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Streszczenie
Streszczenie

Niniejsza rozprawa doktorska poswigcona jest katalitycznym czasteczkom DNA —
DNAzymom, ktére podobnie jak enzymy biatkowe, wykazujg wlasciwosci katalityczne w
szeregu reakcji biochemicznych. Jak dotychczas nie zidentyfikowano naturalnie
wystepujacych DNAzymow, a wszystkie dotychczas poznane otrzymano na drodze selekcji in
vitro. DNAzymy znalazty swoje zastosowanie W medycynie jako potencjalne terapeutyki, a
takze w biochemii i biotechnologii jako specyficzne narzedzia molekularne. Obecnie,
najwigkszy obszar ich wykorzystania stanowi analityka ilociowa i jako$ciowa. Ze wzgledu
na to, ze wickszos¢ DNAzyméw do swojej aktywnosci katalitycznej wymaga kofaktorow w
postaci jonéw metali dwuwarto$ciowych, z powodzeniem wykorzystuje si¢ je do konstrukcji

biosensoréw wykrywajacych jony metali.

Celem niniejszej pracy bylo otrzymanie DNAzymow aktywnych w obecnosci jonow
kadmu. Kadm jest zaliczany do glownych zanieczyszczen chemicznych $rodowiska. Jest
pierwiastkiem o duzej toksycznosci, nawet w bardzo matych stezeniach w organizmie. Ze
wzgledu na wysoka toksyczno$¢ stanowi on powazne zagrozenie dla zdrowia ludzi 1 zwierzat.
Do poszukiwania DNAzymow przecinajacych wigzanie fosfodiestrowe RNA w obecno$ci
jonéw kadmu zastosowana zostata metoda selekcji in vitro z wykorzystaniem biblioteki
kombinatorycznej oligonukleotydéw z 23-nukleotydowym regionem typu random.

Niespodziewanie, w wyniku pierwszej selekcji otrzymano DNAzymy aktywne w
niskim pH $rodowiska, z optimum dziatania przy pH 4,0-4,5. Eksperymenty selekcji in vitro
zwigzane s3 zawsze z ryzykiem, ze nie otrzymamy wariantow o pozadanych wilasciwosciach
lub otrzymamy warianty o szerszym spektrum aktywnos$ci niz przez nas zakladane. Jak
dotychczas, wigkszo§¢ doniesien literaturowych odnoszacych si¢ do katalitycznych
czasteczek DNA dotyczy wariantow, ktore do aktywnosci katalitycznej wymagaja kofaktoréw
w postaci jonéw metali dwuwarto$ciowych oraz fizjologicznego pH $rodowiska. Z uwagi na
interesujace wiasciwosci otrzymanych DNAzymow pH-zaleznych, przeprowadzono szereg
doswiadczen pozwalajacych na szczegotowa charakterystyke ich wlasciwos$ci katalitycznych.
Co ciekawe, otrzymane DNAzymy do aktywnosci katalitycznej nie wymagaja obecnosci
jonéw Cd?* ani innych jonow metali. Wyniki przeprowadzonych badan spektroskopowych
technikg CD i UV-vis sugeruja, ze w srodowisku o pH 4,0-4,5 dochodzi do protonacji grup
funkcyjnych nukleotydow tworzacych centum Katalityczne DNAzymoéw oraz zwinigcia

czgsteczek w odpowiednig strukture drugorzedowa, umozliwiajgca kataliz¢ reakcji cigcia. Jest
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wielce prawdopodobne, ze to zasady azotowe tancucha fosfo-cukrowego deoksyrybozymow
ulegajac protonacji, odgrywaja zarowno rol¢ strukturalng, jak i uczestnicza bezposrednio w
katalizie. W oparciu o wyniki mapowania struktur drugorzedowych DNAzymoéw pH-
zaleznych za pomoca nukleazy S1 i siarczanu dimetylