obserwowaliSmy obnizenie efektywnosci skladania dla genu nadl co po raz
kolejny wskazuje na zaangazowanie mitochondrialnego matR w proces dojrzewania

transkryptow intronéw grupy 1L

H in1-ex2 H ex2-in3

N N
il N ek1-ex2 - ex2-ex3

Efektywnos¢ sktadania
[Log,(AS-ON/kontrola)]
Efektywnos¢ skiadania
[Log,(AS-ON/kontrola)]

-2.51

0 1 2 3 4 5 o 1 2 3 4 5
Czas po indukcji [dni] Czas po indukcji [dni]
M in3-ex4 H ind-ex5
ek3-ex4 ex4-ex5
0.57 0.5

Efektywnos¢ sktadania
[Log,(AS-ON/kontrola)]
Efektywnos¢ sktadania
[Log,(AS-ON/kontrola)]

-2.51

0 1 2 3 4 5 o 1 2 3 4 5
Czas po indukcji [dni] Czas po indukcji [dni]

Ryc. 29. Analiza zmian efektywnosci skladania genu nadl.
Wyniki przedstawiono jako $rednie wartosci + SEM w odniesieniu do roslin kontrolnych.
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3.1.3. Analiza zmian ekspresji genu mttB pod wplywem rybozymoéw

W niniejszych badanich zaprojektowano rowniez rybozym skierowany w sekwencje
kodujaca mitochondrialny gen mttB (ang. Transport membrane protein). Gen ten koduje
biatko o homologi do TatC, be¢dacego skladnikiem systemu Tat (ang. twin-arginine
translocase). System ten odpowiedzialny jest za transport oraz translokacje biatek natywnych,
jak rowniez oligomeroéw przez blony biologiczne. Przypuszcza si¢ réwniez, ze ekspresja genu

mttB moze by¢ zwigzana z odpowiedzig rosliny na stres abiotyczny.
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Ryc. 30. Struktura pierwszo- i drugorzedowa konstruktéw zawierajacych rybozym HH
dla mRNA mttB.

W przypadku podejscia badania funkcji mttB zaprojektono wektor zawierajacy
sekwencje rybozymu HH (Ryc. 30). Analogicznie, jak w przypadku poprzednich podejs¢
zaprojektowana czasteczka rybozymu zostala wprowadzona do mitochondriow, jako
sekwencja pasazerska polaczona z transporterem, ktorym jest struktura podobna do tRNAY

pochodzaca z wirusa z6ttej mozaiki rzepy (Ryc. 31).
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Ryc. 31. Schemat strategii wyciszania genu mttB z wykorzystaniem rybozyméw (na
podstawie Val, 2011). Komorka ro$linna zostata transformowana konstruktem zwierajacym
sekwencje dla struktury podobnej do tRNA (PKTLS). W celu wygenerowania konca 3’
wolnego dla aminoacylacji w opisanym konstrukcje umieszczono sekwencje¢ dla rybozymu
HDV, dziatajacego in cis. W wyniku dziatania polimerazy RNA II dochodzi do transkrypcji
wprowadzonego konstruktu. Nastepnie dochodzi do samowyciecia rybozymu HDV i
uwolnienia konca 3’-CCA w obrebie PKTLS. Dojrzaty konstrukt, zawierajacy sekwencje
rybozymu, zostaje eksportowany do cytoplazmy, rozpoznany przez mitochondrialny system
importu z udziatem tRNA, a nastepnie importowany do mitochondrium.

Badania efektywnos$ci badanego konstruktu zostalty w pierwszym etapie potwierdzone
w warunkach in vitro [dane zespotu badawczego, niepublikowane). W nastgpnym etapie,
podobnie, jak w przypadku poprzednich podejs¢, modelowa roslina A. thaliana poddana
zostata agrotransformacji. Rosliny z pokolenia F2 zostaly wykorzystane w dalszych
analizach. W tym przypadku w wyniku wstepnej selekcji uzyskano trzy transformanty
oznaczone jako T1, T2, T3. Podobnie rowniez, jak w poprzednich przypadkach w celu

uzyskania materiatu do analiz metoda qPCR nasiona transformowanych roslin poddano
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procesowi sterylizacji, a nastgpnie wysiewano na szalki Petriego ze statg pozywka Duchefa 1
umieszczano na 24 godziny w chlodni w celu synchronizacji ich kietkowania. Nastgpnie
szalki z nasionami przenoszono do komodr wzrosty na okoto 2-4 tygodni. Rosliny, ktore
osiggnety odpowiednie stadium wzrostu poddawano dziataniu czynnika indukcyjnego, a
proby do badan pobierano w odstepach 24 — godzinnych. W kolejnym etapie dokonano
izolacji catkowitego RNA z mtodych roslin, a nastepnie przeprowadzono analiz¢ jakosciowa
uzyskanego materialu w zelu agarozowym. Uzyskany w wyniku odwrotnej transkrypcji
cDNA postuzyl, jako matryca dla reakcji iloSciowego PCR w czasie rzeczywistym.

Uzyskane wyniki wskazuja, ze w badanych ro$linach, poddanych dziataniu B-
estradiolu, konstrukt zawierajagcy sekwencj¢ kodujaca rybozym HH ulega bardzo wysokiej
ekspresji we wszystkich badanych transformantach. Najwyzszg ekspresje obserwujemy w
przypadku T2 w drugim dniu prowadzonych obserwacji. Najnizszym poziomem ekspresji
wektora odznacza si¢ TI1. Obserwacja to moze wskazywaé na fakt, Ze proces
agrotransformacji przebiega z r6zng wydajnoscig. Podobnie jak w przypadku poprzednich
analiz obserwowano spadek ekspresji wektora wraz z czasem. Po indukcji roslin
obserwujemy obnizenie poziomu mRNA mttB juz w pierwszym dniu. Spadek ten wynosi
24% dla T1, 28% dla T2 i 32% dla T3. Najwyzszy spadek ekspresji obserwujemy w dniu 2 i
w zaleznos$ci od badanego transformantu wynosi od 70 — 85%. W kolejnych punktach
czasowych obserwujemy stopniowy powrot ekspresji mttB do poziomu wyjsciowego. W dniu
5 poziom mRNA jest minimalnie podwyzszony dla T2 i T3 odpowiednio 5 i 7% oraz
nieznacznie obnizony (6%) dla T1. W przypadku ro$lin kontrolnych nie obserwowano zmian

w poziomie ekspresji genu mttB (Ryc. 32).
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Ryc. 32. Analiza zmian poziomu ekspresji wektora (A) oraz genu mttB (B) w
agrotransformowanych liniach Arabidhopsis thaliana. 0 — ro$liny nietraktowane [-
estradiolem, 1 — 5 ro$liny po indukcji B-estradiolem. Wyniki przedstawiono jako s$rednie
warto$ci £ SEM w odniesieniu do ro$lin kontrolnych. Istotno$¢ statystyczna obliczona za
pomoca testu One-way ANOVA rozszerzonej testem Tukey’a: ns — nieistotne statystycznie; *
dla p<0,05; ** dla p<0,01; *** dla p<0,001; **** dla p<0,0001 brak istotno$ci statystycznej
dla p>0,05.
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3.2. Badanie skuteczno$ci systemu do modyfikacji genomu mitochondrialnego w
ludzkich liniach komorkowych
3.2.1. Ocena mozliwosci wykorzystanie strategii importu struktur podobnych do tRNA
w ludzkich liniach komérkowych
Wyniki uzyskane uprzednio wykazaly, ze opracowane narz¢dzie moze zostaé z
powodzeniem wykorzystane do modyfikacji genomu mitochondrialnego, a takze do badania
genow ktorych funkcja nie zostata jeszcze do konca poznana w uktadzie roslinnym [Sultan,
2016]. Wyzwaniem, ktore pojawilo si¢ nastepnie, byla odpowiedZ na pytanie: czy
opracowane narzedzie transportu czasteczek aktywnych do modyfikacji genomu

mitochondrialnego, bedzie rowniez efektywne w przypadku komorek ludzkich (Ryc. 33)?

Promotor Rybozym HH Struktura podobna do tRNA  HDV Terminator
Transkrypcja
Aoy,
C/QC/é/J/ Rybozym HDV
Rybozym HH

AAAAAA

TLS

Ryc. 33. Schemat strategii wyciszania genow mitochondrialnych komorek ludzkich z
wykorzystaniem rybozymoéw (na podstawie Val, 2011). Ludzka linia komérkowa zostata
transfekowana plazmidem pcDNAS/FRT/TO zawierajagcym konstrukt, w ktorego sktad weszta
sekwencja dla struktury podobnej do tRNA (TLS), sekwencja dla rybozmu HDV,
dziatajacego in cis, ktory pozwolil na wygenerowanie konca 3’ wolnego dla aminoacylacji
oraz sekwencje kodujaca rybozym HH. Pod wplywem dziatania czynnika indukcyjnego
(tetracykliny) dochodzi do transkrypcji wprowadzonego konstruktu. Nastepnie dochodzi do
samowycigcia rybozymu HDV 1 uwolnienia konca 3’-CCA w obrgbie TLS. Dojrzaty
konstrukt, zawierajagcy sekwencje rybozymu, zostaje eksportowany do cytoplazmy,
rozpoznany przez mitochondrialny system importu z udzialem tRNA, a nastgpnie
importowany do mitochondrium.

94



Opracowanie skutecznej startegii opartej o zbadany wczesniej system transportu wymagato:
1. weryfikacji hipotezy, iz w komorkach ludzkich zachodzi aktywny transport czasteczek
tRNA z cytoplazmy do mitochondriow,
2. stworzenia konstruktu przystosowanego do komorek ludzkich, niosagcego odpowiednie

narzedzie do modyfikacji genomu mitochondrialnego.

3.2.1.1. Przygotowanie kostruktéw do analiz in vitro weryfukujacych transport tRNA z
cytozolu do mitochondrium

Mitochondria komoérek ludzkich koduja kompletny zestaw gendw mitochondrialnego
tRNA. Ostatnie badania wykazal, ze cytozolowe tRNA®™ jest jednak obecne w izolowanych
frakcjach mitochondrialnych. Wyniki te moga wskazywac na istnienie mechanizmu importu
tRNA z cytoplazmy do mitochondriéw. Nie zostal on jednak w pelni poznany i opisany,
dlatego tez jednym z celow realizacji pracy doktorskiej, byla weryfikacja hipotezy o
mozliwo$ci aktywnego transportu czgsteczek tRNA z cytozolu do mitochondriow ludzkich.
W pierwszym etapie badan, przeprowadzono wigc analize bioinformatyczng majgca na celu
porownanie sekwencji czasteczek tRNA-like z tRNA wystepujacymi w komodrkach ludzkich.
Analizy te wykazaly, ze najwigksza, wynoszaca 100%, homologia odznaczajg si¢ struktury
podobne do tRNA pochodzace z wirusa mozaiki tytoniu (ang. Tobaco mosaic virus, TMV)
oraz wirusa mozaiki stoklosy (ang. Brome mosaic virus, BMV) o charakterystyce i sekwencji
odpowiedajacej odpowiednio tRNAMS i tRNA™" (Ryc. 34).
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Brome mosaic virus RNA3, complete sequence
Sequence ID: AB183261.1 Length: 2116 Number of Matches: 1

Range 1: 1917 to 2116 GenBank Graphics

Score 7E&ct7 ﬁlaentri'iigs 7(75;aps gtr;\ér
370 bits(200) 1e-106 200/200(100%) 0/200(0%) Plus/Plus
Query 1 AGCTTGTTGAATCAGTACAATAACTGATAGTCGTGGTTGACACGCAGACCTCTTACAAGA 60

. III|I|IIIII|III|III|IIIIII||II|I|IlII||IIIIII|II|IIII|II|II|
Sbjct 1917 TTGTTGAATCAGTACAATAACTGATAGTCGTGGTTGACACGCAGACCTCTTACAAGA 1976
Query 61 GTGTCTAGGTGCCTTTGAGAGTTACTCTTTGCTCTCTTCGGAAGAACCCTTAGGGGTTCG 120

, COLEULEEEREEEE et e e e e e e e e eeeer
Sbjct 1977 GTGTCTAGGTGCCTTTGAGAGTTACTCTTTGCTCTCTTCGGAAGAACCCTTAGGGGTTCG 2036

i et oot o
Sbjct 2037 TGCATGGGCTTGCATAGCAAGTCTTAGAATGCGGGTACCGTACAGTGTTGAAAAACACTG 2096
e B I 2

Sbjct 2097 TAAATCTCTAAAAGAGACCA 2116

Tobacco mosaic virus, complete genome
Sequence ID: X68110.1 Length: 6395 Number of Matches: 1

Range 1: 6196 to 6395 GenBank Graphics

Score Expect Identities Gaps Strand
370 bits(200) 4e-106 200/200(100%) 0/200(0%) Plus/Plus
Query 1 GTCAAGATGCATAATAAATAACGGATTGTGTCCGTAATCACACGTGGTGCGTACGATAAC 60

CECELEEREEEEE e et e e e e et e e et dLn

Sbjct 6196 GTCAAGATGCATAATAAATAACGGATTGTGTCCGTAATCACACGTGGTGCGTACGATAAC 6255

Query 61 GCATAGTGTTTTTCCCTCCACTTAAATCGAAGGGTTGTGTCTTGGATCGCGCGGGTCAAA 120

. CELERELEEEEE e e e ettt et e e e e ee L eeeerr L
Sbjct 6256 GCATAGTGTTTTTCCCTCCACTTAAATCGAAGGGTTGTGTCTTGGATCGCGCGGGTCAAA 6315

Query 121  TGTATATGGTTCATATACATCCGCAGGCACGTAATAAAGCGAGGGGTTCGAATCCCCCCG 180
CELERELEEETER Rt e et e e e ettt e e ee e i e e errL

Sbjct 6316 TGTATATGGTTCATATACATCCGCAGGCACGTAATAAAGCGAGGGGTTCGAATCCCCCCG 6375

Query 181  TTACCCCCGGTAGGGGCCCA 200

LELLEELLELEEEEEET

Sbjct 6376 TTACCCCCGGTAGGGGCCCA 6395

Ryc. 34. Porownaie sekwencji kodujacych struktury podobne do tRNA BMV i TMV
oraz tRNA™® j tRNA™",

Produkt reakcji PCR zawierajacy sekwencj¢ kodujaca struktury podobne do tRNA
zostat zamplifikowany z wykorzystaniem starterow wprowadzajacych na koncu 5° sekwencje
dla promotora polimerazy T7, a na koncu 3’ sekwencj¢ dla enzymu restrykcyjnego BstNI.
Jako matryce wykorzystano istniejagce wczesniej plazmidy TLS-BMV oraz TLS-TMV
zawierajace sekwencje dla struktur podobnych do tRNA BMV i TMV. Oba plazmidy
pozyskano w wyniku wspolpracy z zespotem kierowanym przez prof. Andre Dietrich z
Institut de Biologie Moléculaire des Plantes CNRS w Strasbourgu we Francji. Tak
przygotowany fragment DNA wbudowano do wektora ekspresyjnego pUC-19. Uzyskanymi
w wyniku ligacji wektorami pUC-19-TMV i pUC-19-BMV transformowano bakterie
kompetentne DH5a (Ryc. 35).
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Ryc. 35. Schemat przygotowania plazmidu do analiz in vitro.
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3.2.1.2. Ocena transportu konstruktéw zawierajacych struktury tRNA-podobne

W celu oceny efektywnos$ci importu konstruktow do mitochondriéw niezbedne bylo
zbadanie czy zachodzi ich transport przez blony mitochondrialne. W pierwszym etapie
sprawdzono wiec te mozliwos¢ w uktadzie modelowym w warunkach in vitro (Ryc. 36). W
tym celu na matrycy wektora pUC-19 z wykorzytaniem polimerazy T7 dla obu sekwencji
tRNA-podobnych (BMV oraz TMV) przeprowadzono traskrypcje in vitro, a uzyskane
transkrypty RNA wyznakowano radioaktywnie wewnatrz ich sekwencji za pomoca
radioizotopu [a-*?PJUTP. Przygotowano rownocze$nie frakcje izolowanych ludzkich
mitochondriow pochodzacg z linii komérkowej HepG2. Nastepnie, do wyizolowanch z
komorek ludzkich mitochodriow dodawano znakowane radioaktywnie transkrypty i
inkubowano w obecnosci kompleksu biatek umozliwiajacych import z cytoplazmy do
mitochondriow (ang. Human import direct proteins, HmIDPs).

Biatka HmIDP uzyskano poprzez frakcjonowanie rowniez z lizatéw komorek HepG2.
Uzyskane w ten sposob frakcje 30% (HmIDPsl), 50% (HmIDPs2), 70% (HmIDPs3)
dializowano wobec buforu NPMD zawierajacego 50% glicerolu. Wszystkie uzyskane w ten
sposob frakcje biatkowe wykorzystano do importu struktur podobnych do tRNA do
izolowanych mitochondriéw ludzkich. W obecnosci HmIDPs w przypadku obu badanych
czasteczek zaobserwowano trasport czgsteczek tRNA-podobnych do wnetrza mitochondriow,
jednak z r6zng wydajnoscig zalezng od zastosowanej frakcji biatkowej. W przypadku obu
badanych sekwencji najlepszy efekt osiggnigto po zastosowaniu frakcji HmIDPs3
wynoszacym 85,82% i 77,17% odpowiednio dla struktury tRNA BMV i TMV (rys 30).
Wigksza wydajnos¢ reakcji importu osiggnigto dla sekwencji BMV niz TMV. Najnizsza
wynoszaca 42,38 % 1 46,04 % obserwowano po dodaniu frakcji HmIDPsl. W reakcji
kontrolnej, w ktorej do mieszninny nie dodano frakcji biatkowych, import struktur podobnych

do tRNA nie zachodzit dla Zadnej z badanych czasteczek.
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struktura podobna do tRNA™ struktura podobna do tRNA™

Mitochondria = + + + + + - * + + + +
HmIDPs1 g - - + = = = - & = =
HmIDPs2 - - - - + - - - - - % -
HmIDPs3 2 - - - - + - - - - +
Transkrypt TLS  + - + + + + + @ + + ¥ +
Bufor NPMD - + + + + + = + + + ¥ 4 M
e 400 nt
: 300 nt
6 ' . - B e B 200Nt
v B 100 nt
[ 50 nt
BMV T™MV
HmIDPs1 42,38 % 46,04 %
HmIDPs2 60,51 % 57,35 %
HmIDPs3 85,82 % 77,17 %
Bez HMIDPs - -

Ryc. 36. Import struktur podobnych do tRNA do mitochondriéw komérek ludzkich.
Autoradiogram 20% zelu PAA przedstawia wynik importu struktur podobnych do tRNA do
mitochondriow komorek ludzkich. Kolorem czerwonym oznaczono oczekiwang wielko$¢
produktu. M — marker wielko$ci. W tabeli =zestawiono wartosci pomiarow
densytometrycznych.

Do prawidlowego dziatania opracowanego narzedzia kluczowe jest jednak, aby
dostato si¢ ono do miejsca, w ktorym zachodzi proces transkrypcji genow mitochondrialnych
czyli do macierzy mitochondrialnej. W celu potwierdzenia, ze struktury podobne do tRNA
przenikaja przez obie mitochondrialne blony, zbadano obecno$¢ znakowanych czasteczek w
mitoplastach czyli mitochondriach pozbawionych zewngtrznej blony (Ryc. 37). Frakcje

mitoplastow uzyskano rowniez z linii komorkowej HepG2.
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A

Mitochondria Mitoplasty
Mitochondria - + + + + + + + +
HmIDPs1 - + = = + o -
HmIDPs2 = - + = - + s
HmIDPs3 = = = + = = +
Transkrypt TLS & + + + + + # + ¥
Bufor NPMD - + + + + + + + ¥ _M_
-
W 400 nt
a- oy on
’ w . = 300 nt
B 100 nt
B
Mitochondria Mitoplasty
Mitochondria - + + + + + + + %
HmIDPs1 - - + - - - 3 = -
HmIDPs2 = - - + - = - + -
HmIDPs3 = - - - + - - - +
Transkrypt TLS + + + + + + + + +
Bufor NPMD - + + + + + + + + M
-
S 400 nt
o g 300 nt
el SBS ..
. 100 nt
[ = 50 nt
» -
BMV T™MV
Mitochondria Mitoplasty Mitochondria Mitoplasty
HmIDPs1 39,26 % 55,55 % 79,15 % 35,89 %
HmIDPs2 77,41 % 86,90 % 27,84 % 88,99 %
HmIDPs3 89,65 % 83,71 % 57,18 % 81,25 %
Bez HmIDPs - - = -

Ryc. 37. Import struktur podobnych do tRNA™ (A) oraz tRNA™" (B) do
mitochondriow i mitoplastéw komorek ludzkich.
Autoradiogram 20% zelu PAA przedstawia wynik importu struktur podobnych do tRNA do
mitochondridw 1 mitoplastow komorek ludzkich. Kolorem czerwonym oznaczono oczekiwang
wielko$¢ produktu. M — marker wielkosci. W tabeli zestawiono warto$ci pomiarow

densytometrycznych.
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Uzyskany wynik potwierdzit, ze struktury podobne do tRNA przenikajg bezposrednio

do wnetrza mitochondriéw i nie zatrzymuja si¢ w przestrzeni mi¢dzybtonowej. Rowniez w

tym przypadku nieobecnosc bialek HmIDPs spowodowata brak importu RNA z cytoplazmy

do badanych organelli.

Uzyskane wyniki pokazaty, ze zar6wno struktura tRNA pochodzace od wirusa TMV, jak

i BMV mogg z powodzeniem znalez¢ zastosowane jako no$niki do importu czasteczek RNA

do mitochondriow komorek ludzkich.

3.2.2. Przygotowanie konstruktéw transportujacych czasteczki aktywne katalitycznie

do modyfikacji ludzkiego genomu mitochondrialnego.

Do badan w uktadzie modelowym wykorzystujacym ludzkie linie komorkowe

zaprojektowano dwa rybozymy HH rozpoznajace sekwencj¢ docelowa (GUC oraz AUC) w

obrebie mitochondrialnego atp6 (Ryc. 38.).

3
\
\

3
\
\

Ryc. 38. Struktura drugorzedowa rybozyméw HH w kompleksie z substratem.

atp6

Sekwencja 1
5

!

/
CIHG -— 4 o
T g linker
5-AUUAAGGC ACAGCGA—» GACCAGCAGC
gUC A UGCCAGUAAC
A A ACACCUACGU
UGp G GCGCUGCCAA—»3'
G—C
C—G
U _u
Uuvu
HHR2GUC 5'-TCGCTGTCGCCTTAAT-3'

atp6

Sekwencja 2
é

1 /l

~UCCGGAUCCUAACACC— 7

FELLLEIL TLLILTd linker
5-AGGCCUAG AUUGUGG—» GACCAGCAGC
GUC A UGCCAGUAAC
A A ACACCUACGU
Ug G GCGCUGCCAA=—» 3'
A
G—C
C=G
U U
Uuu
HHRzAUC

5'-CCACAATCCTAGGCCT-3'
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MT-ATP6 jest genem kodujacym podjednostke 6 syntazy ATP. Zbudowany jest z 226
aminokwasow, a jego masa czgsteczkowa wynosi 24,8 kDa. Biatko kodowane przez gen mt-
atp6 odrywa kluczowa role w prawidlowym funkcjonowaniu mitochondriow. Mutacje w
genie mt-atp6 sa jednak takze zwigzane z licznymi zaburzeniami neurodegeneracyjnymi oraz
sercowo naczyniowymi takimi jak zespot MELAS (miopatia mitochondrialna, encefalopatia,
kwasica mleczanowa, wystepowanie incydentow podobnych do udaréw), zespét LHON
(neuropatia nerwu wzrokowego), zespot Leigha i zespot NARP.

Uzyskane wczesniej wyniki potwierdzily, ze zarowno czasteczki BMV jak 1 TMV
skutecznie wnikaja do macierzy mitochondrialnej. W zwigzku z tym obie struktury podobne
do tRNA zostaty wykorzystane w dalszych analizach.

Do przygotowania konstruktow zawierajacych sekwencje pasazerska (rybozym HH),
linker oraz sekwencj¢ dla rybozymu HDV wykorzystano jako matryce uzyskane na
wczesniejszym etapie wektory pUCI19-TMV oraz pUC19-BMV. Produkt reakcji PCR
uzyskano z wykorzystaniem starterow wprowadzajacych na koncu 5’ sekwencje kodujaca

rybozym HH i linker oraz sekwencj¢ dla rybozymu HDV na koncu 3’ (Ryc. 39).
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I Hydroliza plazmidu enzymem restrykcyjnym

Sekwencja dla rybozymu HH tacznik Struktura podobna do tRNA Sekencja dla rybozymu HDV

I - I
I Reakcja PCR

g 3

I Ligacja do wektora pcDNA5/FRT/TO

pcDNA™5/FRT/TO

5137 (pz)

I Transformacja bakterii DH5a
I1zolacja plazmidowego DNA

l

Sekwencjonowanie metodg Sangera

Ryc. 39. Schemat przygotowania plazmidu do transfekcji komorek ludzkich.

Uzyskane produkty reakcji analizowano w 1,5% zelu agarozowym (Ryc. 40), a
czasteczki o wiasciwej dlugosci zostalty wligowane do wektora ekspresyjnego
pcDNAS/FRT/TO. Konstrukt zostal wprowadzony do bakterii kompetentnych DHS5a z

wykorzystaniem transformacji metoda szoku cieplnego. Prawidlowos¢ uzyskanych sekwencji
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potwierdzono za pomocg sekwencjonowania. Plazmidy o prawidlowe;j sekw%lcji zostaly

wykorzystane do transfekcji ludzkich linii komérkowych.

M 1 2 3 45 6 7 8910 1112 13 14 15

Ryc. 40. Analiza produktéow reakcji PCR w zelu agarozowym. M — marker wielkosci 100
bp, 1 — 4 — konstrukt AUC-BMV, 5 — 8 — konstrukt AUC-TMV, 9 — 12 — konstrukt GUC-
BMV, 13 — 15 — konstrukt AUC-TMV. Strzatka zaznaczono produkt prawidtowej wielkosci.

3.2.3. Wyprowadzenie linii komérkowej o stabilnej i indukowalnej ekspresji
konstruktow zawierajacych struktury podobne do tRNA

Do wprowadzenia konstruktu do komorek ludzkich zastosowano system Flp-In T-Rex
firmy Life Technologies (Ryc. 41). Metoda ta pozwala na wyprowadzenie linii komérkowej o
stabilnej i indukowalnej ekspresji wybranej sekwencji dzigki wykorzystaniu mechanizmu
rekombinacji DNA pochodzacemu z Saccharomyces cerevisiae. System ten oparty jest o
rekombinaze Flp i prowadzi do miejscowo-specyficznej rekombinacji w celu utatwienia
integracji wprowadzanego genu w okreslonym miejscu w genomie komorek ssakow.

System Flp-In T-Rex oparty jest o cztery plazmidy: pFRT/lacZeo, pcDNAG/TR,
pOG44 oraz pcDNAS/FRT/TO. Plazmid pFRT/lacZeo koduje sekwencje biatka fuzyjnego
zawierajacego B-galaktozydazg oraz gen opornosci na zeocyng. Sekwencja ta znajduje si¢ pod
kontrolg promotora SV40. Ponadto wektor ten wprowadza do komorek miejsce rozpoznawane
przez rekombinaze¢ Flp (ang. Flp recombination target, FRT), bedacego miejscem wigzania i
hydrolizy dla Flp. Plazmid pcDNAG6/TR wprowadza do komoérki sekwencje kodujaca dla
represora Tet znajdujaca si¢ pod kontrolg dla promotora ludzkiego cytomegalwirusa (ang.
cytomegalovirus, CMV). Integracja do genomu jadrowego pFRT/lacZeo oraz pcDNA6/TR
jest losowa 1 przebiega niezaleznie od siebie. Plazmid pOG44 pozwala na ekspresje

rekombinazy Flp, ktorej sekwencja znajduje si¢ pod kontrola promotora CMV.
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pcDNAS/FRT/TO oprocz sekwencji wprowadzanego genu zawiera réwniez sekwencje
hybrydowego promotora CMV/tetO, zaleznego od tetracykliny oraz gen opornosci na
hygromycyne.

Po transfekcji plazmidem pOG44 i wektorem pcDNAS/FRT/TO dochodzi do
rekombinacji homologicznej migdzy miejscem FRT w genomie, a tym obecnym w wektorze.
W ten sposob dochodzi do wlaczenia sekwencji wektora pcDNAS/FRT/TO, zawierajacego
wprowadzony gen, do genomu komorki. W proces ten zaangazowana jest rekombinaza
pochodzaca z plazmidu pOG44. Po stabilnym zintegrowaniu wektora z genomem ekspresje
wprowadzonej sekwencji mozna indukowac poprzez dodanie tetracykliny.

Badania prowadzono rownolegle na dwoch liniach komérkowych. Linia HepG2-Flp-
In zostata wyprowadzona z czystej linii komoérkowej HepG2 i zostala wybrana ze wzgledu na
stosunkowo duzg ilo$¢ mitochondriow w pojedynczej komorce. Stopien skomplikowania
przygotowania komorek Flp-In i ryzyko niepowodzenia spowodowato, ze do badan wybrano

réwniez komercyjnie dostepna lini¢ Flp-In-293.
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pFRT/lacZeo

\ (8106 pz)

S~

Transfekcja linii komdrkowej
Tf% plazmidem pFRT/lacZeo. Selekcja
LA -7 poszczegdlnych kolonii na zeocynie

Transfekcja linii komoérkowej
plazmidem pcDNAG/TR. Selekcja
poszczegolnych kolonii na zeocynie i
blastycydynie.

pcDNAG/TR
(6662 pz)

.

Ligacja konstruktu TLS do wektora
pcDNA™5/FRT/TO pcDNAS/FRT/TO
5137 (pz)

Kotransfekcja wektorem ekspresyjnym
oraz wektorem pOG44
Selekcja na hygromycynie

Dodanie tetracykliny w celu indukcji
wprowadzonego konstruktu

— —

Psvao Pcmv/2x Teto. BGH pA
Y s ATG Hygromycin —— O lacZ-Zeocin™ 74

Testy na liniach komérkowych

Ryc. 41. Schemat przygotowania linii komérkowej o stabilnej indukowalnej ekspresji
transgenu.
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3.2.3.1.Przygotowanie linii HepG2-Flp-In

W celu przygotowania linii komérkowej HepG2-Flp-In, komorki HepG2 wysiewano
na ptytki 6 — dotkowe i hodowano do momentu uzyskania 85-90% konfluencji, a nast¢pnie
transfekowano plazmidem pFRT/lacZeo z wykorzystaniem Lipofectaminy 2000. Po 24
godzinach od transfekcji starg pozywke usuwano 1 dodawano $wieza pozywke z
antybiotykiem selekcyjnym (zeocyna). Hodowle prowadzono przez okres 3 tygodni
regularnie dokonujagc zmiany pozywki. Dla potwierdzenia prawidlowego przebiegu
transfekcji wykonano reakcje PCR z wykorzystaniem starterow specyficznych dla
zastosowanego plazmidu (rys. 42 A).

Komorki, w ktéorych stwierdzono obecno$¢ plazmidu pFRT/lacZeo ponownie
wysiewano na plytki 6 — dotkowe. Po uzyskaniu 85-90% konfluencji linie HepG2
transfekowano plazmidem pcDNAG6/TR, a nastepnie przez 3 tygodnie prowadzono hodowle z
dodatkiem antybiotykow selekcyjnych (zeocyna, blastycydyna). Prawidlowy przebieg
transfekcji potwierdzono reakcja PCR z zastosowaniem starteréw zaprojektowanych dla
plazmidu pcDNAG/TR (Ryc. 42 B).

W ostatnim etapie obie badane linie poddano kotransfekcji plazmidem
pcDNAS/FRT/TO z wklonowanym wektorem oraz plazmidem pOG44, a nastgpnie poddano
selekcji z wykorzystaniem Hygromycyny B. W celu potwierdzenia prawidlowego przebiegu
transfekcji wykonano reakcje PCR z wykorzystaniem starterow specyficznych dla plazmidu
pcDNAS/FRT/TO (Ryc. 42 C, D). Uzyskane w ten sposob linie komorkowe wykorzystano w

dalszych analizach.
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MK-K+ 1 2 3 4 MK-K+ 1 2 3 4

500- 2
400- 200:
300- 300-
200- 200-

100- 100-

MK-K+1 2 3 4 M K-K+1 2 3 4

i
- 500-
300 200

300-
200-
100-

200-
100-

Ryc. 42. Analiza produktéw PCR w zelu agarozowym. M — Marker wielkosci 100 bp, K- -
kontrola negatywna, K+ - kontrola pozytwna, 1 — 4 badane proby. Strzalka zaznaczono
produkty prawidtowej wielkosci. A — Analiza obecnosci sekwencji plazmidu pFRT/lacZeo w
linii HepG2-FlIp-In; B - Analiza obecnosci sekwencji plazmidu pcDNA6/TR w linii HepG2-
Flp-In; C - Analiza obecnosci sekwencji plazmidu pcDNAS/FRT/TO w linii HepG2-Flp-In;
D - Analiza obecnos$ci sekwencji plazmidu pcDNAS/FRT/TO w linii Flp-In-293.

3.2.4. Badanie wplywu tetracykliny na przezywalno$¢ komérek.

Zastosowany w niniejszych badaniach system Flp-In T-Rex firmy Life Technologich
oparty jest o wektor pcDNAS/FRT/TO zawierajacy promotor dla tetracykliny. Jest to
antybiotyk o szerokim spektrum dziatania polegajacym na hamowani biosyntezy biatka i
zaburzeniu procesow energetycznych w komorkach bakteryjnych. W protokole zatagczonym
przez producenta zaleca si¢ zastosowanie stgzen tetracykliny w przedziale od 0,1 do 10 pg.
Dlatego tez, aby wyselekcjonowaé¢ optymalne stezenie dla ludzkich linii komérkowych

przeprowadzono badanie wplywu wzrastajagcego stezenia tetracykliny na przezywalnosé

108



komorek. W tym celu wykorzystano test cytotoksycznosci MTT. Metoda ta polega na
zastosowaniu soli tetrazolowej MTT, ktora w wyniku dzialania dehydrogenazy
bursztynianowej, obecnej w mitochondriach zywych i aktywnych metabolicznie komorek,
ulega redukcji do formazanu. Powstate w reakcji fioletowe krysztaly formazanu ulegajg
rozpuszczeniu pod wptywem niektorych roztworéw (np. DMSO), a intensywno$¢ zabarwienia
powstatego roztworu jest wprost proporcjonalna do ilosci formazanu oraz jest miarg
aktywnos$ci oksydoredukcyjnej mitochondriéw. Pomiar poziomu redukcji MTT jest zatem
wyznacznikiem kondycji metabolicznej zywych komoérek i udzial badanego zwigzku w

zahamowaniu proliferacji komodrkowe;.

@ AuC BMV E AuC TMV

120- A Guc BMV 4205 A Guc TMV
S NS s ns ns ns ns ns ng

1004 % 5 % ns ns ns ns ns 1001 NS NS NS NS o o Lo ons o

c2

=

80+
60 60
40 40

20+

Przezywalnos$¢ komorek [%]
S

Przezywalnos$¢ komorek [%]

ol o5 L 5 i s

K 0,5 1 2,5 5 7,5 10 K 0,5 1 2,5 5 75 10

|
o

Stezenie tetracykliny [ug] Stezenie tetracykliny [ug]
[ AuC BMV E AUC TMV
120- A Guc BMV — A Guc TMV
ns ns NSNS pgns S ns ns ns ns

ns ns ns ns ns ns

ns

1001 = c3 ; -;. & 100 — I = nf NS nsns NSns

80+

-3
o

60

40+

»
S

20

Przezywalnos$¢ komorek [%]
N o
o [~}

Przezywalnos¢ komorek [%)]

l‘( 0,5 1 2,5 5 7,5 10 K 0,5 1 2,5 5 7.5 10

o

o

Stezenie tetracykliny [ug] Stezenie tetracykliny [ug]

Ryc. 43. Analiza wplywu stezenia tetracykliny na zywotno$é transfekowanych komérek
Flp-1n-293 (A) oraz HepG2-Flp-In (B).

K — kontrola nietraktowana tetracykling, 0,5u-10u - komorki poddane dziataniu tetracykliny
w stezeniu od 0,5 do 10 pug. Wyniki przedstawiono jako $rednie wartosci £+ SEM w
odniesieniu do komorek kontrolnych. Istotnos¢ statystyczna obliczona za pomoca testu One-
way ANOVA rozszerzonej testem Tukey’a: ns — nieistotne statystycznie; * dla p<0,05; ** dla
p<0,01; *** dla p<0,001; **** dla p<0,0001.
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Komoérki HepG2-Flp-In oraz 293-Flp-In hodowano na ptytkach 96-dotkowych do
uzyskania 85-90% konfluencji, a nastgpnie dodawano tetracykline w badanym zakresie
stezen. Po uptywie doby od traktowania badanym zwigzkiem komoérki poddawano analizie
MTT. Ilos¢ MTT zredukowanego do formazanu mierzono spektrofotometrycznie przy
dlugosci fali A590 nm oraz normalizowano przy A620 nm. Wyniki pomiarow,
odzwierciedlajace aktywnos¢ metaboliczng komorek traktowanych tetracykling w porownaniu
do komorek kontrolnych wykazaty brak znaczacych zmian proliferacji w obu badanych
liniach komorkowych (Ryc. 43). Niewielkie, siegajace okoto 5%-10% zmiany w

przezywalnos$ci komoérek wynikajg z zastosowanej metody analizy.

3.2.5. Badanie integralnosci blony mitochondrialnej w liniach HepG2-Flp-In oraz 293-

Flp-In

Wprowadzenie wektora do wnetrza mitochondriow moze potencjalnie prowadzi¢ do
zaburzenia fizjologicznego statusu mitochondriow 1 uposledzenia integralnosci btony
mitochondrialnej. W celu zbadania kondycji mitochondriow pod wplywem dzialania
wprowadzonego konstruktu przeprowadzono wigc oceng integralnosci btony w obu
modyfikowanych liniach za pomocg testu wykorzystujacego barwnik JC-1. Komoérki HepG2-
Flp-In oraz 293-Flp-In hodowano na ptytkach 96-dotkowych do uzyskania 85-90%
konfluencji, a nastepnie dodawano tetracykling w badanym zakresie st¢zen. Po 24 godzinach
komorki poddawano analizie JC-1. Poziom fluorescencji barwnika mierzono przy dwodch
dhugosciach fali A530 oraz A590. W komorkach apoptotycznych oraz martwych barwnik
pozostanie w formie monomerycznej i bedzie emitowal zielong fluorescencje. W komorkach
zdrowych barwnik bedzie agregowal w mitochondriach 1 emitowat czerwong fluorescencje.
Stosunek fluorescencji czerwonej do zielonej okresla warto$¢ potencjalu  blony
mitochondrialnej (Ryc. 44; Ryc. 45).

Do analiz potencjalu blony mitochondrialnej wybrano cztery stezenia czynnika
indukcyjnego 2.,5; 5; 7,5 oraz 10 pg. Wraz ze wzrostem czynnika indukcyjnego wzrastata
ekspresja wprowadzonego konstruktu. Zdjgcia mikroskopowe wykonywano tylko przy

stezeniu tetracykliny zapewniajacym najwyzszy wzrost ekspresji wektora (10 pg).
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Flp-In-293

Kontrola

AUC BMV

GUC BMV

AUC TMV

GUC TMV

Ryc. 44. Ocena potencjalu blony mitochondrialnej w modyfikowanej linii komérkowej.
Obrazy z mikroskopu fluorescencyjnego komorek Flp-In-293 barwionych barwnikiem JC-1
po traktowaniu tetracykling. Potencjal blony mitochondrialnej okreslano mierzac
intensywno$¢ zielonej fluorescencji przy dtugosci fali A530 (mitochondria o niskim potencjale
MMP) oraz czerwonej fluorescencji przy dlugosci fali A590 (mitochondria o wysokim
potencjale MMP). Rycina przedstawia reprezentatywne obrazy fluorescencyjne.
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HepG2-Flp-In

Kontrola

AUC BMV

GUC BMV

AUC TMV

GUC TMV

Ryc. 45. Ocena potencjalu blony mitochondrialnej w modyfikowanej linii komorkowe;j.
Obrazy z mikroskopu fluorescencyjnego komorek HepG2-Flp-In barwionych barwnikiem JC-
1 po traktowaniu tetracykling. Potencjat blony mitochondrialnej okreslano mierzac
intensywno$¢ zielonej fluorescencji przy dtugosci fali A530 (mitochondria o niskim potencjale
MMP) oraz czerwonej fluorescencji przy diugosci fali A590 (mitochondria o wysokim
potencjale MMP). Rycina przedstawia reprezentatywne obrazy fluorescencyjne.
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Ryc. 46. Analiza wplywu stezenia tetracykliny na potencjal blony mitochondrialnej
komérek Flp-In-293 (A) oraz HepG2-Flp-In (B).

K — kontrola nietraktowana tetracykling, 2,5 — 10 — komoérki poddane dziataniu tetracykliny w
stezeniu od 2,5 do 10 pg. Wyniki przedstawiono jako s$rednie wartosci stosunku
intensywnos$ci czerwonej/zielonej fluorescencji = SEM w odniesieniu do komorek
kontrolnych. Istotno$¢ statystyczna obliczona za pomocg testu One-way ANOVA
rozszerzonej testem Tukey’a: ns — nieistotne statystycznie; * dla p<0,05; ** dla p<0,01; ***
dla p<0,001; **** dla p<0,0001.

Uzyskane wyniki wskazujg, na niewielkie zmiany w potencjale btony mitochondrialanej
pod wplywem ekspresji wprowadzonego konstruktu (Ryc. 46). We wszystkich badanych
liniach komoérkowych przy najnizszej ekspresji wektora nie obserwowano zmian potencjatu
btony mitochondrialnej. Pierwsze zmiany obserwowane byly przy zwigkszeniu czynnika
indukcyjnego do 5 pg, co w konsekwencji prowadzilo do zwigkszenia ekspres;ji
wprowadzonego konstruktu. Zmiany te wynosily od 5 -10% dla linii komorkowe;j
zawierajace] konstrukty BMV. Dalsze zwigkszanie ekspresji wektora spowodowato dalsze
obnizanie potencjalu btony mitochondrialnej dla linii komorkowej HepG2-Flp-In z

wprowadzonym konstruktem AUC-BMV, GUC-BMV oraz AUC-TMV i wynosito
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odpowiednio 20%, 17%, 15% (Ryc. 46). W przypadku linii Flp-In-293 zmiany potencjatu
obserwowano jedynie w przypadku linii zawierajacej konstrukt AUC-TMV 1 wynosit jedynie
10% przy najwyzszej ekspresji wektora. Wigksze zmiany potencjatu btony mitochondrialnej
byly obserwowane w liniach komorkowych zawierajagcych konstrukty, w ktorych
wprowadzono sekwencj¢ podobng do tRNA pochodzacag z wirusa mozaiki stoklosy (BMV)
(Ryc. 46).

3.2.6. Ocena poziomu mRNA oraz bialka pod wplywem aktywnos$ci katalitycznej
rybozyméw
W celu oceny efektywnos$ci dziatania konstruktu, w tym gltownie dziatania rybozymu,
przeprowadzono analiz¢ poziomu ekspresji docelowego genu atp 6 zar6wno na poziomie
RNA, jak i biatka. W pierwszym etapie, przeprowadzono kontrole jakosci RNA po izolacji z
modyfikowanych ludzkich linii komérkowych (Ryc. 47).

A.
AUC-BMV GUC-BMV

3 4 5 6 K 1 2 3 4 5 6

K 1 2

AUC-TMV GUC-TMV
3 6 K 1 2 3 4 5

K1 2 4 5 6

Ryc. 47. Elektroforeza RNA w zZelu agarozowym, jako metoda analizy jakoSciowej. K —
material kontrolny z komorek nietraktowanych tetracykling, 1 — 6 materiat z komorek
traktowanych badanymi st¢zeniami tetracykliny (0,5-10pg). A — linia komoérkowa HepG2-
Flp-In, B- linia komdrkowa FLp-In-293.
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Rozcienczenie matrycy
Optymalna , .
: Wspolczynnik
Nazwa startera temperatu ra Efektywnos$¢ (%) Nachylen_le korelacji
przylaczania krzywej (R?)
starteréw (°C)
wektor-TMV 60 109 -3,111 0,983
wektor-BMV 60 101 -3,287 0,958
atp6 60 96 -3,415 0,990
cox1 57 98 -3.351 0,981
Ccox2 57 98 -3.499 0,975
cox3 60 102 -3,059 0,981
ND2 60 97 -3,485 0,991
ND5 60 103 -3,234 0,996
HPRT 60 95 -3,353 0,988
ACTB 59 97 -3,312 0.996

Ryc. 48. Analiza starterow do reakcji iloSciowego PCR w czasie rzeczywistym metodg
rozcienczen matrycy. (A) Krzywe standardowe dla wszystkich starterow wykorzystanych w
analizach qPCR uzyskane przy rozcienczeniach matrycy cDNA x1, x2, x4, x8, x16, x32. (B)
Poréwnanie parametrow starteréw wykorzystywanych w analizach qPCR.

Analize ilosciowg qPCR przeprowadzono metodg kwantyfikacji wzglednej. Z tego
wzgledu przeprowadzenie reakcji zostato poprzedzone analizg wykorzystywanych starterow
technikg rozcienczen matrycy. Polega ona na wykonaniu reakcji qPCR na wspdlnej matrycy
cDNA oraz jej rozcienczeniach dla wszystkich par starterow. W wykonanych badaniach
analizowano uzyskane krzywe standardowe zaleznos$ci rozcienczenia matrycy od cyklu, w
ktorym obserwowano tzw. punkt odcigcia (Ct). Zastosowana metoda pozwolita rowniez na

wyznaczenie efektywnosci zastosowanych starterow (Ryc. 48).
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Do dalszych analiz wybrano tylko te startery, ktore odznaczaly si¢ wysoka
efektywnos¢ (powyzej 95%) oraz wspoélczynnikiem korelacji zblizonym do 1. Jakos¢
uzyskanych produktéw PCR oceniano poprzez analiz¢ krzywych topnienia. Obserwowane na

wykresie pojedyncze piki $§wiadczyly o uzyskaniu produktow o wysokiej czystosci (Ryc. 49)

Krzywe amplifikaciji Krzywe topnienia
A. _

neja (RFU) (1043)
ja [-d(RFUNAT)

Fluoresces

Fluorescenc]

4000

3000

Fluorescencja RFU (10*3)

Fluorescencia [-d{RFUVAT]

20 0
Cykl Temperatura [°C]

Fluorescencja [RFU] (1043)

1000 +
0] ; e —
65 70 s 80 85 90 95

Y . Temperatura [-C]

Ryc. 49. Przykladowe krzywe amplifikacji reakcji qPCR i topnienia starteréw dla
wybranych eksperymentéw. (A) Otrzymywanie krzywych standardowych do optymalizacji
starterow metoda rozcienczen matrycy. (B) Analiza genow referencyjnych. (C) Analiza gPCR
dla prob kontrolnych oraz poddanych dziataniu tetracykliny.

3.2.6.1. OKreslenie zmian w poziomie ekspresji genu docelowego atp6 oraz wektora.
Analize zmian poziomu ekspresji genu atp6 oraz wprowadzonego do komorek
narzgdzia z HH wykonywano 24 godziny po indukcji ekspresji wektora w komorkach
ludzkich roztworem tetracykliny w stezeniu od 0,5-10 pg prowadzonej na 24-dotkowych
ptytkach hodowlanych przy konfluencji komoérek na poziome 80-90%.
W przypadku badania poziomu ekspresji wprowadzonego konstruktu uzyskano
znaczacy wzrost (50 — 130 — krotny) we wszystkich badanych linii komoérkowych w

poréwnaniu do komorek kontrolnych (Ryc. 43.). Poziom ten byt jednak rézny w zalezno$ci
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od zastosowanych stezen tetracykliny, a takze rézny w zaleznosci od wprowadzonego
konstruktu oraz badanej linii. Przy najnizszym zastosowanym stezeniu tetracykliny najwyzszy
(130 — krotny) wzrost ekspresji wektora obserwowano dla linii Flp-In-293 zawierajacej
konstrukt GUC-TMYV, a najnizszy (37 — krotny) dla linii HepG2-Flp-In z konstruktem AUC-
BMYV. Wzrost stezenia tetracykliny powodowat dalszy wzrost ekspresji wektora. Jedynie w
przypadku linii  Flp-In-293 zawierajacej konstrukt GUC-BMV zaobserwowano, ze
zwigkszenie st¢zenia czynnika indukcyjnego nie prowadzi do zwigkszenia poziomu ekspresji
wektora i utrzymuje si¢ na statym (ok. 100 — krotnym) poziomie w zakresie stosowanych
stezen. Najwyzszy, 250 — krotny, wzrost ekspresji wektora obserwowano w przypadku linii
komorkowej Flp-In-293 zawierajacej konstrukt GUC-BMV oraz HepG2-Flp-In z ekspresja
konstruktu GUC-TMV. W przypadku komorek nietraktowanych tetracykling nie
zaobserwowano zmian w ekspresji konstruktu, co wskazuje, ze system ten jest efektywny, a
czynnik indukujacy jest niezbedny do jego aktywacji, co pozwala w pelni kontrolowac

wprowadzone do komorki narzgdzie (Ryc. 50).
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Stezenie tetracykliny [pg] Stezenie tetracykliny [ug]
Stezenie tetracykliny [pg]
Linia Konstrukt K 05 1 2,5 5 75 10
komorkowa
AUC BMV 1,00 37,21 39,01 56,68 69,90 121,87 158,13
HepG2-Flp-In AUC TMV 1,00 44,78 57,95 73,64 118,98 165,99 216,06
P P GUC BMV 1,00 49,80 52,35 56,48 106,87 179,51 212,78
GUC TMV 1,00 49,80 52,35 56,48 106,87 210,11 246,52
AUC BMV 1,00 53,31 134,92 144,78 162,85 253,35 258,00
Flo-1n-293 AUC TMV 1,00 82,72 102,99 114,79 132,79 149,63 159,20
P GUC BMV 1,00 91,39 105,65 106,62 114,01 115,23 115,57
GUC TMV 1,00 129,47 140,21 162,26 163,84 164,83 187,20

Ryc. 50. Analiza poziomu ekspresji wektora w linii komérkowej Flp-1n-293 (A) oraz
HepG2-Flp-In (B).

K — komorki kontrolne nietraktowane tetracykling, 0,5ug-10ug - komorki traktowane
tetracykling w stezeniu od 0,5ug do 10pg. Wyniki przedstawiono jako srednie wartosci +
SEM w odniesieniu do komorek kontrolnych. Istotno$¢ statystyczna obliczona za pomoca
testu One-way ANOVA rozszerzonej testem Tukey’a: ns — nieistotne statystycznie; * dla
p<0,05; ** dla p<0,01; *** dla p<0,001; **** dla p<0,0001. W tabelach zestawiono wartosci
ekspresji wektora dla poszczegdlnych linii komorkowych.
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Analiza zmian poziomu mRNA genu atp6 wykazata korelacje z ekspresja wektora.
Wraz ze wzrostem ekspresji plazmidu, a co za tym idzie, wzrostem poziomu narzedzia
katalitycznego HH, obnizeniu ulegata ilos¢ mRNA genu docelowego. Przy najnizszym (0,5
ug) zastosowanym stezeniu czynnika indukcyjnego poziom badanego genu ulegat obnizeniu o
okoto 10-20% w zaleznosci od konstruktu i linii komérkowej. Przy stezeniu lug spadek
poziomu ekspresji genu docelowego wahal si¢ w przedziale od 20-30% we wszystkich
badanych liniach. St¢zenie tetracykliny na poziomie 2,5ug i Spg skutkowato obnizeniem
ekspresji genu atp6 odpowiednio o 30-35% oraz 35-40%. Natomiast przy najwyzszych
zastosowanym stezeniach spadek ten wynosit od 40-55%. Przy 10 pg tetracykliny, w obu
badanych liniach, najefektywniej zadziatal konstrukt GUC-TMV. Obnizenie poziomu
ekspresji po jego zastosowaniu wynosito 55% dla linii Flp-In-293 i 50% dla HepG2-Flp-In.
Najmniej efektywny okazat si¢ konstrukt AUC-BMV, po jego zastosowaniu obnizenie
poziomu ekspresji genu atp6 wynosit 45% dla obu badanych linii komérkowych (Ryc. 51).
Uzyskane wynik wskazuja, ze opracowany system moze by¢ z powodzeniem stosowany w
roznych liniach komorkowych z takg sama wysoka skuteczno$cia. Zarowno w przypadku linii
HepG2-Flp-In jak i Flp-In-293 obserwowano znaczny spadek ekspresji docelowego genu
(Ryc. 51).
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komoérkowa
AUC BMV 1 0,88 0,80 0,73 0,67 0,60 0,52
HenG2-Elo-In AUC TMV 1 0,80 0,73 0,61 0,59 0,53 0,48
PL=FIR-IN FGuc BMV 1 0,03 0,84 0,79 0,76 0,61 0,52
GUC TMV 1 0,82 0,74 0,69 0,66 0,58 0,51
AUC BMV 1 0,93 0,85 0,66 0,59 0,53 0,49
Flo-1n-293 AUC TMV 1 0,83 0,66 0,63 0,58 0,46 0,44
P GUC BMV 1 0,92 0,82 0,66 0,63 0,57 0,47
GUC TMV 1 0,88 0,78 0,70 0,65 0,64 0,54

Ryc. 51. Analiza zmian poziomu ekspresji genu atp6 w linii komérkowej Flp-1n-293 (A)
oraz HepG2-Flp-In (B).

K — komorki kontrolne nietraktowane tetracykling, 0,5ug-10ug - komorki traktowane
tetracykling w stezeniu od 0,5ug do 10pg. Wyniki przedstawiono jako srednie wartos$ci +
SEM w odniesieniu do komorek kontrolnych. Istotno$¢ statystyczna obliczona za pomocg
testu One-way ANOVA rozszerzonej testem Tukey’a: ns — nieistotne statystycznie; * dla
p<0,05; ** dla p<0,01; *** dla p<0,001; **** dla p<0,0001. W tabeli zestawiono wartosci
ekspresji atp6 dla poszczegdlnych linii komoérkowych.
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3.2.6.2. Analiza zmian poziomu ekspresji docelowego genu atp6 oraz wektora w czasie

W kolejnym etapie prac sprawdzono poziom zmian mRNA wektora oraz genu atp6 w
czasie. Uzyskane we wcze$niejszym etapie, selekcji optymalnego st¢zenia tetracykliny,
wyniki wykazaty, iz najlepszym z efektywnych stezen tego antybiotyku jest 10 pg. Dlatego
tez to stezenie zostalo wybrane do dalszych badan.

Uzyskane wyniki wskazuja, ze najwyzszy, 130-190 — krotny, wzrost poziom ekspresji
konstruktu obserwowany byt w pierwszej dobie od indukcji. Wraz z uptywem czasu
obserwowano spadek poziomu ekspresji wprowadzonego narzedzia, co koreluje z okresem
pottrwania tetracykliny wynoszacym 24 godziny. Po 6 dniach poziom ekspresji wektora jest
zblizony do komorek kontrolnych i wynosi od 2 — 5 — krotnosci ekspresji w komoérkach
kontrolnych (Ryc. 52).

Zmiana poziomu ekspresji mitochondrialnego genu atp6 wykazuje korelacje z
ekspresja wektora. Po 24 godzinach obserwujemy najwyzszy spadek poziomu mRNA
badanego genu wynoszacy od 50-60% we wszystkich badanych liniach komérkowych. Wraz
ze spadkiem ekspresji wektora obserwujemy wzrost poziomu ekspresji genu atp6. W ostatnim
dniu analizy jest on zblizony do komoérek nietraktowanych tetracykling i waha si¢ od 95-98%.

(Ryc. 53).
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komoérkowa
AUC BMV 1 148,16 120,09 101,45 77,43 38,25 3,17
HepG2-Flo-In AUC TMV 1 182,79 168,43 115,22 86,02 33,43 3,58
PEEFIRIN PGuc BMV 1 187,16 | 157,65 | 87,94 | 66,98 | 4562 | 2,58
GUC TMV 1 161,03 126,44 81,30 57,51 33,22 3,67
AUC BMV 1 137,19 118,43 106,39 47,50 15,23 4,38
Flo-1n-293 AUC TMV 1 146,61 117,09 72,29 49,65 22,87 4,73
P GUC BMV 1 162,77 128,28 105,64 76,53 42,71 3,98
GUC TMV 1 132,36 114,50 85,11 52,29 15,05 4,14

Ryc. 52. Analiza poziomu ekspresji wektora w linii komérkowej Flp-In-293 (A) oraz
HepG2-Flp-In (B).

0 — komorki kontrolne nietraktowane tetracykling, 1 — 6 — komorki traktowane tetracykling w
stezeniu 10ug. Wyniki przedstawiono jako srednie wartosci £+ SEM w odniesieniu do
komorek kontrolnych. Istotno$¢ statystyczna obliczona za pomoca testu One-way ANOVA
rozszerzonej testem Tukey’a: ns — nieistotne statystycznie; * dla p<0,05; ** dla p<0,01; ***
dla p<0,001; **** dla p<0,0001. W tabeli zestawiono wartosci ekspresji wektora dla
poszczegolnych linii komorkowych.
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HenG2-Elo-In AUC TMV 1 0,41 0,46 0,67 0,75 0,85 0,95
PE=FIR-IN Fauc BMV 1 0,45 0,54 0,68 0,75 0,89 0,03
GUC TMV 1 0,42 0,48 0,56 0,68 0,78 0,95
AUC BMV 1 0,45 0,62 0,66 0,76 0,90 0,96
Flo-1n-293 AUC TMV 1 0,42 0,55 0,70 0,76 0,83 0,97
P GUC BMV 1 0,42 0,48 0,64 0,82 0,88 0,93
GUC TMV 1 0,40 0,62 0,72 0,77 0,83 0,94

Ryc. 53. Analiza zmian poziomu ekspresji genu atp6 w linii komérkowej Flp-1n-293 (A)
oraz HepG2-Flp-In (B).

0 — komorki kontrolne nietraktowane tetracykling, 1 — 6 — komorki traktowane tetracykling w
stezeniu 10ug. Wyniki przedstawiono jako srednie wartosci £+ SEM w odniesieniu do
komorek kontrolnych. Istotno$¢ statystyczna obliczona za pomoca testu One-way ANOVA
rozszerzonej testem Tukey’a: ns — nieistotne statystycznie; * dla p<0,05; ** dla p<0,01; ***
dla p<0,001; **** dla p<0,0001. W tabeli zestawiono wartosci ekspresji atp6 dla
poszczegolnych linii komorkowych.
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3.2.6.3. OKreslenie poziomu ekspresji genu docelowego atp6 na poziomie biatka

W réwnolegle prowadzonych eksperymentach zebrano komorki, przeprowadzono
izolacje calkowitego biatka oraz oszacowano jego ilo§¢ w celu wykonania analizy Western
Blot. Do analiz typu Western Blot wybrano komoérki Flp-In-293 oraz HepG2-Flp-In
zawierajace konstrukty wykazujace najwyzsza skutecznos¢ obnizenia poziomu mRNA genu
atp6. W przypadku linii Flp-In-293 byt to konstrukt GUC-TMV, a w linii HepG2-Flp-In
konstrukt AUC-BMV.

Uzyskane metodg Western Blot wyniki potwierdzily skuteczno$¢ opracowanego
narzedzia w obnizaniu ekspresji docelowego genu rowniez na poziomie biatka. Po 24
godzinach od indukcji poziom biatka atp6 spadatl znacznie w obu badanych liniach
komorkowych. W przypadku linii Flp-In-293 spadek ten wynosit blisko 75% podczas gdy dla
linii HepG2-Flp-In okoto 70%. W obu badanych liniach komérkowych niski poziom biatka
utrzymywat si¢ do dnia 3, a w kolejnych dniach wzrastat, osiagajac odpowiednio 98 1 96% w
ostatnim dniu obserwacji. Analiza poziomu biatka kontrolnego GAPDH nie wykazata zmian

w jego ekspresji we wszystkich punktach czasowych (Ryc. 54).
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Ryc. 54. Analiza zmian poziomu bialka atp6 w liniach komérkowych Flp-1n-293 oraz
HepG2-Flp-In. K — komorki nietraktowane tetracykling, D1-D6 komorki traktowane
tetracykling w stezeniu 0,5-10pg. Western Blot przeciwko genom atp6 oraz GAPDH
(kontrola). A — Reprezentatywne bloty dla obu linii komoérkowych, B — Pomiar
densytometryczny biatka. Wyniki przedstawiono jako srednie wartosci + SEM w odniesieniu
do komorek kontrolnych. Istotno$¢ statystyczna obliczona za pomoca testu One-way ANOVA
rozszerzonej testem Tukey’a: ns — nieistotne statystycznie; * dla p<0,05; ** dla p<0,01; ***
dla p<0,001; **** dla p<0,0001.
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3.2.6.4. Ocena specyficznosci dzialania rybozyméw

W celu potwierdzenia specyficznosci zaprojektowanych rybozyméw oraz braku
oddziatywan niespecyficznych typu ,,off-target’ zbadano poziom ekspresji nast¢pujacych
gendw mitochondrialnych: cox1, cox2, cox3, ND2, ND5. We wszystkich analizowanych
przypadkach nie obserwowano znacznych zmian w ekspresji badanych genéw w trakcie
trwania catego eksperymentu. Od dnia 1 do dnia 6 poziom ekspresji utrzymywat si¢ na
poziomie proby kontrolnej (Ryc. 55). Uzyskane wyniki potwierdzaja specyficznosc

zaprojektowanych czasteczek.
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Ryc. 55. Analiza poziomu ekspresji genu cox1 w linii komorkowej Flp-In-293 (A) oraz
HepG2-Flp-In (B).

0 — komorki kontrolne nietraktowane tetracykling, 1 — 6 — komorki traktowane tetracykling w
stezeniu 10ug. Wyniki przedstawiono jako srednie wartosci = SEM w odniesieniu do
komorek kontrolnych. Istotno$¢ statystyczna obliczona za pomoca testu One-way ANOVA
rozszerzonej testem Tukey’a. Uzyskane wyniki nie byly istotne statystycznie.
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Analiza poziomu ekspresji genu cox 2 réwniez nie wykazala wigkszych zmian w

porownaniu z komoérkami kontrolnymi. Niewielki sig¢gajacy jedynie okoto 5% spadek

zaobserwowano w przypadku linii HepG2-Plp-In zawierajacej konstrukt GUC-BMV oraz
GUC-TMYV a takze linii Flp-In-293 z konstruktem GUC-TMV (Ryc. 56).
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Ryc. 56. Analiza zmian poziomu ekspresji genu cox2 w linii komérkowej Flp-In-293 (A)

oraz HepG2-Flp-In (B).

0 — komorki kontrolne nietraktowane tetracykling, 1 — 6 — komorki traktowane tetracykling w
stezeniu 10ug. Wyniki przedstawiono jako srednie wartosci = SEM w odniesieniu do
komorek kontrolnych. Istotno$¢ statystyczna obliczona za pomoca testu One-way ANOVA
rozszerzonej testem Tukey’a. Uzyskane wyniki nie byly istotne statystycznie.
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Przeanalizowany zostat takze poziom ekspresji genu cox 3, w przypadku ktérego

réwniez nie zaobserwowano obnizenia poziomu ekspresji. Uzyskane wyniki wskazuja na

niewielkie siggajace zaledwie kilku procent odchylenia w poréwniu z komodrkami

kontrolnymi (Ryc. 57).
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Ryc. 57. Analiza zmian poziomu ekspresji genu cox3 w linii komérkowej Flp-In-293 (A)

oraz HepG2-Flp-In (B).

0 — komorki kontrolne nietraktowane tetracykling, 1 — 6 — komorki traktowane tetracykling w
stezeniu 10ug. Wyniki przedstawiono jako srednie wartosci = SEM w odniesieniu do
komorek kontrolnych. Istotno$¢ statystyczna obliczona za pomoca testu One-way ANOVA
rozszerzonej testem Tukey’a. Uzyskane wyniki nie byly istotne statystycznie.
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Podobnie jak w przypadku poprzednich badanych genow réwniez poziom ekspres;ji
genu ND2 nie ulegal obnizeniu w badanych punktach czasowych. W niektérych z
konstruktow takich AUC-BMV w linii Flp-In-293 czy AUC-BMV i GUC-BMV w linii

HepG2-Flp-In obserwowano okoto 5% wzrost ekspresji badanego genu (Ryc. 58).
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Ryc. 58. Analiza poziomu ekspresji genu ND2 w linii komorkowej Flp-In-293 (A) oraz
HepG2-Flp-In (B).

0 — komorki kontrolne nietraktowane tetracykling, 1 — 6 — komorki traktowane tetracykling w
stezeniu 10ug. Wyniki przedstawiono jako srednie wartosci = SEM w odniesieniu do
komorek kontrolnych. Istotno$¢ statystyczna obliczona za pomoca testu One-way ANOVA
rozszerzonej testem Tukey’a. Uzyskane wyniki nie byly istotne statystycznie.
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Gen ND5 rowniez nie wykazywat wigkszych zmian w poziomie ekspresji (Ryc. 59).
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Ryc. 59. Analiza poziomu ekspresji genu ND5 w linii komorkowej Flp-In-293 (A) oraz
HepG2-Flp-In (B).

0 — komorki kontrolne nietraktowane tetracykling, 1 — 6 — komorki traktowane tetracykling w
stezeniu 10ug. Wyniki przedstawiono jako $rednie wartosci £ SEM w odniesieniu do
komorek kontrolnych. Istotno$¢ statystyczna obliczona za pomoca testu One-way ANOVA
rozszerzonej testem Tukey’a. Uzyskane wyniki nie byly istotne statystycznie.
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4. Dyskusja
4.1. Wprowadzenie

Jak pokazuja badania blisko potowa sekwencji genomu mitochondrialnego roslin ma
nieznane pochodzenie oraz funkcje [Kubo, 2008]. Wbrew oczekiwaniom wigkszo$¢ tych
sekwencji ulega jednak transkrypcji [Holec, 2008]. Regulacja ekspres;ji takich transkryptow,
moze wigc pozwoli¢ na poznanie ich wilasciwosci funkcjonalnych w genomie
mitochondrialnym roslin.

Opracowana w naszym laboratorium strategia dostarczania aktywnych narzedzi do
modyfikacji genomu mitochondrialnego umozliwia manipulowanie przepltywem informacji
genetycznej w tych organellach na niedostepnym do tej pory poziomie. Dotychczasowy brak
skutecznych metod manipulacji materiatem genetycznym mitochondriow uniemozliwiat
badanie ekspresji i metabolizmu RNA zarowno w warunkach in vitro jak i in organello.
Dzigki wykorzystaniu struktur podobnych do tRNA do importu narzedzi molekularnych do
mitochondriow mozliwe jest przeprowadzanie bezposrednich analiz na poziomie in Vivo.
Innowacyjna strategia regulacji ekspresji gendéw mitochondrialnych z wykorzystaniem
katalitycznych kwaséw nukleinowych potaczonych z sekwencja podobng do tRNA zostata po
raz pierwszy wykorzystana do obnizenia ekspresji mitochondrialnego genu atp9 [Val, 2011].
Uzyskane wyniki wskazuja, ze opracowany system moze by¢ z powodzeniem stosowany w

badaniach funkcjonalnych.

4.2. Sekwencja pasazerska
4.2.1.Rybozymy

Rybozymy to katalityczne RNA dziatajace jak enzymy i niewymagajace do swojej
aktywnosci czynnikow biatkowych. Wigkszo$¢ naturalnie wystepujacych rybozymow to samo
przetwarzajace si¢ czgsteczki, ktore katalizujg reakcje hydrolizy 1 ligacji RNA. Badania
prowadzone na rybozymach wykazaly, ze domena rozpoznajaca substrat moze by¢ sztucznie
zmodyfikowana w celu stymulowania specyficznego miejscowo cigcia in Cis (ta sama nic¢
kwasu nukleinowego) lub in trans (niekowalencyjnie potaczony kwas nukleinowy). Ponadto
rybozymy sg podatne na selekcj¢ in vitro i ukierunkowang ewolucje w celu uzyskania
ulepszonych wtasciwosci 1 nowych funkcji, jako narzedzia terapeutyczne i diagnostyczne.
RNazymy mozna rowniez zaprojektowac w taki sposob, aby byly allosterycznie aktywowane
przez czasteczki efektorowe, co w konsekwencji doprowadzito do rozwoju sztucznych

ryboprzetagcznikow (ang. riboswitches) wykorzystywanych, jako bioczujniki i syntetyczne
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narzedzia biologiczne. W przyrodzie istnieje wiele rodzajow rybozymow jednak wigkszos$¢
czasteczek terapeutycznych wywodzi si¢ z rybozymow typu HH lub hairpin [Burnerr, 2012;
Zhou, 2019]. Wykorzystywane w pracy doktorskiej rybozymy HH zostaly zaprojektowane z
krotszg domeng rdzenia katalitycznego. W obrebie helisy drugiej zastosowano 2 pary, zasad
zamiast 4 [Persson, 2020]. Czteronukleotydowa petla GUGA zostala natomiast zastgpiona
sekwencja UUUU [Nelson, 2005]. Modyfikacje te mialy na celu zwickszenie aktywnosci
katalitycznej rybozymoéw w niskich stezeniach magnezu. Tak przygotowany rybozym
wykazywal wysoka skuteczno§¢ w obnizaniu docelowych genow w  obrgbie
mitochondrialnego DNA. Inne badania wykazaly odwrotng zalezno$¢ wskazujac, ze
wydtuzanie naturalnie wystepujacych rybozyméw o dodatkowe sekwencje pozwala na
zwigkszenie ich aktywnosci w fizjologicznych st¢zeniach jonéw magnezu poprzez stabilizacje
struktury trzeciorzgdowej [Khvorova, 2003]. Zastosowanie rybozymu skroconego wydaje si¢
jednak lepsza koncepcja na wykorzystanie go, jako sekwencji pasazerskiej do importu do
mitochondriow. Taki rybozym jest mniej podatny na generowanie oddzialywan ze struktura
podobng do tRNA, ktéore moglyby wpltywaé na jego aktywno$¢ katalityczng. Ponadto,
obecno$¢ dodatkowych sekwencji katalitycznych RNA mogtaby w niekorzystny sposdb
wplywa¢ na wydajnos¢ procesu importu. Nalezy rowniez zwrdci¢ uwage, ze na aktywno$¢
katalityczng zastosowanych w naszym podejsciu rybozyméw nie miata wptywu dodatkowa
sekwencja na koncu 5’ powstata w wyniku transkrypcji konstruktu. Na badang aktywnos$¢ nie
wptynety takze - obecno$¢ tacznika oraz struktury podobnej do tRNA. Co wigcej, mozna
przypuszczaé, ze ich obecno$¢ moze przyczynia¢ si¢ do wigkszej stabilnosci katalitycznego
RNA w komorkach.

Prawidlowo zaprojektowana czasteczka rybozymu odznacza si¢  wysoka
specyficznoscig a tak zwane efekty off-target sa uwazane za rzadkie [Schere 2003]. W celu
zapewnienia wysokiej specyficznosci rybozymy zostaty zaprojektowane zgodnie z danymi
literaturowymi, ktore wskazuja na spadek specyficznosci w przypadku, gdy region
komplementarny pomig¢dzy rybozymem a docelowym RNA ma dlugo$¢ mniejsza niz 14 par
zasad oraz spadek aktywnos$ci w przypadku, gdy rejon ten ma 18 lub wigcej par zasad [Ellis,
1993]. Wydhuzanie sekwencji sparowanej otaczajgcej miejsce hydrolizy poza optymalny prog
nie bylto, zatem uwazane za czynnik sprzyjajacy poprawie specyficznosci [Hertel, 1996]. W
niniejszych badaniach zastosowano rybozymy o dlugosci rejonu komplementarnego
wynoszacym 15 par zasad (8 na koncu 5’ 1 7 na koncu 3’). W oparciu o dostepne dane
literaturowe wykazano, ze taka dlugo$¢ sekwencji zapewnia wysoka specyficznosé, a

prawdopodobienstwo wystgpienia alternatywnej, idealnie dopasowanej sekwencji jest
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niezwykle niskie. Sekwencje rozpoznawane przez zaprojektowane czgsteczki katalitycznych
RNA zostaly wybrane w oparciu o szybko$¢ katalizowanej reakcji, ktora maleje w zalezno$ci
od rozpoznawanej trojki nukleotydow w nastepujacym porzadku: GUC, AUC > GUA, AUA,
CUC > AUU, UUC, UUA > CUA, CUU [Sun, 2000].

4.2.2. Oligonukleotydy antysensowe (AS-ON)

W celu potwierdzenia uniwersalnosci platformy do importu do mitochondriow w
niniejszej pracy oprocz rybozymow postanowiono réwniez wykorzysta¢ inne podejscie oparte
o kwasy nukleinowe. W tym przypadku wybrano metod¢ antysensowych oligonukleotydow.
AS-ON to syntetyczne, jednoniciowe czasteczki DNA lub RNA, ktore selektywnie wigzg si¢
z komplementarnymi mRNA lub pre-mRNA i wplywaja na ich prawidlowe funkcjonowanie.
Do ograniczania ekspresji gendéw antysensowe oligonukleotydy angazuja enzymu
rybonukleazy H (RNazy H) do hydrolizy dupleksow AS-ON-RNA. Powoduja réwniez
przyspieszenie rozpadu RNA poprzez blokowanie poliadenylacji i niszczenie endogennych
mikrona. Ponadto wykazano, ze AS-ON hamujg translacj¢ poprzez modulacje procesu
sktadania.

Podobnie jak w podejsciu pilotazowym struktura podobna to tRNA pochodzaca z
wirusa zo6ltej mozaiki rzepy zostata potaczona na koncu 5’ z sekwencja pasazerska poprzez
tacznik. Do prawidtowego przebiegu procesu importu do mitochondriow niezbegdne jest, aby
czasteczka tRNA ulegla aminoacylacji. Proces ten przebiega prawidiowo tylko pod
warunkiem, iz czasteczka posiada wolny koniec 3’CCA. Badania wykazaty, ze specyficzne
podfragmenty kazdej nici rybozymu HDV zawieraja zar6wno miejsce cigcia jak 1 sekwencje
niezbedne do samo wycigcia. W zwigzku z tym do zaprojektowanego konstruktu na koncu 3’
wprowadzono sekwencj¢ kodujaca rybozym HDV, ktéra umozliwi wygenerowanio wolnego

dla aminoacylacji konca 3’ [Val, 2011].

4.3. Indukcja ekspresji konstruktu

Ze wzgledu na mozliwo$¢ zaangazowania wybranych genéw w kluczowe procesy
rozwoju ro$lin przygotowany konstrukt zostat wprowadzony do wektora pERS, znajdujacego
si¢ pod kontrolag promotora indukowanego [B-estradiolem XVE. System ten sklada si¢ z
domeny wigzacej DNA represora bakteryjnego LexA (X), kwasowej domeny
transaktywujacej czynnika VP16 (V) pochodzacg z wirusa opryszczki zwyklej (ang. herpes
simplex virus, HSV) oraz regionu regulatorowego ludzkiego receptora estrogenowego (E).
Aktywacja konstytutywnego promotora G10-90 zachodzi po zwigzaniu [-estradiolu.
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Kompleks XVE — B-estradiol aktywuje promotor docelowy sktadajgcy si¢ z o$miu kopii
operatora LexA i1 prowadzi do transkrypcji wprowadzonej sekwencji [Zuo, 2000].
Wykorzystanie takiego systemu pozwolilo w petni kontrolowaé poziom ekspresji

wprowadzonego narzedzia.

4.4. Sekwencje i geny docelowe
4.4.1. Zastosowanie wektora w ukladzie roslinnym
4.4.1.1. Maturazy

Sekwencje podobne do odwrotnych transkryprtaz (ang. reverse transcriptase, RT)
typu retrowirusowego sa szeroko rozpowszechnione wsroéd réznych organizméw. U bakterii
takie geny obejmuja liczne ORF kodowane w wielu intronach grupy II okreslanych jako
maturazy (mat). Wykazano, ze dziataja one specyficznie na aktywnos$¢ sktadania i ruchliwosci
wiasnych pokrewnych introndw RNA. Chociaz w reakcji sktadania posredniczg same introny,
pojawia si¢ coraz wigecej dowodow na to, ze maturazy sg wymagane do stabilizacji faldowania
wysoce ustrukturyzowanych introndw grupy II w ich katalitycznie aktywne formy
(Lambowitz, 2011; Lambowitz, 2015; Zimmerly, 2015).

Genomy ros$linne koduja kilka biatek, ktére sa blisko spokrewnione z biatkami
odwrotnej transkryptazy/maturazy bakteryjnej intronow grupy Il (Mohr, 2003; Knoop, 2012;
Brown, 2014; Schmitz-Linneweber, 2015). U roslin okrytonasiennych sg to matK kodowane
w intronach grupy II trnK w plastydach, cztery maturazy kodowane w jadrze (nMAT1 do 4),
ktore jak wykazano, znajduja si¢ w mitochondriach Arabidopsis, oraz mitochondrialny matR-
ORF zlokalizowany w intronie 4 genu nadl bedacy obiektem badawczym niniejszej pracy
(Mohr, 2003). Przypuszcza si¢, ze u roslin okrytozalagzkowych, wszystkie te maturazy begda
zaangazowane w skladanie r6znych podzbioréw intronéw grupy II w organellach roslinnych
(Schmitz-Linneweber, 2015). Badania genetyczne i biochemiczne wskazuja na role MatK w
przetwarzaniu okoto polowy intronow plastydowych, z ktorych wszystkie naleza do podgrupy
ITA (Zoschke et al., 2010). Podobnie obecno$¢ kodowanych w genomie jadrowym
homologéw nMAT, w tym nMATI1, nMAT2, nMAT4 jest niezbedna do sktadania réznych
introné6w grupy II w mitochondriach, z ktérych wiele znajduje si¢ w RNA kodujacych
podjednostki kompleksu I tancucha oddechowego (Nakagawa, 2006; Keren, 2012; Cohen,
2014). Przypuszcza si¢, ze inne roslinne maturazy, w tym nMAT3 oraz kodowane w
mitochondriach biatkka matR bedg roéwniez zaangazowane w proces skladania
mitochondrialnych pre-RNA. Sekwencja matR jest wysoce zachowawecza i obecna w niemal

wszystkich roslinach okryto- i nagonasiennych [Guo, 2013]. W niniejszej pracy wykazano, ze
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gen matR koduje biatko zaangazowane w przetwarzanie wielu mitochondrialnych RNA
zawierajacych introny grupy II [Sultan, 2016].

Ekspresja genow mitochondrialnych jest mechanizmem ztozonym i obejmuje szereg
procesow takich jak edycja RNA, skladanie intronow grupy II oraz liczne nukleacje
prowadzace do uwolnienia mRNA z ich policistronowych transkryptéw kodowanych w
organellach [Germain, 2013; Small, 2013; Brown, 2014]. Sekwencja kodujaca gen matR w
mitochondriach ro$lin okrytozalazkowych zlokalizowana jest w intronie 4 genu nadl. matR
jest najprawdopodobniej wymagany do dojrzewania wilasnego transkryptu, dlatego
przypuszcza si¢, ze ulega translacji bezposrednio z prekursorowego transkryptu obejmujacego
egzon 4, intron 4 oraz egzon 5 genu nadl. Podobny mechanizm obserwujemy w
kanonicznych maturazach kodowanych przez introny grupy Il w genomach bakterii
[Lambowitz, 2011, Zimmerly, 2015]. Przypuszcza si¢, ze matR moze by¢ zaangazowany w
dojrzewanie intronow grupy II w ros§linnych mitochondriach. Uzyskane przez wspolpracujaca
Z naszym zespotem grupe wyniki analiz RIP-chip pozwolity na wyselekcjonowanie r6znych
tran skryptow, z ktoérych wszystkie zawieraly introny grupy II, w tym nadl i2, i3, i4; nad4 il;
nad$, 13, 1,4; nad7 12, rpl il oraz rps il [Sultan, 2016]. Przewidywano, ze matR bedzie taczy¢
si¢ w warunkach in vivo z tymi intronami, ktorych sktadanie jest utatwione przez to biatko.
Zatozenie to wymagalo jednak potwierdzenia eksperymentalnego.

W celu potwierdzenia funkcji genu matR zastosowali$my wiec katalityczne kwasy
nukleinowe oraz antysensowe oligonukleotydy potaczone ze struktura podobng do tRNA.
Zastosowanie rybozymoéw matRz1 oraz matRz2 skutkowalo obnizeniem ekspresji genu matR
0 70%, na poziomie transkryptu i odpowiednio 50% i 20% na poziomie biatka. Réwniez w
przypadku zastosowania antysensowych oligonukleotydow obserwowany byt znaczny,
wynoszacy blisko 80%, spadek ekspres;ji transkryptu matR.

Zahamowanie ekspresji maturazy prowadzito do obnizenia efektywnosci sktadania
mitochondrialnych RNA we wszystkich trzech badanych transformantach. W szczegdlnosci
zmiany te dotknety pre-RNA nadl i3 oraz i4, jak rowniez nad5 i4; nad7 12; rpl2 il czy rps3
i1. Redukcja pre-RNA nadl i3 moze by¢ zwigzana z faktem, iz czg$¢ 3’ tego intronu ulega
transkrypcji wraz z nadl i4, a co za tym idzie sekwencja kodujaca matR, co z kolei moze
prowadzi¢ do niestabilnosci RNA nadl i3. Wyniki uzyskane z wykorzystaniem technologii
kwaséw nukleinowych potwierdzity zaangazowanie genu matR w skladanie intronow
wyselekcjonowanych w analizach RIP-chip. Jednakze proces sktadania w transformowanych
ro$linach nie ulegal zmianie dla wszystkich pre-RNA, zidentyfikowanych w analizach RIP-

chip. Takich zmian nie zaobserwowano mi¢dzy innymi dla nadlil czy nad4 il. Obserwowane
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réznice w analizach RT-qPCR i RIP-chip mogg wynika¢ z tylko cze$ciowego obnizenia
ekspresji genu matR.

Uzyskane wyniki wskazujg tylko na czg¢sciowe zahamowanie efektywnos$ci sktadania
w transgenicznych roslinach. Obecnos$¢ dojrzatych transkryptow takich genow jak nadl, nad4,
nad5, nad7, cox2, ccmFc, rpl oraz rps moze wskazywaé, ze w dojrzewanie niektorych z tych
transkrtyptow moga by¢ zaangazowane rowniez inne czynniki transkrypcyjne kodowane w
jadrze [Brown, 2014; Schmitz-Linneweber, 2015]. Dane literaturowe wskazuja, ze nMAT4
oraz mCSF1 biorg udziat w dojrzewaniu nadl 13, podczas gdy w sktadanie nadl 14 wymaga
co najmniej nMAT4 oraz matR [Zmudjak, 2013; Brown, 2014; Cohen; 2014].
Przypuszczalnie za uzyskany fenotyp RNA moze réwniez odpowiada¢ tylko czesciowe
obnizenie ekspresji matR w badanych liniach. Catkowita utrata maturazy mitochondrialne;
mogtaby doprowadzi¢ do znacznie glebszych defektéw w dojrzewaniu RNA a w
konsekwencji zaburzen rozwojowych prowadzacych do $mierci roslin [Kiihn, 2015; Fromm,
2016]. W przypadku niektorych mt-mRNA obnizenie poziomu ekspresji matR nie wptyngto
na poziom ich ekspresji, co wiecej w kilku przypadkach zaobserwowano wzrost poziomu
ekspresji tych genow. Taki wzrost zaobserwowano dla egzonéw 3-4 nad2 oraz egzonom 1-2
nad5 w liniach matRz1 i matRz2. Zmiana ta moze sugerowaé, ze dochodzi do akumulacji
prekursorowych transkryptow, ktoérych dojrzewanie jest regulowane przez inne czynniki
transkrypcyjne jednak nie mogg zosta¢ potagczone z innymi egzonami, za ktorych dojrzewanie
odpowiada matR. Podobne rezultaty uzyskano w badaniach z wykorzystaniem ro$lin, w
ktorych zahamowano ekspresj¢ czynnikéw transkrypcyjnych nMAT1 (Keren, 2012) oraz
nMAT4 (Cohen, 2014), ktore rowniez zaangazowane s3 w dojrzewanie nadl.

W liniach matRz1 i matRz2 obserwowano niewielkie wzrosty w ekspresji
podjednostek syntazy ATP atp6 (w obu liniach) oraz atp8 (tylko linia matRz1). Zmiany te,
wywotlane zaburzeniem w genach zaangazowanych w kompleks oddechowy I moga by¢
wywolane efektem kompensacji z powodu zmienionych funkcji mitochondriow obejmujacych

zmniejszone oddychanie oraz zmieniony metabolizm komoérkowy [Keren, 2012].

4.4.1.2. Gen mttB

W niniejszej pracy podjeto rowniez probe poznania funkcji genu mttB. Gen ten koduje
biatko o homologi do TatC, ktore jest sktadnikiem systemu Tat (ang. twin-arginine
translocas) [Ding, 2019]. System ten jest obecny w prokariotach i organellach roslin
wyzszych 1 bierze udzial w transporcie zlozonych bialek przez btony [Palmer, 2020].

Kierowanie substratow do uktadu Tat odbywa si¢ za posrednictwem N-koncowej sekwencji
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sygnatowej, ktora zawiera wysoce konserwatywny motyw blizniaczej argininy. Mechanizm
transportu z wykorzystaniem systemu Tat jest procesem dynamicznym i odbywa si¢ poprzez
interakcj¢ substratu z kompleksem receptora Tat [Palmer, 2020].

Pierwsze doniesienia na temat genu mttB pojawity sie pod koniec lat 90 XX wicku
[Settles, 1997; Bogsch, 1998]. Wéwczas to wykazano, ze biatko to moze by¢ zaangazowane
w proces importu lub eksportu bialek z macierzy mitochondrialnej do przestrzeni
migdzybtonowej [Bogsch, 1998]. Ostatnie prace wykazaty, ze zmiany w sekwencji
aminokwasowe]j biatka mttB powodujg zaburzenia funkcji mitochondriéw [Ding, 2019].
Zaprojektowane w niniejszej pracy rybozymy skierowane w sekwencje kodujaca gen mttB
spowodowaty obnizenie ekspresji genu docelowego. W ramach niniejszej pracy nie udato si¢
jednak zbada¢ funkcji genu mttB. W tym celu prowadzone sg jednak dalsze badania, ktére
mogg przyczyni¢ si¢ do poznania jego funkcji, a takze doprowadzi¢ do pozyskania nowe;j

wiedzy na temat transportu biatek do i w obrgbie mitochondriow.

4.5. Zastosowanie konstruktow do modyfikacji ludzkiego genomu mitochondrialnego
4.5.1. Mutacje w genomie mitochondrialnym oraz ich zwiazek z wystepowaniem choréb

Dotychczas istnialo przekonanie, Ze mutacje w obrgbie mtDNA s3a bardzo rzadkie.
Jednakze badania epidemiologiczne prowadzone m. in. w Wielkiej Brytanii wykazaty, ze 1 na
5000 oso6b cierpi na chorob¢ mitochondrialng lub jest zagrozona taka chorobg. Czgstos¢
wystepowania choréb mitochondrialnych posréd oséb dorostych szacuje sie na 9,6:100000, w
tym 1,5:100000 spowodowanych pojedynczymi, rozleglymi delacjami w mitochondrialnym
DNA. Dalsze analizy wykazat, ze 1 na 200 osob jest nosicielem patogennego wariantu
MtDNA, a u 1 na 1000 mutacja w mtDNA pojawita si¢ de novo [Elliot, 2008]. Uzyskane
przez badaczy wyniki wskazuja, Zze mutacje w mitochondrialnym DNA nalezg do jednych z
najczesciej wystepujacych zaburzen genetycznych. Przypuszcza sig, Ze mutacje w obrgbie
MIDNA, u os6b dorostych, odpowiadaja za okoto 80% przypadkéw chorob
mitochondrialnych 1 zaledwie 20% u dzieci. Choroby mitochondrialne wieku dziecigcego
dziedziczone sg w sposob autosomalny. Pomimo wielu lat prowadzenia badan nad chorobami
mitochondrialnymi nie udalo si¢ opracowa¢ skutecznej metody ich leczenia, a stosowane
obecnie terapie oparte sa o tagodzenie objawdw i poprawe komfortu zycia pacjentow.

Rozwd@j terapii chorob mitochondrialny stoi przed powaznymi wyzwaniami. Kluczowsg
kwestig jest trudno$¢ w nieinwazyjnej ocenie funkcji mitochondriow 1 ich uszkodzen u
pacjentow [Steele, 2017]. Obecnie nie ma pewnosci, kiedy leczy¢ pacjenta terapig

mitochondrialng oraz czy domniemana terapia dzialta w mitochondriach. W zwigzku z tym
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istnieje pilna potrzeba opracowania specyficznych, skutecznych i matoinwazyjnych terapii
choréb mitochondrialnych. Wiaze si¢ to z koniecznoscig prowadzenia bardziej podstawowych
badan w koordynacji z badaniami translacyjnymi i klinicznymi, aby opracowaé nowe
strategie przywracania funkcji mitochondriow [Steele, 2017; Murphy, 2018]. Takie podejscie
pozwoli na identyfikacje nowych obcigzen genetycznych oraz innych czynnikéw mogacych
mie¢ wplyw na funkcjonowanie tych organelli. Postgp w dziedzinie medycyny
mitochondrialnej moze przyczyni¢ si¢ do opracowania podejs$¢ terapeutycznych zaréwno do
rzadkich jak 1 powszechnych choréb charakteryzujacych si¢ dysfunkcja mitochondriow,
jednocze$nie poprawiajac ogolny stan zdrowia i dlugowieczno$¢ ludzi [Murphy, 2018].
Dotychczas opisano okoto 150 mutacji punktowych wystepujacych w mtDNA i1 zwigzanych z
chorobami mitochondrialnymi. Mutacje te zlokalizowane sg gldéwnie w podjednostkach 1, 2, 5
i 6 dehydrogenazy NADH, podjednostkach 1 — 3 oksydazy cytochromu c, genach ATPazy 6 i
cytochromu b oraz w genach kodujacych mitochondrialne tRNA. W wigkszosci przypadkow
sa to mutacje zmiany sensu. Jedynie w przypadku genéw coxl, cox3 i nd4 mamy do
czynienia z mutacjami typu nonsens, a jeden przypadek powoduje przesunigcie ramki odczytu
i dotyczy genu cytB. Opracowanie skutecznej metody importu do mitochondriow mogloby
przyczyni¢ si¢ do powstania terapii genowych, opartych o supresorowe RNA. Gléwnym
problemem tego podejscia jest skonstruowanie takich tRNA, ktére z powodzeniem mogtyby

by¢ importowane do mitochondriow komorek ludzkich.

4.5.2. Dotychczasowe metody modyfikacji genomu mitochondrialnego

Edycja genomu to procedura pozwalajaca na dokonywanie modyfikacji miejscowych
w genach dowolnego organizmu [Chen, 2014]. Manipulacja genomem ma dwa gléwne cele:
pierwszym jest poznanie, jak funkcjonuja nowe geny i jakie funkcje pelnia w regulacji
komorkowej. Drugim gldwnym zastosowaniem manipulacji genomu jest tworzenie
alternatywnych terapii leczenia zaburzen genetycznych [Tschaharganeh, 2016]. Ewolucja
inzynierii genomu przy uzyciu nukleaz przyniosta zmian¢ paradygmatu w dziedzinie
biotechnologii. Narzedzia te przyniosly obiecujagce wyniki w wielu dziedzinach w tym w
naukach medycznych i rolniczych [Li, 2020].

Genom jadrowy komorek wielu gatunkow roslin 1 zwierzat moze by¢ modyfikowany z
wykorzystaniem szeregu nowszych 1 starszych metod, do ktorych mozemy zaliczy¢ nukleazy
palca cynkowego (ang. zinc-finger nucleases, ZFN), metody TALEN lub  system
CRISPR/Cas9 [Bhardwaj, 2021]. Metody oparte o ZFN byly dotychczas z powodzeniem

stosowane w organizmach zwierzat morskich, takich jak danio pregowany oraz wielu
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zwierzat hodowlanych [Mooney, 2019]. TALEN oraz CRISPR/Cas9 powszechnie stosowane
sa w réznych liniach komoérkowych oraz w badaniach nad wieloma chorobami zakaznymi i
niezakaznymi [Nain, 2010; Puria, 2012; Fernandez, 2018]. Techniki edycji genow zostaty
takze wykorzystane do leczenia wielu nieprawidtowosci genetycznych w ludzkich liniach
komorkowych i modelach raka [Li, 2020; Doudna, 2014; Wu, 2018]. Pozytywne wyniki
prowadzonych badan sugeruja, ze strategie edycji genomu majg ogromny potencjal w
leczeniu chorob genetycznych, takich jak dystrofia migsniowa Duchenne’a, mukowiscydoza,
anemia sierpowata czy zespdt Downa [Wu, 2018]. Podejscia typu CRISPR okazaty si¢
réwniez by¢ obiecujace w wykrywaniu i leczeniu $miertelnych chorob, takich jak AIDS i rak
[Cyranoski, 2016].

Szerokie zastosowanie w terapiach genowych znalazty rowniez technologie oparte o
katalityczne kwasy nukleinowe. Pierwszy stosowany w badaniach klinicznych rybozym
wykorzystany zostat w terapiach leczenia raka nerki. Sekwencja RNazymu zostata tak
dobrana, aby hydrolizowat on sekwencj¢ mRNA w obrebie receptora 1 czynnika wzrostu
srodbtonka naczyniowego (ang. vascular endothelial growth factor receptor-1, VEGFR-1).
Tak skierowana czgsteczka prowadzila do przerwania angiogenezy i blokowata progresje
nowotworu [Kobayashi, 2005]. Ponadto, ze wzgledu na zdolno$¢ do hydrolizy czasteczek
RNA, rybozym jest rowniez obiecujacym narzgdziem leczenia chorob wywotywanych przez
wirusy, ktorych informacja genetyczna jest przenoszona na RNA, a nie na DNA, takich jak
HIV [Wyszomirska, 2009]. Réwniez tak zaprojektowane czasteczki RNazymoéw dotarty do
fazy badan klinicznych. Rybozym o komercyjnej nazwie Heptazym zostal opracowany przez
firm¢ Merc-Sirna do walki z wirusem HCV. Badania kliniczne fazy pierwszej wykazaty dobrg
tolerancje w szerokim zakresie dawek, a skuteczno$¢ wstrzyknigtego samodzielnie lub w
potaczeniu z interferonem typu 1 Heptazymu jest obecnie oceniana w badaniach klinicznych
fazy Il [Tong, 2002; Sandberg, 2002, Zhou, 2019].

Sukcesy zwigzane z wykorzystaniem powyzszych strategii w edycji genomu
jadrowego sklonity badaczy do prob adaptacji tych metod do modyfikacji genomu
mitochondrialnego. W przypadku ZFN selektywna degradacje zmutowanych czasteczek
mtDNA osiagni¢gto poprzez ukierunkowanie enzymow restrykcyjnych na mitochondria.
Metoda ta ma jednak swoje ograniczenia, do ktérych mozemy zaliczy¢ niewielkg liczbe
sekwencji obecnych w zmutowanych czgsteczkach mitochondrialnego DNA, ktére nie sg
obecne w mtDNA typu dzikiego. Ponadto metode ta ogranicza dostgpnos¢ restrykcyjnych
endonukleaz rozpoznajacych sekwencj¢ w genomie mitochondrialnym [Taylor, 2000;

DiMauro, 2006]. Aby obejs¢ te ograniczenia zaprojektowano ZFN ukierunkowane na
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specyficzng degradacje mtDNA [Minczuk, 2013]. Wstepne badania wykonano przy uzyciu
konwencjonalnej konfiguracji heterodimerycznych ZFN gdzie jeden monomer wigze si¢ ze
zmutowang sekwencja mtDNA, podczas gdy jego partner wiaze si¢ z sasiednig sekwencja
typu dzikiego (ang. wild type, WT) umozliwiajgc dimeryzacje¢ miedzy dwiema domenami
Fokl. Taka konfiguracja prowadzi do przecigcia dSDNA miedzy miejscami wigzania ZFP.

Opisane powyzej podej$cie ma jednak szereg potencjalnych ograniczen w celowaniu
wylacznie w zmutowane sekwencje mtDNA. Po pierwsze, jeden z monomerdw musi wigzaé
si¢ bardzo selektywnie z sekwencja r6zniacg si¢ od sekwencji typu dzikiego pojedyncza parg
zasad [Minczuk, 2013]. Po drugie heterodimeryczny ZFN ukierunkowany na mutacj¢ w
mtDNA moze prowadzi¢ do powstania monomeru, ktory wigze sekwencje WT, tworzac
aktywna nukleaze, ktéra hydrolizuje mtDNA typu dzikiego. Taka sytuacja ma miejsce w
momencie, gdy specyficzno$¢ zaprojektowanych ZFN byla niewystarczajaca, aby zapobiec
tworzeniu homodimeru [Minczuk, 2013]. Wczesniejsze prace z wykorzystaniem ZFN
wykazat réwniez, ze ekspresja komoérkowa niezoptymalizowanych ZFN moze wywolywac
znaczng cytotoksyczno$¢ wprowadzonego narzedzia spowodowana hydroliza mtDNA w
miejscach innych niz docelowe [Miller, 2007; Cornu, 2008].

Biatka TALEN =zostaly po raz pierwszy opisane w 2009 roku i pochodza z
fitopatogennych bakterii z rodzaju Xanthomonas [Boch, 2009]. Jest to specjalna klasa bialek,
ktore mogg wigza¢ DNA. Metoda TALEN oferuje elastyczne zastosowanie w inzynierii
genetycznej dzigki kompatybilnosci z wieloma domenami funkcjonalnymi. Rézne asocjacje
biatek TALEN z aktywatorami, represorami lub endonukleazami prowadza do potencjalnych
zmian ich wilasciwosci z modulatoréw transkrypcji do narzedzi do modyfikacji genomu
[Thakore, 2016]. Ze wzglgdu na wysoka specyficzno$é oraz precyzje w inzynierii genomu
system TALEN zostal w 2011 roku wybrany narz¢dziem roku przez czasopismo Nature
Methods. Metoda ta zostala z powodzeniem wykorzystana do modyfikacji komorek
zawierajagcych mutacje w mitochondrialnym tRNAAR (5024C>T) [Bacman, 2018] oraz duza
delecj¢ m.8483 13459del4977 [Bacman, 2013]. Delecja ta wystepuje w mitochondriach
niemal 30% pacjentow z delecjami mitochondrialnymi jak rowniez w normalnych
starzejacych si¢ komorkach [Doudna, 2014].

Do wyeliminowania mtDNA zawierajacego opisang powyzej delecje zaprojektowano
TALEN, ktory otrzymatl nazwe AS—mitoTALEN. Czasteczka ta zostata zaprojektowana w taki
sposOb, aby poszczegdlne monomery rozpoznawaly sekwencje w obrebie mtDNA typu
dzikiego. Jednak tylko w przypadku obecnosci delecji monomery znajdowaly si¢

wystarczajaco blisko siebie, aby dochodzitlo do dimeryzacji i aktywacji nukleazy FokI.
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Opracowane sekwencje zostaly tak dobrane aby nie rozpoznawaty regionow w obrebie
genomowego DNA [Bacman, 2013]. A5—-mitoTALEN zostat przetestowany w linii ludzkiego
kostniakomigsaka BH10.9. Komorki transferowano dwoma niezaleznymi plazmidami, z
ktorych kazdy kodowat jeden monomer mitoTALEN Bacman, 2013]. Uzyskane wyniki
potwierdzity skutecznos¢ AS5-mitoTALEN w redukcji ilosci zmutowanych czgsteczek
mtDNA i zmianie poziomu heteroplazmi w kierunku przewagi mtDNA typu dzikiego
[Bacman, 2013].

W przypadku drugiego podejscia z wykorzystaniem metody TALEN badania
prowadzono na myszach, w ktorych wprowadzono mutacje 5024C>T w obrebie
mitochondrialnego genu kodujacego tRNA”? [Bacman, 2018]. W tym przypadku TALEN
zostaty tak zaprojektowany, aby jeden z monomerow preferencyjnie rozpoznawat sekwencje
mutanta. Sekwencja DNA kazdego monomeru zostata wklonowana do wektora za sygnatem
lokalizacji mitochondrialnej oraz znacznikiem epitopowym [Bacman, 2018]. Aby potwierdzié
skuteczno$¢ mitoTALEN mysie fibroblasty embrionalne (ang. mouse embryonic fibroblasts,
MEF) pochodzace od myszy hetero plazmatycznych niosgcych mutacje 5024C>T
transfekowano obydwoma plazmidami kodujacymi monomery mitoTALEN. Uzyskane
wyniki wskazywaly na zmiany w poziomie heteroplazmi oraz spadek iloSci zmutowanych
czasteczek mtDNA [Bacman, 2018]. W celu wprowadzenia opracowanych czasteczek do
myszy wykorzystano wektor adenowirusowy AAV9. Czasteczki wirusa niosgce poszczegolne
monomery TALEN zostaty wstrzyknigte do migéni piszczelowych myszy z mutacja mutacje
5024C>T [Bacman, 2018]. Wykorzystujac metode analizy polimorfizmu dlugosci
fragmentow restrykcyjnych (ang. restriction-fragment length polymorphism, RFLP)
wykazano silny spadek stosunku mtDNA zmutowanego do WT [Bacman, 2018]. Zmiany
poziomu heteroplazmi byly obserwowane u wszystkich analizowanych myszy juz po
pojedynczym wstrzyknigciu domig¢$niowym i utrzymywaly si¢ nawet do 24 tygodni od
iniekcji [Bacman, 2018].

Pomimo pierwszych sukcesow w wykorzystaniu metod TALEN pozostaje wcigz wiele
probleméw w zastosowaniu tej] metody w badaniach klinicznych. Duzym ograniczeniem w
zastosowaniu metody TALEN jest to, Ze wymaga ona znacznych modyfikacji biatek, ktore
umozliwig prawidlowe rozpoznanie okreslonych sekwencji DNA. Ponadto sporym wyzwanie
pozostaje dostarczenie duzych ilosci prawidlowo skonstruowanych mitoTALEN do
mitochondriow [Moraes, 2014]. Prawidlowo zaprojektowany wektor niosgcy wszystkie

niezbg¢dne elementy TALEN moze mie¢ wielko$¢ nawet ponad 5000 par zasad. Wielkos$¢ ta
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przekracza granicg, ktérg wektory adenowirusowe stosowane, jako gtowne nosniki, sg zdolne
wprowadzi¢ do infekowanej komoérki [Hashimoto, 2015].

Pomimo tego, ze CRISPR/Cas9 znany jest z szerokiego zastosowania w dziedzinie
edycji jadrowego DNA, badaczom trudno jest zaadaptowac tg technologi¢ do modyfikacji
mtDNA. Gtownym problemem tej technologii jest import sktadnikéw biatkowych i gRNA do
mitochondridow z wydajnoscia wystarczajaca do selektywnej eliminacji mutacji. W ostatnich
latach poczyniono umiarkowane postepy w tym wzgledzie. Wykazano, ze odpowiednio
zmodyfikowane gRNA oraz bialtko Cas9 zawierajace mitochondrialng sekwencje kierujaca
moga by¢ importowane do mitochondriow [Loutre, 2018]. Stosowanie CRISPR/Cas9 w
mitochondriach moze by¢ nieco bardziej ztozone w pordéwnaniu z tradycyjng technologia
ukierunkowang na jadrowe DNA, niemniej jednak wykazano eksperymentalnie mozliwos¢
dziatania tego systemu w ludzkich mitochondriach [Loutre, 2018]. Ostatnie badania wykazaty
réwniez, ze egzogenna sekwencja DNA wprowadzona do mtDNA danio pr¢ggowanego, przy
uzyciu technologii CRISPR, zostata skutecznie przekazana z pokolenia FO do F1 [Bian,
2019]. Dane te pozwalaja mie¢ nadzieje, ze wydajna wersja systemu CRISPR/Cas9
skierowanego do mitochondriow moze by¢ opracowana w przysztosci, a technologia ta moze
zapoczatkowaé rewolucje w inzynierii genomu mitochondrialnego i pozwoli na lepsze
zrozumienie proceséw zachodzacych w tych organellach [Hashimoto, 2015]. Jednakze
obecno$¢ uktadu endogennego, warunkujacego edycje mitochondrialnego genu CRISPR/Cas9
w mitochondriach ssakow, wciagz pozostaje niejasna [Gammage, 2018].

Pomimo szerokiego zakresu zastosowan CRISPR/Cas9 nie s3 uwazane za
wystarczajgco bezpiecznie 1 precyzyjne, aby mogly by¢ stosowane w terapiach
ukierunkowanych, a w szczegdlnosci w terapii genowej [Bhardwaj, 2021]. Chociaz efekty
niespecyficznego dziatania (,,off-target”) wystgpuja we wszystkich systemach edycji genomu,
duza czesto$¢ ich wystgpowania w technologii CRISPR (> 50%) stanowi jej powazng wadg
[Fernandez, 2018]. Wiele grup badawczych probowalo ograniczy¢ te niepozadane efekty
tworzac nowe warianty Cas9 1 ulepszajac czasteczki gRNA, ale metody nie okazaly si¢ zbyt
wydajne [23]. Kolejng wada tej technologii jest koniecznos$¢ posiadania sekwencji PAM (ang.
protospacer-associated motif) w poblizu lokalizacji docelowej, jak rowniez to, ze biatko
Cas9, ze wzgledu na swoje duze rozmiary, jest trudne do upakowania w wektorach AAV
bedacych najpopularniejszym nosnikiem stosowanym w terapiach genowych [Park, 2017].
Dodatkowym ograniczeniem jest czeste wystepowanie toksycznosci komorkowej oraz
pojawianie si¢ peknie¢ dwuniciowych DNA (ang. double-strand break, DSB) indukowanym
przez CRISP, ktéore moga prowadzi¢ do apoptozy komoérek [Robb, 2019]. Wszystkie
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tradycyjne systemy edycji genomow majg wady techniczne i funkcjonalne, co budzi spore
obawy dotyczace ich praktycznego zastosowania w terapiach genowych. Dlatego tez stale
poszukuje si¢ mniej inwazyjnych i bezpieczniejszych metod edycji genomow, ktore oparte
beda o naturalnie wystepujace w komorkach mechanizmy.

Spore nadzieje na opracowanie skutecznych terapii chorob mitochondrialnych wigze
si¢ z mechanizmem importu RNA do mitochondriow komoérek ludzkich [Kamenski, 2019].
Obecnie wigkszo$¢ informacji na temat mechanizméw importu tRNA do mitochondriow
pochodzi z badan na modelach drozdzy i ludzi [Entelis, 2001]. Analizy importu tRNA do
mitochondriow w warunkach in vivo wykazaly, ze specyficzno$¢ tego szlaku moze by¢
gruntownie modyfikowana, a czasteczki normalnie nieimportowane moga by¢ kierowane do
tych organelli [Entelis, 2001]. Taka elastyczno$¢ pozwolita na zaproponowanie
wykorzystania szlaku importu tRNA do modyfikacji ludzkiego mtDNA. Koncepcja ta
wspierana jest przez badania, ktore wskazujag na mozliwo$¢ importu tRNA do izolowanych
ludzkich mitochondriéw, ktére w normalnych warunkach nie importuja tych czasteczek
[Entelis, 2001; Alfonzo, 2009]. Waznym krokiem w kierunku stworzenia modeli terapii
genowe] opartej na imporcie RNA byloby wykazanie, ze tRNA o réznych wariantach
aminoacylacji zawierajagcych dodatkowa sekwencje moga by¢ skutecznie importowane do
mitochondriow transgenicznych komorek ludzkich.

Wyniki uzyskane w ramach niniejszej pracy w roslinnym modelu pozwolity takze
przypuszczad, ze system importu do mitochondridw z wykorzystaniem struktur podobnych do
tRNA bedzie mozna zaadaptowa¢ do mitochondriow komorek ludzkich. Podejsécie takie
mogloby w przysztosci doprowadzi¢ do opracowania skutecznej metody leczenia chorob
mitochondrialnych lub ograniczenia negatywnych skutkéw pojawiania si¢ w organizmie
pacjenta mutacji w mtDNA. Pierwszym etapem opracowania systemu importu tRNA w
komorkach ludzkich byto wigc takze potwierdzenie importu struktur podobnych do tRNA do
izolowanych mitochondriow. Uzyskane wyniki w pelni pokazaly, ze zaprojektowany
konstrukt jest transportowany do wnetrza mitochondriow. Po raz pierwszy taki import RNA
do mitochondriéow zostalo wykryty w komodrkach niektérych pierwotniakow, a nastepnie
opisano podobny mechanizm w komodrkach drozdzy [Martin, 1979]. Badania nad
mitochondrialng frakcja tRNA, z wykorzystaniem metody elektroforezy 2D, wykazaly

obecno$¢ w niej tRNAMS

pochodzenia jadrowego. Czasteczka ta zostala nazwana tRK1. Przez
wiele lat obserwacja ta byla ignorowana przez badaczy zajmujacych si¢ badaniem
mitochondriow. Wynika to z faktu, iz wielu z nich nie wierzylo w mozliwo$¢ przenikania

ujemnie natadowanej czasteczki tRNA przez ujemnie naladowang bton¢ mitochondrialna.
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Jednakze pdzniejsze odkrycia wykazaty istnienie mechanizmu importu tRNA w wielu innych
organizmach [Verechshagina, 2018; Jeandrad, 2019].

Drozdze piekarskie zostaly pierwszym organizmem modelowym, na ktérym
prowadzono badania nad mechanizmem importu tRNA do mitochondriow [Tarassov, 1992].
Uzyskane wyniki potwierdzily obecnos¢ tRK1 zaréwno we frakcji cytozolowej jak i
mitochondrialnej, podczas gdy pozostale tRNA byly obecne tylko we frakcji cytozolowe;.
Dalsze prace wykazaty, ze proces ten jest zalezny od ATP i wymaga obecnosci biatek
cytozolowych [Tarassov, 1992], a w kolejnych wykazano zalezno$¢ importu tRK1 od
potencjatu elektrochemicznego blony mitochondrialnej AW [Tarassov, 1995]. Pozniejsze
badania wykazaly ponadto, ze wnikanie czasteczek tRNA do mitochondriow moze odbywaé
si¢ rOwniez przez zalezny od napigcia kanal anionowy (ang. voltage-dependent anion
channel, VDAC). Mechanizm angazujacy biatko Tim40 oraz VDAC do importu tRNA do
mitochondriow zostat opisany roéwniez dla roslin wyzszych [Salinas, 2006].

Réwnie waznym aspektem importu tRNA do mitochondriow sg wymagania
strukturalne czasteczki RNA. Zdolno$¢ tRNA do faldowania si¢ do wlasciwej struktury
trzeciorzedowej jest zatem warunkiem wstgpnym dla jego importu. Wykazano, ze warunkiem
transportu RNA do mitochondrium jest tworzenie struktury typu tRNA oraz uzyskanie pprzez
czasteczke alternatywnego parowania zasad miedzy czg$cig rdzenia AA na koncu 3’ a petla T
[Entelis, 1998, Kolesnikova, 2010].

Biorac pod uwage, podobienstwo maszyn transportowych pomigdzy drozdzami i
ssakami podjeto proby skierowania drozdzowych tRNA do ludzkich mitochondriéw majac
nadzieje, ze beda one mogly bra¢ udzial w translacji wewnatrz organelli. Metoda ta moglaby
by¢ wykorzystana do minimalizowania negatywnych skutkow mutacji patogennych.
Uzyskane w ten sposob wyniki potwierdzily, ze drozdzowy tRK1 oraz jego warianty sa
importowane do izolowanych mitochondriow komoérek ludzkich [Kolesnikova, 2000].
Wykazano réwniez, ze wszystkie wymagania importu tRNA do mitochondriéw komorek
ludzkich sg podobne do tych opisanych dla mitochondriéw drozdzowych [Entelis, 2001].
Ponadto potwierdzono zaangazowanie ludzkich ontologdw preMsk1p oraz Eno2p w imporcie
tRNA w warunkach in vitro [Gowher, 2013; Baleva, 2015]. Co wigcej wspomniane wyzej
male syntetyczne RNA ze stabilnymi strukturami F ora D byty rowniez importowane do
izolowanych mitochondriow ludzkich z wydajnoscia nawet kilkukrotnie wyzsza niz w
przypadku pelowymiarowego tRKI1 [Kolesnikova, 2010]. Obserwacja ta wskazuje na

istnienie mechanizmu importu tRNA w komoérkach ludzkich.
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Pozytywne wyniki zaobserwowane w warunkach in vitro sktonity badaczy do
przetestowania pochodnych tRK1 pod katem ich zdolnosci do przenikania przez btony
mitochondrialne w liniach komoérek ludzkich. Uzyskane wyniki potwierdzity obecnosé¢
drozdzowych tRNA we frakcji mitochondrialnej [Kolesnikova, 2004]. Wydaje si¢ zatem, ze
mozliwe jest wykorzystanie szlaku importu tRNA do ograniczania negatywnych skutkow

patogennych mutacji w mtDNA.

4.5.3.Wykorzystanie systemu transportu RNA w podejsciach terapeutycznych
Pomimo posiadania przez mitochondria komoérek ssakoéw pelnego zestawu tRNA
badania wykazaly obecno$é cytozolowejgo tRNA®Y we frakcji mitochondrialnej [Schneider,
2011]. Ponadto wykazano rowniez, ze modyfikowane tRNA™® moze wnika¢ do
mitochondriow komorek ludzkich. Co wigcej badania in organello pokazaty, ze tak
zmodyfikowany tRNA bierze udzial w procesie translacji wewnatrz mitochondriow [Entelis,
2001]. Moze to sugerowac istnienie mechanizmu pozwalajacego na import tRNA z cytozolu
do mitochondriow. Mechanizm ten nie zostal jednak jeszcze dobrze poznany. W ostatnich
latach pojawila si¢ rdwniez praca, w ktérej wykazano import dwoch tRNAC™M, Autorzy
sugeruja, ze te tRNA s3 importowane w celu ztagodzenia braku szlaku transamidacji w
mitochondriach ludzkich, ktory jest niezbedny do wytworzenia tych tRNA [Rubio, 2008].
Pierwsze badania nad wykorzystaniem importu tRNA do leczenia chordb
mitochondrialnych dotyczyto mutacji 8344A>G w genie kodujacym tRNA"®. Mutacja ta
odpowiada za zespot MERRF. Importowalne pochodne drozdzowych tRK1 i tRK2 po
wprowadzeniu do hodowanych komorek ludzkich z mutacja MERRF, czgsciowo przywrocily
normalny fenotyp badanych komorek [Kolesnikova, 2004]. W pdzniejszych etapach prac
skonstruowano inng pochodng drozdzowego tRK1, ktéra zachowata wszystkie determinanty
jej importu do mitochondriéw ale zmieniono sekwencje odpowiedzialng za aminoacylacje tak

Leu

by zaprojektowana czasteczka odpowiadata tRNA™" [Karicheva, 2011]. Zmiana ta pozwolita

na ograniczenie negatywnych skutkoéw mutacji 3243 A>G odpowiedzialnej za zespot MELAS.

4.6. Podsumowanie badan wlasnych oraz perspektywy

W niniejszej pracy wykorzystano dwie struktury podobne do tRNA pochodzace z
wirusa mozaiki tytoniu (TMV) oraz wirusa mozaiki stoklosy (BMV) o charakterystyce
odpowiadajacej tRNAM i tRNA™". Obie wybrane sekwencje odznaczaty sie 100% homologia
sekwencji w stosunku do odpowiadajacych im tRNA. Uzyskane wyniki potwierdzily, ze

wybrane struktury podobne do tRNA z powodzeniem wnikaja do macierzy mitochondrialne;j.
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Obserwacja ta pozwala przypuszczaé, ze przylagczona do nosnika sekwencja pasazerska
zostanie przetransportowana do wngtrza mitochondriow by tam petni¢ swoja funkcje.

Jako sekwencje pasazerskie do struktur podobnych do tRNA wprowadzono rybozymy
typu glowa milotka rozpoznajace sekwencje docelowe w obrebie mt-atp6. Katalityczne RNA
zostaly zaprojektowane zgodnie z zatozeniami opisanymi powyzej 1 hydrolizowaly w obrgbie
trujnukleotydow AUC lub GUC. Zaprojektowane Kkatalityczne RNA zostaly potaczone
poprzez sekwencje lacznikowa ze strukturami podobnymi do tRNA. Podobnie jak w
przypadku modeli roslinnych na koncu 3’ zostala przytaczona sekwencja dla rybozymu HDV.

W niniejszy badaniach, jako gen docelowy wybrano mt-atp6, kodujacy podjednostke 6
syntazy ATP. Mutacje w obrebie tego genu wplywaja rowniez na podjednostke 8 syntazy
ATP ze wzgledu na to, ze sekwencje kodujace obie podjednostki zachodza na siebie 46
nukleotydami tak, ze koniec genu atp8 stanowi poczatek genu atp6. Dysfunkcje genu atp6
powigzane sg z licznymi zaburzeniami neurodegeneracyjnymi oraz sercowo naczyniowymi
takimi jak zespot MELAS, zespot LHON, zespot Leigh’a i zespot NARP.

Katalityczne kwasy nukleinowe moga by¢ dostarczane do komoérek docelowych w
postaci czasteczek RNA lub by¢ transkrybowane z konstruktow genowych. Ze wzgledu na
staba stabilno$¢ rybozymow, terapie oparte o bezposrednie dostarczanie RNA czgsto
wymagajg chemicznie stabilizowanych nukleotydow. Do najczestszych tego typu modyfikacji
nalezy wigzanie szkieletowe 5°PS, 2°0OMe, 2’-deoksy-2’-C urydyna oraz terminalnie
odwrécone 3°-3” deoksyzasadowe nukleotydy [Zhou, 2019]. Aby unikna¢ koniecznosci
wprowadzania do naszego narz¢dzia modyfikacji w obrebie sekwencji kodujacej rybozym w
niniejszych badaniach wykorzystano system wprowadzania oparty o konstrukt genowy.

Opracowane konstrukty zostaty wprowadzone do komorek ludzkich z wykorzystaniem
systemu Flp-In T-Rex. System ten pozwala na przygotowanie linii komorkowej o stabilnej i
indukowalnej ekspresji interesujacej nas sekwencji. Uzyskane w ten sposob linie komorkowe
HepG2-Flp-In oraz Flp-In-293 charakteryzowaly si¢ wysoka ekspresja wprowadzonego
konstruktu. System ten znajduje si¢ pod kontrola promotora zaleznego od tetracykliny. Takie
rozwigzanie pozwala w pelni kontrolowa¢ transkrypcja wprowadzonego narzedzia.

W stosowanym w niniejszej pracy systemie czynnikiem odpowiedzialnym za indukcje
ekspresji wprowadzonego wektora jest tetracyklina. Jest to antybiotyk wytwarzany przez
niektore szczepy bakterii Streptomyces, 0 szerokim spektrum dziatania. Tetracyklina hamuje
synteze bialek uniemozliwiajac przylaczenie si¢ aminoacylo-tRNA do tancucha peptydowego
poprzez wigzanie do podjednostek 30S i 50S rybosomoéw drobnoustrojow. Komoérki ssakoéw

sa mniej podatne na dziatanie teracylkiny, pomimo faktu, ze wigze si¢ ona z mala
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podjednostkg rybosomalng zarowno prokariontow jak i eukariontow (odpowiednio 30S i 40S)
[Nguyen, 2014]. Istnieje jednak niewielkie prawdopodobienstwo pojawienia si¢
niekorzystnych efektow w komorek ludzkich. Dlatego tez zbadano wptyw tetracykliny na
przezywalno$¢ badanych linii komorkowych. Uzyskane wyniki potwierdzaja, ze opracowane
przez nas narzedzia nie prowadzg do $mierci komoérek, co daje obiecujace perspektywy na
wykorzystanie ich w potencjalnych terapiach choréb mitochondrialnych.

Testy MTT pozwalaja na okreslenie liczby aktywnych metabolicznie komorek w catej
populacji. Nie daja jednak odpowiedzi na pytanie, w jakiej kondycji znajduja si¢
mitochondria. W zwigzku z tym, aby sprawdzi¢ stan mitochondriow pod wptywem
wprowadzonego narzgdzia przeanalizowano rowniez poziom zmiany potencjatu blony
mitochondrialnej po indukcji ekspresji wprowadzonego do komorek narzedzia. W tym celu
wykorzystano oparty na barwnikach fluorescencyjnych test JC-1. Wyniki uzyskane w tej
analizie wskazuja, ze ani czynnik indukcyjny ani wprowadzone narzedzie nie wplywaja
negatywnie na potencjat blony mitochondrialnej, a co za tym idzie nie prowadza do zaburzen
w funkcjonowaniu tych organelli.

Zarowno wyniki uzyskane w analizie MTT jak i1 JC-1 wykazaly brak negatywnych
skutkéw wprowadzenia konstruktu do linii komorkowych. W zwiagzku z tym, w kolejnym
etapie, przeanalizowano poziom ekspresji wprowadzonego wektora oraz docelowego genu. W
przypadku wszystkich konstruktow obserwowano wzrost ekspresji wprowadzonego wektora,
jak rowniez wysoki poziom obnizenia ekspresji genu docelowego, co potwierdza skutecznos¢
zaprojektowanych czasteczek 1 daje nadziej¢ na przyszte wykorzystanie ich w terapiach
chordb mitochondrialnych.

W leczeniu chor6b mitochondrialnych kluczowe znaczenie ma rowniez fakt, jak dtugo
w organizmie pacjenta beda utrzymywaty si¢ wprowadzone zmiany. W zwigzku z tym w
kolejnym etapie zbadano jak dhlugo po indukcji utrzymywaé si¢ beda zmiany w poziomie
ekspresji wektora i genu mt-atp6. Czas poéltrwania tetracykliny w ludzkich liniach
komorkowych wynosi 24 godziny, co oznacza, ze po uptywie tego czasu stg¢zenie wyjsciowe
ulega obnizeniu o potowe [Nguyen, 2014]. Zgodnie z przewidywaniami najwyzszy poziom
ekspresji wektora i najwyzsze obnizenie poziomu mt-atpé obserwowano po 24 godzinach od
podania tetracykliny. W kolejnych dniach obserwowano spadek ilosci wprowadzonego
narzedzia, a takze wzrost ekspresji docelowego genu. Uzyskane wynik wskazuja, ze aby moc
wykorzysta¢ opracowany system dostarczania narzedzi terapeutycznych do mitochondriow
nalezy opracowa¢ system, ktory pozwoli na utrzymanie statego poziomu ekspresji

wprowadzonego wektora przez caty okres terapii.
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W przeciwienstwie do wielu metod regulacji ekspresji gendéw opartych o kwasy
nukleinowe rybozymy odznaczajg si¢ najnizszym stopniem wystepowania efektow
niespecyficznych typu ,,off-target”. W celu potwierdzenia specyficznosci zaprojektowanych
rybozymow przeanalizowano poziom ekspresji wybranych gendéw mitochondrialnych.
Analizy te wykonywano zaréwno dla wszystkich badanych st¢zen czynnika indukcyjnego jak
réwniez we wszystkich punktach czasowych. Do analiz wybrano gen cox1, cox2, cox3, ND2
oraz ND5. We wszystkich analizowanych przypadkach nie obserwowano znacznych zmian w
poziomie ekspresji badanych gendéw. Uzyskane wyniki potwierdzaja specyficznosé
zaprojektowanych czasteczek, a co za tym idzie mozliwos$¢ zastosowania ich w potencjalnych
terapiach chor6b mitochondrialnych bez obawy o wywotanie niepozadanych skutkow
ubocznych w organizmie pacjenta.

Badania majace na celu wykorzystanie importu tRNA jako narzedzia terapii genowej
sg do$¢ ztozone i skomplikowane technicznie. Niemniej jednak w ciggu ostatnich 15-20 lat
poczyniono w tej dziedzinie ogromne postepy. Udalo si¢ opracowac kilka strategii thumienie
patogennych mutacji w ludzkim mtDNA opartych o import RNA. Metody te maja jednak
wspolne wady, ktore zmniejszajg ich potencjal terapeutyczny. Do najwazniejszych z nich
nalezy niska wydajno$¢ oraz przejsciowy sposob dzialania omawianych podej$¢ [Kamenski,
2019]. Trudnosci te zostaly czgSciowo wyeliminowane. Wykazano, ze wprowadzenie
deoksyrybonukleotydow do sekwencji terapeutycznych RNA oraz chemiczne modyfikacje
wydluzaja zywotno$¢ tych czasteczek [Tonin, 2014]. Opracowano réowniez metode bez
no$nikowego dostarczania RNA do mitochondridw, oparta na rozszczepialnej koniugacji
RNA z cholesterolem [Dovydenko, 2016]. Podejscia te sa wazne ze wzgledu na mozliwos¢
zwigkszenia skutecznosci dziatania terapeutycznego szlaku importu RNA.

Szybki rozwdj medycyny mitochondrialnej niesie ze sobg nowe nadzieje na leczenie
wielu chorob, takze tych, ktéore wykraczaja daleko poza klasycznie opisane choroby
mitochondrialne. Znaczenie zrozumienia zlozonosci 1 elastycznosci bioenergetyki
mitochondrialnej, dynamiki mitochondrialnej, proteostazy i mitofagii zostalo podkreslone
przez spektrum korzysci zidentyfikowanych przez podejscia farmaceutyczne i nutraceutyczne
celujace w stale rosngcg liste chordéb typowych dla dysfunkcji mitochondriow w modelach
zwierzecych. Kluczowe pytania o to, w jaki sposob mitochondria koordynuja si¢ z jadrem
poprzez metabolity sygnalizacyjne i efektorowe w celu regulacji produkcji energii, zawartoSci
1 dynamiki oraz utrzymania rownowagi biatek mito-jadrowych w celu zapewnienia
homeostazy w warunkach naturalnych i stresowych, nadal sa goracymi tematami badan

biomedycznych. Poniewaz kazdy z tych proceséw mitochondrialnych jest zjawiskiem
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wspotistniejagcym 1 wspotzaleznym, specyficzne ukierunkowanie tych roéznych procesow
bedzie réwnie trudne, jak podstawowe wysitki badawcze majace na celu uzyskanie dalszego
wgladu w zrozumienie funkcji mitochondriow. Opracowana w niniejszej pracy metoda
modyfikacji mitochondrialnego DNA znakomicie wpisuje si¢ temat tych badan. Uzyskane
wyniki wskazujg, ze wykorzystanie struktur tRNA, jako nosnikoéw narzedzi molekularnych
moze przyczyni¢ si¢ do lepszego poznania funkcji mitochondriow, a w przysztosci
doprowadzi¢ do powstania terapii genowych opartych o ten system. Otwarta pozostaje nadal
kwestia poznania doktadnego mechanizmu wnikania struktur podobnych do tRNA do
mitochondriow komorek ludzkich jak rowniez dokladne poznanie ograniczen stosowanej

metody.
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5. Podsumowanie

Celem niniejszej pracy bylo wykorzystanie strategii bezposredniego importu

czasteczek aktywnych do mitochondriow oraz regulacja ekspresji wybranych genow

mitochondrialnych.

Na podstawie przeprowadzonych eksperymentéw w modelu roslinnym:

1.

Potwierdzono skuteczno$¢ systemu transportu opartego o struktur¢ tRNA do
bezposredniej modyfikacji genomu mitochondrialnego;

Wykazano obnizenie poziomu ekspresji gendéw mitochondrialnych (matR oraz mttB)
na poziomie mRNA metoda PCR w czasie rzeczywistym oraz na poziomie biatka
(matR) metoda Western Blot, wskazujac na efektywno$¢ transportu oraz
specyficznos$¢ zastosowanych narze¢dzi;

Wykazano uniwersalnos$¢ platformy opartej o importu struktur podobnych do tRNA
do mitochondriéw poprzez zastosowanie roznych sekwencji pasazerskich (rybozymy,
antysensowe oligonukleotydy);

Potwierdzono zaangazowanie genu matR w sktadanie transkryptow intronow grupy 11,
wskazujac jednoczesnie, ze opracowana metoda moze by¢ z powodzeniem stosowana
jako uniwersalne narzedzie do badania genéw mitochondrialnych, ktorych funkcja nie

zostala jeszcze dobrze poznana.

Badania wykonane na ludzkich liniach komdrkowych pozwolity na:

1.

Wytypowanie struktur podobnych do tRNA oraz wykazanie ich zdolnos¢ do wnikania
do macierzy mitochondrialnej komorek ludzkich w warunkach in vitro;
Zaprojektowanie 1 zbudowanie wektora ekspresyjnego zawierajgcego sekwencje
opartego o struktur¢ tRNA z sekwencjg pasazerskg w postaci rybozymu HH;
Wyprowadzenie linii komodrkowych o stabilnej 1 indukowalnej ekspres;ji
przygotowanych konstruktow.

Wykazanie braku efektow toksycznych wprowadzonych konstruktow na badane linie
komorkowe (test cytotoksycznosci MTT).

Wykazanie braku negatywnych efektow wprowadzonych konstruktow na integralnosc

btony mitochondrialnej (test JC-1).
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6. Potwierdzenie skuteczno$ci zaprojektowanych rybozymow w obnizaniu poziomu
ekspresji mitochondrialnego genu atp6 na poziomie mRNA (metoda PCR w czasie
rzeczywistym) oraz na poziomie biatka (metoda Western Blot).

7. Wykazanie braku efektow niespecyficznych zaprojektowanych rybozymow poprzez

badanie poziomu ekspresji wybranych genow mitochondrialnych.
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6. Materialy i metody

6.1. Wazniejsze odczynniki, enzymy oraz zestawy gotowych odczynnikow

Tab. 6. Wazniejsze odczynniki stosowane w pracy.

Odczynnik Producent
Bacto-Agar, Bacto-Trypton, ekstrakt drozdzowy, SDS BioShop
NucleoSpin Gel and PCR Clean-up (zestaw do oczyszczania produktow PCR) Machery-Nagel
Bakterie kompetentne JM109, wektor ekspresyjny pGEM®-T Easy, T4 DNA Ligase | Promega
HiSpeed Plasmid Maxi Kit (zestaw do izolacji plazmidowego DNA) Qiagen

LightCycler® 480 SYBR Green I Master, Transcriptor High Fidelity cDNA

Roche

Synthesis Kit (zestaw odczynnikow do odwrotnej transkrypcji)

2-propanol, chloroform, Sigma
MEGAscript® High Yield Transcription Kit T7 (zestaw odczynnikow do transkrypcji

(in vitro), bufor obcigzajacy do agarozy (Loading Buffet 6x), enzymy restrykcyjne

Xhol, HindlIII oraz bufory, standardy wielkosci DNA (1 kpz, 10 pz), Flp-In™ T-

REX™ Core Kit (zestaw do wyprowadzenie linii komorkowej o stabilnej ekspres;ji ThermoFisher
konstruktow), Lipofectamine 2000, Trizol Reagent, naczynia do hodowli Scientific
komérkowych, Hygromycin B (50 mg/mL), Tetracycline Hydrochloride, Zeocin™

Selection Reagent, GeneJET Plasmid Miniprep Kit (zestaw do izolacji plazmidowego

DNA), SYBR™ Safe DNA Gel Stain

Naczynia do hodowli komorkowych VWR

6.2. Bufory i pozywki wykorzystywane w pracy

6.2.1. Bufor do elektroforezy kwasow nukleinowych 10x TEB
> 500 mM Tris-HCI
» 500 mM H33BO;3

>
>

10 MM EDTA
pH 8,3

6.2.2. Bufor obciazajacy 1x do elektroforezy kwaséw nukleinowych w Zelach PAA

>
>
>
>
>

25 mM cytrynian sodu pH 5,0
1 mMEDTA

7M mocznik

0,1% btekit bromofenolowy
0,1% cyjanol ksylenowy

6.2.3. Bufor obciazajacy 6x do elektroforezy kwaséw nukleinowych w Zelach

agarozowych
> 30 % glicerol
> 0,25% bigkit bromofenolowy

» 0,25% cyjanol ksylenowy
» 1x bufor TEB ph8,3
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6.2.4.Pozywka do hodowli nasion stala
» MS0255 Duchefa
» 1% agar
» 1% sacharoza
6.2.5.Pozywka LB plynna
> 1% baktotrypton
» 0,5% ekstrakt drozdzowy
> 0,5% NaCl
6.2.6.Pozywka LB stala
> 1% baktotrypton
» 0,5% ekstrakt drozdzowy
> 0,5% NaCl
» 1,5% agar
6.2.7.Pozywka SOC
> 2% baktopepton
> 0,5% ekstrakt drozdzowy
> 2,5mM KCI
» 20 mM glukoza
6.2.8.5x bufor ligacyjny
» 250 mM Tris-HCIl pH 7,5
> 25% PEG 8000
» 50 mM MgCl,
» 5mM ATP
> 5mM DTT
6.2.9. Bufor do elektrotransferu bialek
» 25 mM Tris-HCI
» 190 mM Glicyna
» 20% metanol
6.2.10. Bufor do blokowania membrany po transferze Western Blot
» 10% mleko w proszku
» 1xPBS
» 0,05% Tween20
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6.2.11. Bufor do inkubacji membrany z przeciwcialami Western Blot
» 1xPBS
» 0,05% Tween20
> 3% BSA
6.2.12. 10x Bufor do rozdzialu elektroforetycznego bialek w Zelu bialkowym
» 1449 Glicyna
» 30,29 Tris-HCI pH 7,5
» 10g SDS
6.2.13. Pozywki do hodowli linii komérkowych
» OptiMEM (ThermoFischer Scientific)
» EMEM, Eagle’s Minimum Essential Medium (ATCC)
6.2.14. Bufor BB (breakage buffer)
» 0,6 M mannitol
» 1mMEDTA
» 10 mM Na-PIPES pH 6,7
> 0,3%BSA
6.2.15. Bufor IB (import buffer)
» 0,44 M mannitol
20mM HEPES-KOH pH6,8
20 mM KClI
1 mM ATP
SmMDTT
0,5 mM PMSF
0,1 mM DIFP
0,5 mM kwas fosfoenolopirogronowy

4 u kinaza pirogronianowa

YV V.V V V V V V V

0,1 mM tyrozyny

Y

0,1 mM histydyny

6.2.16. Bufor do plukania membran Western Blot
» 1xPBS
> 0,05% Tween20
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6.3.0ligonukleotydy
Oligonukleotydy DNA syntetyzowane byly przez firm¢ Sigma-Aldrich oraz
ThermoFischer Scientific.

Tab. 7. Zestawienie oligonukleotydow stosowanych w badaniach.

Nazwa Charakterystyka Sekwencja zapisana od konca 5’ do konca 3’
ACTB F TGCTCATACGGTCAGCGATA
ACTBR TTGGTGACAACAGGTCAAGCA
GAPDH AAACTTGTCGCTCAATGCAATC
GAPDH GAGCTGAAGTGGCTTCAATGAC
EXP GGTCCGACATACCCATGATCC
EXP TGCTCATACGGTCAGCGATA
PKTLS F Kcii | TCGCCAGTTAGCGAGGTCT
PKTLS R STE Y LA PO dla | G TTCCGATGACCCTCGGAAG
cox2 exonl-exon2 F AT TGATGCTGTACCTGGTCGTT
cox2 exonl-exon2 R TGGGGGATTAATTGATTGGA
cox2 intronl-exon2 F AGCAGTACGAGCTGAAAGGC
cox2 intronl-exon2 R TGGGGGATTAATTGATTGGA

nadl exonl-exon2 F

nadl exonl-exon2 R

TTGCCATATCTTCGCTAGGTG

GACCAATAGATACTTCATAAGAGACCA

nad1 intronl-exon2 F CGTGCTCGTACGGTTCATAG

nad1 intronl-exon2 R GACCAATAGATACTTCATAAGAGACCA
nad1 exon2-exon3 F TCTGCAGCTCAAATGGTCTC

nad1 exon2-exon3 R ATTCAGCTTCCGCTTCTGG

nadl exon2-intron2 F TCTGCAGCTCAAATGGTCTC

nadl exon2-intron2 R GGTTGGGTTAGGGGAACATC

nadl exon3-exon4 F TCCGTTTGATCTCCCAGAAG

nadl exon3-exon4 R AAAAGAGCAGACCCCATTGA
nadl intron3-exon4 F GGGAGCTGTATGAGCGGTAA
nadl intron3-exon4 R AAAAGAGCAGACCCCATTGA
nad1 exond-exon5 F TCTTCAATGGGGTCTGCTC

nad1 exon4-exon5 R N AGCCCGGGATCTTCTTGA

nad1 intrond-exon5 F Sta”etr y .riakc”,ﬁPCR dla - ACGGAGCTGCATCCCTACT

nad1 intron4-exon5 R fateriatu Tostinego AGCCCGGGATCTTCTTGA

nadl exl F ATCCGAACGATCCCACTACA

nadl exl R TGGCTTTTGTGCAACGTAGA

nadl ex2 F ATGCCTTTCTAGGAGCATTACG
nadl ex2 R TTCATAAGAGACCATTTGAGCTG
nadl ex3 F TTCTCGTCTAGCAGAAACTAATCG
nadl ex3 R TTCTACATTATAGCCTGCAACTGATT
nadl ex5 F CCATGCACATTGTTCTTTCCA
nadl ex5 R AGCCCGGGATCTTCTTGA

cox2 F TCCGATGAGCAGTCACTCAC

cox2 R AATAAACGTGATTGACCCAATTCT
ACTB F AGAGCTACGAGCTGCCTGAC
ACTB R AGCACTGTGTTGGCGTACAG
HPRT F N TGACCTTGATTTATTTTGCATACC
HPRT R Startery reakcji QPCR dla "~ Ao A AGACGTTCAGTCCT
TMV_FW 1 mate“ﬁng(i‘;‘morek ACACGTGGTGCGTACGATAA
TMV RV 1 GCTTTATTACGTGCCTGCGG
TMV_FW 2 ATCGCGCGGGTCAAATGTAT
TMV_RV 2 GGATTCGAACCCCTCGCTTTA
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BMV_FW_1

BMV_RV_1

BMV_FW_2

ATP6 F

ATP6 R

Cox1F

Cox1R

Cox2 F

Cox2 R

Cox3 F

Cox3 R

ND2 F

ND2 R

ND5 F

ND5 R

CMV F

BGH R Startery do reakcji
M13F(-20) sekwencjonowania
M13R

pFRTIlacZeo F Startery reakcji PCR
pFRTlacZeo R

pcDNAGTR R Startery reakcji PCR
pcDNAGTR F

RzGUC_TMV_FW_3Rz

RzAUC_TMV_FW 3Rz

Startery do reakcji PCR do
przygotowania konstruktow
struktur ~ podobnych  do
tRNA. Startery zawieraja
sekwencje rybozymow HH,
HDV, linkera, oraz miejsc
dla enzymow
restrykcyjnych.

RzGUC_BMV_FW 3Rz

RzAUC_BMV_FW 3Rz

HDV_TMV_RV

HDV_BMV_RV

GGTTGACACGCAGACCTCTT
CACTGTACGGTACCCGCATT
ATAGTCGTGGTTGACACGCA
GCCGCAGTACTGATCATTCTATT
GGGTGGTGATTAGTCGGTTG
TCCACGGAAGCAATATGAAA
GGCCACCTACGGTGAAAAG
GATCCCTCCCTTACCATCAAA
GCCGTAGTCGGTGTACTCGT
TGCTTCATCCGCCAACTAAT
AACCACATCTACAAAATGCCAGT
GCCCCCATCTCAATCATATACC
GTTTAATCCACCTCAACTGCC
AAATCCATTGTCGCATCCA
TTGGTCTAGGCACATGAATATTGT
CGCAAATGGGCGGTAGGCGTG
TAGAAGGCACAGTCGAGG
GTAAAACGACGGCCAG

CAGGAAACAGCTATGAC
CGTGACCACATGGTCCTTCT
CACTGGCCGTCGTTTTACA
CATTGAAAGAGCAACGGCTA
TGGCGACGCTGTAGTCTTC
AGCAATGGATCCAGATAATCTGATGAGTC
CGTGAGGACGAAACGGTACCCGGTACCG
TCATTAAGGCCTGATGAGCTTTTGCGAAA
CAGCGAGACCAGCAGCTGCCAGTAACAC
ACCTACGTGCGCTGCCAAGTCAAGATGCA
TAATAAATAACGG
AGCAATGGATCCAGAGCCTCTGATGAGTC
CGTGAGGACGAAACGGTACCCGGTACCG
TCAGGCCTAGCTGATGAGCTTTTGCGAAA
TTGTGGGACCAGCAGCTGCCAGTAACACA
CCTACGTGCGCTGCCAAGTCAAGATGCAT
AATAAATAACGG
AGCAATGGATCCAGATAATCTGATGAGTC
CGTGAGGACGAAACGGTACCCGGTACCG
TCATTAAGGCCTGATGAGCTTTTGCGAAA
CAGCGAGACCAGCAGCTGCCAGTAACAC
ACCTACGTGCGCTGCCAAAGCTTGTTGAA
TCAGTACAATAAC
AGCAATGGATCCAGAGCCTCTGATGAGTC
CGTGAGGACGAAACGGTACCCGGTACCG
TCAGGCCTAGCTGATGAGCTTTTGCGAAA
TTGTGGGACCAGCAGCTGCCAGTAACACA
CCTACGTGCGCTGCCAAAGCTTGTTGAAT
CAGTACAATAAC
GTACAGCTCGAGTGGCTCTCCCTTAGCCA
TCCGAGTGGACGACGTCCTCCTTCGGATG
CCCAGGTCGGACCGCGAGGAGGTGGAGA
TGCCATGCCGACCCTGGGCCCCTACCGGG
GG
GTACAGCTCGAGTGGCTCTCCCTTAGCCA
TCCGAGTGGACGACGTCCTCCTTCGGATG
CCCAGGTCGGACCGCGAGGAGGTGGAGA
TGCCATGCCGACCCTGGTCTCTTTTAGAG
ATTTACAG
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6.4. Linie komorkowe i szczepy bakteryjne

» Escherichia coli JM109 (Promega) — szczep bakteryjny wykorzystywany do
transformacji wektoréw ekspresyjnych metoda szoku cieplnego.

» Escherichia coli DH5e (Invitrogen) - szczep bakteryjny wykorzystywany do
transformacji wektoréw ekspresyjnych metoda szoku cieplnego.

» HepG2 - linia komdérkowa wyprowadzona z komorek nowotworu watroby (ang.
human hepatoma cells).

» HEK 293 T-REX - linia komodrkowa wyprowadzona z ludzkich komorek
nabtonkowych nerki (ang. human endothelial kidney cells) z wprowadzonym
receptorem dla tetracykliny.

6.5. Przygotowanie znakowanych radioaktywnie struktur podobnych do tRNA in vitro
Struktury podobne do tRNA uzyskano w reakcji transkrypcji na matrycy plazmidowego

DNA z dotaczong sekwencja promotorowg dla polimerazy faga T7.

Tab. 8. Sklad mieszaniny reakcyjne;j.

Skladnik Tlos¢
Matryca DNA 1 pg
Bufor T7 10x 2 ul
ATP (75 mM) 2 ul
CTP (75 mM) 2 ul
GTP (75 mM) 2 ul
UTP (75 mM) 2 ul

o-*P] UTP 10 pCi

[ i
Polimeraza T7 2 ul
Woda do 20 pul

6.6. Przygotowanie konstruktow do obnizenia ekspresji atp6 w liniach komoérkowych
Sklad mieszaniny reakcyjnej przedstawiono w tabeli. Reakcje transkrypcji
przeprowadzono przy uzyciu zestawu odczynnikéw MEGAshortscript T7 Kit firmy
ThermoFischer Scientific zgodnie z opisem dolaczonym przez producenta. Produkt reakcji
oczyszczano przy uzycCiu zestawu NucAway Spin Column firmy ThermoFischer Scientific
zgodnie z zataczonym protokotem.
Konstrukty do obnizenia ekspresji atp6 w liniach komérkowych przygotowano w
reakcji PCR. Do amplifikacji produktu wykorzystano startery RzGUC_TMV_FW_3Rz,
RzAUC_TMV_FW_3Rz, RzGUC_BMV_FW_3Rz, RzAUC_BMV_FW_3Rz,
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wprowadzajace na koncu 5’ sekwencj¢ dla enzymu restrykcyjnego BamHI, sekwencje dla
dwoch rybozymow HH oraz sekwencje dla tacznika. Do wprowadzenia na koncu 3’
konstruktu sekwencji kodujacej rybozym HDV oraz sekwencji dla enzymu Xhol zastosowano
startery HDV_TMV_RV i HDV_BMV_RV. Jako matryce wykorzystano plazmid pUC-19-
TMV oraz pUC-19-BMV zawierajace sekwencje dla struktur podobnych do tRNA
odpowiednio wirusa mozaiki tytoniu (TMV) i wirusa mozaiki stoktosy. Uzyskane w ten
sposob  konstrukty wprowadzono do wektora pGEM-T (Promega) w celu ich
zsekwencjonowania. Produkty o prawidtowej sekwencji wycieto enzymami restrykcyjnymi

BamHI i Xhol i wprowadzono do wektora pcDNAS5/FRT/TO.

6.7. Przygotowanie bakterii kompetentnych Escherichia coli

Szczepy bakterii E. coli DH5a oraz JM109 przygotowano do transformacji wektorami
ekspresyjnymi stosujac metode z wykorzystaniem chlorku wapnia. 100 ml ptynnej pozywki
LB zaszczepiono 1 ml nocnej hodowli, a nastepnie inkubowano w temperaturze 37°C z
wytrzasaniem 200 rpm do uzyskania gestosci optycznej ODgpo=0,5 — 0,6. Kulture wirowano
przez 5 minut w 4°C przy 4000 rpm, pozywke usuwano, a osad zawieszano w 4 ml
schtodzonego w lodzie 100 mM chlorku wapnia, inkubowano w lodzie przez 25 minut,
a nastgpnie wirowano 5 minut w 4°C przy 4000 rpm i zawieszano w 2 ml 75 mM roztworu
chlorku wapnia zawierajacego 25% glicerolu. Tak przygotowana zawiesing rozdzielono na

100 pl porcje 1 zamrazano w cieklym azocie. Bakterie przechowywano w -80°C.

6.8. Transformacja bakterii metoda szoku cieplnego.

Do 100 pl zawiesiny zawierajacej bakterie kompetentne dodano 10-20 ng wektora
ekspresyjnego lub 3 pl mieszaniny ligacyjnej, inkubowano 30 minut w lodzie, a nastgpnie 90
sekund w 42°C. Mieszaning schtadzano w lodzie przez 3 minuty. Do transformowanych
komorek dodano 800 pl pozywki SOC 1 inkubowano przez 60 minut w 37°C z wytrzasaniem
350 rpm. Bakterie wirowano 2 minuty przy 4000 rpm. Pozywke usunieto, a osad zawieszono
w 200 pl pozywki LB. Zawiesing bakteryjng w ilosci 50 1 100 pl nanoszono na ptytki Petriego
ze stalg pozywka LB zawierajaca antybiotyk selekcyjny ( ampicyling o stezeniu 100 pg/ml) 1

inkubowano w temperaturze 37°C przez 16 godzin.

6.9. Izolacja plazmidow w duzej skali
10 ml pozywki LB zawierajacej antybiotyk selekcyjny (ampicylina — 50 pg/ml
pozywki) zaszczepiono transformowanymi bakteriami z pojedynczych kolonii i inkubowano

przez 14-16 godzin w temperaturze 37°C z wytrzgsaniem 200 rpm. Inokulowano dwie kolby
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ptynnej pozywki LB (100 ml) z ampicyling (50 pg/ml pozywki) 1 ml nocnej hodowli.
Hodowle bakterii prowadzono do momentu osiggnigcia gestosci optycznej ODgoo=1,5.
Hodowle taczono i wirowano 20 minut w 4°C przy 4000 rpm. Izolacje¢ plazmidu
przeprowadzano z wykorzystaniem zestawu odczynnikow HiSpeed Plasmid Maxi Kit
(Qiagen) zgodnie z opisem dotgczonym przez producenta. Pomiaru stezen uzyskanych
roztworow DNA dokonano spektrofotometrycznie przy dilugosci fali A260 nm z
wykorzystaniem spektrofotometru NanoDrop 2000. Wydajno$¢ izolacji wynosita okoto

150-200 pg plazmidowego DNA. Uzyskany materiat przechowywano w -20°C.

6.10. Izolacja bialek HmIDPs

W celu izolacji HmIDPs komoérki HepG2 zebrano i zawieszono w buforze NPMD
(20mM bufor fosforanowy pH 6,5, 150 mM NaCl, 1 mM MgCI2, 5 mM DTT) zawierajgcym
inhibitory proteaz, a nastgpnie sonikowano (4 razy, 60 sekund przy maksymalnej
czestotliwosci). Resztki komorkowe usunigto przez odwirowanie (4000 g, 10 min.). W celu
usuni¢cia pozostatosci kwasow nukleinowych do mieszaniny dodano polietylenoimine.
HmIDPs frakcjonowano przez wytracanie siarczanem amonu. Uzyskane w ten sposob frakcje

30%, 50%, oraz 70% dializowano wobec buforu NPMD zawierajacego 50% glicerolu.

6.11. Metody rozdzialu i analizy kwaséw nukleinowych
6.11.1. Rozdzial elektroforetyczny kwaséw nukleinowych w Zelu agarozowym

Analize jakosciowa DNA i RNA prowadzono w 1,2 — 1,5% zelach agarozowych (Tab.
9) z dodatkiem SYBR™ Safe firmy ThermoFischer Scientific o wymiarach 11 x 7 cm w
buforze 1x TBE. Przed rozdziatem elektroforetycznym preparaty obcigzano 1/6 objgtosci
buforem do elektroforezy agarozowej. Rozdzial prowadzono przez 1 godzing przy napigciu
ok. 5V/cm i natezeniu pradu 50 — 70 mA w temperaturze pokojowej. Metoda ta analizowano
catkowity RNA, produkty PCR oraz plazmidowy DNA. Do oznaczania dlugosci fragmentow
DNA uzywano markeréw wielkosci 100 i 1000 pz (ThermoFischer Scientific). Produkty
rozdzialu wizualizowano poprzez fluorescencje (system dokumentacji zeli G-BOX CHEMI

XRS5 firmy SYNGENE).

Tab. 9. Sklad zeli agarozowych.

Skladnik 1,2% 1,5%

Agaroza 0,72 g 09¢g

1x TBE 60 ml 60 ml
SYBR™ Safe 0,5 pg/ml 0,5 pg/ml
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6.11.2. Elektroforeza kwaséw nukleinowych w zelach poliakrylamidowych

Analize elektroforetyczng kwaséw nukleinowych prowadzono w 10% zelach
poliakrylamidowych z 7 M mocznikiem (Tab. 10) o wymiarach 30 cm x 40 cm i grubosci
0,5 — 1 mm, przy napi¢ciu 1000 V — 2000 V i natezeniu 5 — 35 mA w temperaturze
pokojowej. Elektroforeza prowadzona byla w buforze 1x TBE. Proby naktadano na zel w
buforze obcigzajacym do kwasow nukleinowych PAA w stosunku 1:1. Elektroforeza
poprzedzona byta 30 minutowa preelektroforeza (ang. pre-run electrophoresis). Rozdziat

prowadzono przez okoto 4 — 6 godzin.

Tab. 10. Sklad zeli poliakrylamidowych.

Skladnik 10%
40% akrylamid/bisakrylamid (38:2) 25 ml
10x TBE 10 ml
Mocznik 7 M 42 g
Woda do 100 ml
10% APS 700 pl
100% TEMED 35 ul

6.11.3. Identyfikacja kwasow nukleinowych w zelach i roztworach

Znakowany radioaktywnie RNA po rozdziale elektroforetycznym analizowano za
pomoca autoradiografii. Ekspozycje zeli prowadzono w temperaturze -80°C stosujgc ekrany
wzmacniajace 1 blony rentgenowskie firmy KODAK. Analiz¢ RNA znakowanego
radioaktywnie prowadzono z wykorzystaniem pomiaru densytometrycznego przy uzyciu
urzadzenia odwzorowujacego FLA-5100 (FujiFilm) i oprogramowania Mulit Gauge V3.0
(FujiFilm).

Kwasy nukleinowe w zZelach agarozowych wybarwianych odczynnikiem SYBR™ Safe
(ThermoFischer Scientific) wizualizowano fluorescencyjnie przy wykorzystaniu systemu
dokumentacji zeli G-BOX CHEMI XR5 firmy SYNGENE.

Stezenie kwasow nukleinowych w préobach oznaczano na podstawie pomiaréw
absorbancji przy dtugosci fali A260 nm z wykorzystaniem spektrofotometru NanoDrop firmy

ThermoFischer Scientific.

6.12. Metody rozdzialu i analizy bialek

Analize elektroforetyczna biatek przeprowadzano w 15% zelu poliakryloamidowym z
SDS o wymiarach 10 cm x 10 cm i grubosci 0,4 — 0,8 mm przy napigciu 250 V i natezeniu
pradu 40 mA w temperaturze pokojowej w buforze do rozdziatu elektroforetycznego bialek.

Proby naktadano na zel w buforze obcigzajacym SBLU lub SBL (analizy Western Blot) w
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stosunku 1:1. Rozdzial prowadzono przez 1-2 godzin. Wielko$¢ biatek oznaczano z
wykorzystaniem markeréw PageRuler'™ Plus. Po rozdziale bialka uwidaczniano poprzez
barwieni w roztworze Coomasi Brilant R-250 z metanolem i kwasem octowym przez 2
godziny w temperaturze pokojowej i odbarwianie przez 16 godzin. Wybarwiony zel
wizualizowano w $wietle widzialnym z wykorzystaniem systemu dokumentacji zeli GelDoc

(UVP).

6.13. Izolacja calkowitego RNA z hodowli komérkowych

RNA izolowano przy pomocy odczynnika Trizol Reagent (Invitrogen) zgodnie z
zatgczong przez producenta. Komorki z ptytek 6, 12 i 24-dotkowych przemywano buforem
PBS, a nastepnie poddawano lizie przy uzyciu 1000l Trizolu przez 5 minut.. Uzyskane lizaty
zbierano do 1,5 ml probowek, a nastepnie dodawano 200 pl chloroformu, wytrzasano recznie
przez 15 s i inkubowano 2-3 minut w temperaturze pokojowej. Proby wirowano 15 minut w
4°C przy 12000 rpm. Faze gérng przenoszono do nowej probowki, a RNA wytragcano przez
dodanie 500 pl izopropanolu. Préby inkubowano 10 minut w temperaturze pokojowej, a
nastgpnie wirowano 10 minut w 4°C przy 12000 rpm. Supernatant usuwano, a uzyskany osad
przemyto 750 pul 70% etanolu 1 wytrzasano. Calo$¢ wirowano 10 minut w 4°C przy 12000
rpm. Osad suszono na powietrzu 5-10 minut, a nast¢gpnie zawieszano w 30 pul wody.
Zawartos¢ RNA oznaczano spektrofotometrycznie przy dlugosci fali 1260 nm.
Kroétkoterminowo RNA przechowywano w -20°C lub w -80°C przez dluzszy okres.

Do przechowywania RNA oraz reakcji z jego udziatem uzywano wody wolnej od
RNaz. Do pozostatych reakcji uzywano sterylng wode¢ dejonizowang (Mili-Q, Milipore).

Wyizolowany RNA poddawano dzialaniu DNazy I z wykorzystaniem zestawu
odczynnikow DNA Free (ThermoFischer Scientific) zgodnie z opisem dotaczonym przez

producenta.

6.14. Izolacja calkowitego RNA z materialu roslinnego

Do izolacji catkowitego RNA z materialu roslinnego tkanki zmielono na drobny
proszek w obecnosci ciektego azotu z wykorzystaniem aparatu do rozdrabniania tkanek
TissueLyser firmy Qiagen. Tak przygotowany materiatl lizowano odczynnikiem Trizol
Reagent (Invitrogen) w ilosci 1 ml na 100 mg proby przez 5 minut, a nastepnie dodawano 200
ul chloroformu, wytrzasano rgcznie przez 15 s i inkubowano 2-3 minut w temperaturze
pokojowej. Proby wirowano 15 minut w 4°C przy 12000 rpm. Faze gérng przenoszono do

nowej probowki, a RNA wytracano przez dodanie 500 ul izopropanolu. Proby inkubowano 10
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minut w temperaturze pokojowej, a nastepnie wirowano 10 minut w 4°C przy 12000 rpm.
Supernatant usuwano, a uzyskany osad przemyto 750 ul 70% etanolu i wytrzasano. Cato$¢
wirowano 10 minut w 4°C przy 12000 rpm. Osad suszono na powietrzu 5-10 minut, a
nastepnie zawieszano w 30 ul wody. Zawartos¢ RNA oznaczano spektrofotometrycznie przy
dhugosci fali A260 nm. Krotkoterminowo RNA przechowywano w -20°C lub w -80°C przez
dhuzszy okres.

Do przechowywania RNA oraz reakcji z jego udziatlem uzywano wody wolnej od
RNaz. Do pozostatych reakcji uzywano sterylng wode dejonizowana (Mili-Q, Milipore).

Wyizolowany RNA 3-krotnie poddawano dziataniu DNazy I z wykorzystaniem zestawu
odczynnikow DNA Free (ThermoFischer Scientific) zgodnie z opisem dotaczonym przez
producenta.

6.15. Hodowla linii komérkowych

Do namnozenia komoérek w celu przygotowania odpowiedniej ilo$ci materiatu do
przesiania na plytki wielodotkowe wykorzystywane byly butelki hodowlane o powierzchni
75 cm® Komorki wysiewano, a hodowle prowadzono w 10 ml pozywki EMEM z
suplementami w temperaturze 37°C w atmosferze 5% CO; do osiagni¢cia konfluencji 80%.
Co 48 godziny pozywke wymieniano na $wieza. W celu odklejenia komorek od dna butelki
hodowle przemywano buforem PBS, a nastgpnie dodawano 2 ml roztwory trypsyny-EDTA i
inkubowano 5 minut w 37°C. Do uzyskanej zawiesiny dodawano 8§ ml pozywki, a cato$¢
wirowano 3 minuty przy 1600 rpm w temperaturze pokojowej. Supernatant usuwano, a osad
zawieszano w 5 ml §wiezego medium. Ilo§¢ komodrek liczono przy uzyciu automatycznego
licznika komorek Luna IT (Logos Biosystems).

Komorki HepG2 wysiewano na ptytki wielodotkowe do hodowli komoérkowej w ilosci
podanej w tabeli (Tab. 11). Hodowl¢ prowadzono w pozywce EMEM uzupeinionej
suplementami w temperaturze 37°C w atmosferze 5% CO;. Po osiagnieciu przez komorki
konfluencji 85-95% pozywke usuwano, a komorki przytwierdzone do dna przemywano
buforem PBS i umieszczano w $wiezym medium. Tak przygotowane hodowle komorkowe

wykorzystywane byty do dalszych analiz.

Tab. 11. Ilos¢ komorek wysiewanych na plytki wielodotkowe.

Wielkos$¢ plytki Ilo$¢ komoérek Objetosé pozywki
96-dolkowa 1x10* 0,1 ml
24-dotkowa 1,25 x 10° 0,5ml
6-dolkowa 4x10° 2 ml
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6.16. Transfekcja komoérek

Komorki hodowano na plytce 6-dotkowej w pozywce z dodatkiem suplementéw. Przed
transfekcja zbierano pozywke, a komorki ptukano roztworem PBS. Nast¢pnie dodawano 1,5
ml pozywki bez suplementéw. Do transfekcji przygotowywano roztwory plazmidow w
stezeniu lpug z pozywka Opti-MEM w objetosci 250 pl. W osobnych probowkach
przygotowywano roztwor 6,5 ul Lipofektaminy 2000 z 243,5 ul Opti-MEM. Mieszaniny
inkubowano osobno w temperaturze pokojowej przez 5 minut, a nast¢pnie dodawano po 250
ul roztworu Lipofektaminy do kazdego z roztworow plazmidow i inkubowano razem w
temperaturze pokojowej prze kolejne 20 minut. 500 pl mieszaniny dodawano do komoérek. Do
dotkow kontrolnych dodawano 493,5 ul Opti-MEM z 6,5ul Lipofektaminy. Po transfekcji
komoérki hodowano 24 godziny w 37°C przy 5% stezeniu COx.

6.17. Reakcja odwrotnej transkrypcji (RT)

Reakcje odwrotnej transkrypcji prowadzono z wykorzystaniem zestawu odczynnikow
Transcriptor First Strand cDNA Synthesis Kit (Roche) zgodnie z opisem zatgczonym przez
producenta w objetosci 20 pl. Matryce stanowil calkowity RNA wyizolowany z linii
komoérkowych. Skiad mieszaniny reakcyjnej i poszczegdlne etapy reakcji przedstawiono w
tabeli (Tab. 12.). Produkty reakcji przechowywano w -20°C. Uzyskany w wyniku reakcji
odwrotnej transkrypcji komplementarny DNA (c DNA) wykorzystywano jako matryce w

taficuchowej reakcji polimeryzacji.

Tab. 12. Sklad mieszaniny reakcyjnej i warunki odwrotnej transkrypcji.

Etap Skladnik Tos¢ Warunki

Matryca (catkowity RNA) 0,5-1 pg | Inkubowano w  65°C

| Starter (random hexamer primer) 600 1 ul przez 10 minut, a
pmol/ul H nastepnie schtodzono na
Woda do 13 ul | lodzie
Bufor reakcyjny 5x 4 pl
Lr(l)r;}k/):f]or RNaz (Protector RNase Inhibitor 0.5 ul Inkubacja 10 minut w

. Deoxynucleotide Mix, 10 mM 2 ul 12nsm(1:n WasoﬂgStQP nie 60
Odwrotna transkryptaza (Transcriptor 0.5 ul
Reverse Transcriptase, 20U/l i

Denaturacja - - 5 min. 85°C
Przechowywanie - - -20°C
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6.18. Lancuchowa reakcja polimerazy (PCR)

Reakcje PCR przeprowadzano w objetosci 50 pl. Sklad mieszaniny 1 warunki
prowadzenia reakcji przedstawiono w tabelach (Tab. Tab.). W zaleznosci od dalszego
przeznaczenia produkty reakcji PCR poddawane byty:

» analizie elektroforetycznej w zelu agarozowym,
» oczyszczaniu przy uzyciu zestawu odczynnikow NucleoSpin Extract I
(Marchery&Nagel) zgodnie z procedurami podanymi przez producentow.

Ilos¢ uzyskanego DNA po oczyszczaniu oznaczano spektrofotometrycznie na podstawie
pomiaréw absorbancji przy dlugosci fali A260 nm przy zastosowaniu spektrofotometru
NanoDrop 2000 (Thermo Scientific).

Tab. 13. Sklad mieszaniny do reakcji PCR.

Skladnik Ilos¢
GoTagq G2 Master Mix, 2x 25 pul
Starter 1 (5 pM) 5ul
Starter 2 (5 pM) 5ul
Matryca cDNA 100-150 ng
Woda do 50 pl

Tab. 14. Warunki prowadzonych reakcji PCR.

Etap Temperatura Czas Ilo$¢ powtérzen
Denaturacja wstepna 95°C 3 min 1
Denaturacja 95°C 30s
Wiazanie starterow 60°C 30s 35-40
Synteza 72°C 45s
Synteza koncowa 72°C 5 min 1

6.19. Synteza cDNA do konstrukcji wektoréw ekspresyjnych

Podczas syntezy cDNA metoda PCR stosowano polimeraze GoTaq G2 (Promega) oraz
startery wprowadzajace na obu koncach sekwencje wymagane w dalszej procedurze
tworzenia konstruktow. Matryce¢ stanowity plazmidy TMV oraz BMV. Mieszaning¢ reakcyjng

przygotowywano zgodnie z opisem w tabeli.

6.20. Ligacja do wektora

Plazmid pcDNAS/FTR/TO i odpowiednie produkty PCR poddawano trawieniu
enzymami restrykcyjnymi BamHI i Xhol (ThermoFischer Scientific) (Tab. 15). Mieszaning
reakcyjng przygotowano zgodnie z opisem zawartym w tabeli. Catos¢ inkubowano prze 16 h

w 37°C a nastepnie 20 minut w 80°C w celu inaktywacji enzymoéw restrykcyjnych. Produkty

164



reakcji oczyszczano przy uzyciu zestawu odczynnikow NucleoSpin  Extract 11

(Marchery&Nagel) zgodnie z procedurami podanymi przez producentow.

Tab. 15. Sklad mieszaniny do trawienia DNA enzymami restrykcyjnymi.

Skladnik Ilos¢é
DNA 2-5 ug
Bufor G ThermoFischer Scientific Sul
Enzym BamHI (10U/pl) 2-5 ul
Enzym Xhol (10U/pl) 2-5 ul
Woda do 50 pl

W celu otrzymania wektoréw ekspresyjnych na bazie pcDNAS/FTR/TO prowadzono
reakcje ligacji wektora i cDNA w stosunku molowym 3:1 wedtug schematu zamieszczonego

w tabeli (Tab. 16). Reakcj¢ prowadzono w 16°C przez 16 godzin.

Tab. 16. Sklad mieszaniny ligacyjnej

Skladnik Ilos¢
Wektor pcDNA5/FRT/TO 60 ng
Insert 15 ng
Bufor do ligacji, 5x 2 ul
Ligaza DNA T4 10U/ul (Promega) 1 pl
Woda Do 10 pl

Po reakcji ligacji pobierano 3 ul mieszaniny reakcyjnej i transformowano nimi
komorki bakteryjne IM109 (rozdziat 2.5).

6.21. Analiza konstruktow plazmidowych

Obecnos¢ insertu w wektorze pcDNAS/FRT/TO wstepnie potwierdzano za pomoca
ciecia enzymami restrykcyjnymi BamHI i Xhol (ThermoFischer Scientific) w buforze G
(ThermoFischer Scientific) zgodnie z zaleceniami producenta. Produkty reakcji analizowano
metoda elektroforezy w 1,5% zelu agarozowym.

Wyselekcjonowane preparaty poddawane byly sekwencjonowaniu w Wydziatowe;j
Pracowni Technik Biologii Molekularnej, Wydzialu Biologii Uniwersytetu im. Adama

Mickiewicza w Poznaniu.

6.22. Lancuchowa reakcja polimerazy (PCR) w czasie rzeczywistym
W celu przeprowadzenia analizy ilo§ciowej mRNA wykonano reakcje ilosciowego PCR
w czasie rzeczywistym dla wybranych genow. Matryce stanowil cDNA uzyskany w wyniku

reakcji odwrotnej transkrypcji. Analize ilosciowg wzglegdem genow referencyjnych
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przeprowadzono metoda kwantyfikacji wzglednej (metoda AACt). Kazda probka cDNA
analizowana byla trzykrotnie w termocyklerze CFX Connect (Bio-Rad). Mieszaning
reakcyjng o objetosci 10 upl przygotowano z wykorzystaniem zestawu odczynnikéw
LightCycler® 480 SYBR Green I Master (Roche) (Tab. 17, Tab. 18) do reakcji wykorzystano
startery pozwalajace na amplifikacje cDNA o okreslonej dtugosci przy danej temperaturze
wigzania.

Krzywe standardowe uzyskano poprzez amplifikacje serii rozcienczen cDNA (x1, x2,
x4, x8, x16, x32). Jako$¢ uzyskanych produktéw PCR sprawdzono poprzez analize¢ krzywych

topnienia.

Tab. 17. Sklad mieszaniny do reakcji PCR w objetosci 10 ul

Skladnik Tlos¢
Master Mix 2x 5 ul
Starter 1 (5 pM) 1 ul
Starter 2 (5 pM) 1 ul
Matryca cDNA (mieszanina po reakcji RT) 1l
Woda do 10 pl

Tab. 18. Warunki prowadzenia reakcji gPCR

Etap Temperatura Czas Ilo$¢ powtorzen
Denaturacja wstepna 95°C 10 min 1
Denaturacja 95°C 15s
Wiazanie starterow 57-62°C 30s 40
Synteza 72°C 30s

95°C 1 min
Oznaczanie krzywej 50°C 30s 1
topnienia 55-95°C 0,1°C/s

95°C 30s

6.23. Test cytotoksycznosci MTT

Komoérki HepG2 hodowano na 96-dotkowych ptytkach do uzyskania konfluencji na
poziomie 85-90%, a nastgpnie poddawano dziataniu tetracykliny w roznych stezeniach. Po
uptywie 24h pozywke zbierano, a do poszczeg6lny dotkéw dodano po 100 pl roztworu MTT
(s6l tetrazolowa — 5 mg/ml) w pozywce EMEM. Ptytki inkubowano przez 90 minut w 37°C.
PO tym czasie zebrano pozywke i dodano 100 ul DMSO (ang. Dimetyl sulfoxide) na dotek, a
nastepnie wytrzasano przez 10 minut przy 230 rpm w celu rGwnomiernego rozpuszczenia si¢
Formazanu w DMSO. Ilos¢ zredukowanego do formazanu MTT mierzono
spektrofotometrycznie przy dlugosci fali A590 nm z wykorzystaniem czytnika mikroptytek
BioTek Synergy Microplate Reader.
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6.24. Test potencjalu blony mitochondrialnej JC-1

Komorki HepG2-Flp-In i Flp-In-293 hodowano na 96-dotkowych ptytkach do
osiagniecia konfluencji na poziomie 85-90%, a nastgpnie traktowano tetracykling w
stezeniach od 2,5-10 pg. Po 24h zebrano pozywke i dodano barwnik JC-1 w stezeniu
koncowym 2 uM. Plytki inkubowano przez 30 minut w 37°C. Po tym czasie zebrano
pozywke i dodano 100 pl PBS. Pomiaru fluorescencji dokonywano przy dlugosci fali A530
oraz A590. W komorkach apoptotycznych barwnik JC-1 pozostanie w formie monomerycznej
i bedzie emitowat zielong fluorescencje, z kolei w komorkach zywych dochodzi do agregacji

barwnika w mitochondriach co prowadzi do emisji czerwonej fluorescenciji.

6.25. Import struktur podobnych do tRNA do izolowanych mitochondriéw ludzkich
Mieszaning reakcyjng zawierajacg izolowane mitochondria, znakowane radioaktywnie
struktury podobne do tRNA, biatka HmIDPs oraz bufor IB inkubowano w 30°C przez 20
minut. Nastgpnie niezaimportowane RNA usuwano poprzez dodanie do mieszaniny
reakcyjnej nukleaz (10u/ml micrococal nuclease, 100ug/ml RNazy A oraz 25u/ml
phosphodiesterase) i inkubowano w 20°C przez 5 minut w obecnosci 1 mM CaCl.,.
Po inkubacji mieszaning rozcienczano 5-krotnie przy uzyciu buforu BB a nastgpnie wirowano
w 4°C przy 12000 rpm, supernatant usuwano a osad zawieszano w 100 pl buforu BB
i rozcienczano 10-krotnie w 10 mM roztworze HEPES pH 6,8. Po 10 minutowej inkubacji na
lodzie do mieszaniny dodawano 0,25 M sucrose i wirowano w 4°C przy 12000 rpm. Po
dwukrotny przeptukaniu osadu buforem BB mitochondria poddano lizie w roztworze 1%
SDS, 0,1 M octanu sodu oraz 0,05% pirowgglanu dietylu i inkubowano w 100°C przez
1 minute. RNA izolowano z wykorzystaniem metody Chomczynskiego, rozdzielano w 10%

zelu PAA 1 analizowano przy pomocy autoradiografii.

6.26. Sterylizacja i hodowla nasion Arabidopsis Thaliana.

Nasiona A. thaliana przed wysianiem na ptytki poddawano procesowi sterylizacji.
W tym celu niewielkg ilo$¢ nasion umieszczano w 2 ml proboéwkach, zalewano 1 ml roztworu
sterylizujacego (70% etanol z dodatkiem 4% Tween20) i inkubowano z wytrzasaniem przez
15 minut w temperaturze pokojowej. Po tym czasie supernantant usuwano, a nasiona 5 krotnie
przeplukiwano 100% etanolem, zostawiano pod komora laminarng do wyschnigcia i

wysiewano na ptytki z podtozem statym.
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6.27. Hodowla i indukcja nasion Arabidopsis Thaliana.

Ptytki z nasionami umieszczano na 2 dni w ciemni w 4°C w celu synchronizacji ich
kietkowania, a nastepnie przenoszono je do komor wzrostu na 2-4 tygodni. Po osiggnieciu
odpowiedniego stadium rozwoju miode rosliny poddawano dziataniu 10 um B-estradiolu.

Proby do analiz pobierano w odstepach 24 godzinnych.

6.28. Analiza Western Blot

Komorki przemywano buforem PBS poddawano trypsynizacji, a nast¢pnie wirowano 3
minuty przy 1600 rpm. Supernatant usuwano, a osad zawieszano w buforze 10 mM TRis-HCI
pH 7,5 i poddawano sonikacji w nastepujacych warunkach: 3 x 10 sekund z 1 minutowsa
przerwa przy amplitudzie 75% oraz wirowano 10 minut przy 13 tys. rpm w 4°C. Ilos¢ bialek
mierzono spektrofotometrycznie przy dlugosci fali 280 nm z wykorzystaniem
spektrofotometru NanoDrop 2000. Jako$¢ uzyskanego materialu oceniano elektroforetycznie.
Przed nalozeniem na zel kazda proba poddawana byla 10 minutowej denaturacji w 95°C.
Uzyskany catkowity ekstrakt biatkowy naktadano na zel poliakryloamidowy z SDS. Do
kazdej proby dodawano bufor obcigzajacy SBL w stosunku 1:1. Rozdzielone biatka
przenoszone byly na membrang PVDG w procesie elektrotransferu z wykorzystaniem
urzadzenia Western Unity (BioRad) w buforze Towbin. Membran¢ blokowano w roztworze
mleka w proszku w PBS z dodatkiem 0,05% Tween20 w 4°C przez 16 godzin, a nastgpnie
odmywano trzykrotnie tym samym buforem przez 10 minut przy 350 rpm w temperaturze
pokojowej. Membrang inkubowano z monoklonalnymi przeciwciatami pierwszorz¢gdowymi
specyficznymi wobec badanych biatek przez 2 godziny w temperaturze pokojowej przy
350 rpm. Po trzykrotnym przemyciu membran¢ inkubowano =z biotynylowanym
przeciwcialem drugorzedowym przez 2 godziny w temperaturze pokojowej przy 350 rpm,
przeplukiwano, a nastgpnie inkubowano z roztworem streptawidyny skoniugowanej z
alkaliczng fosfatazg przez 15 minut w temperaturze pokojowej przy 350 rpm. Po przemyciu
przylaczone przeciwciata uwidaczniano w wykorzystaniem ptynnego systemu BCIP/NBT
(Sigma), a uzykane prazki oceniano densytometrycznie przy wykorzystaniu programu

ImageQuant (Molecular Dynamics).
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6.29. Analiza statystyczna

Wyniki przedstawiaono, jako warto$¢ $rednig + odchylenia standardowego. Dla
wszystkich eksperymentéw zastosowano przynajmniej trzy powtérzenia biologiczne.
Istotno$¢ statystyczng uzyskanych wynikéw oceniano z wykorzystaniem programu GrapPad
Prism ver. 5.1. Réznice pomi¢dzy warto$ciami §rednimi testu, a proébami oceniano za pomoca
wariancji ANOVA rozszerzonej testami Tukeya lub Bonferroniego. Wyniki istotne
statystycznie opisano jako: * dla p<0,05; ** dla P<0,01; *** dla p<0,001; **** dla p<0,0001
brak istotnosci statystycznej dla p >0,05.
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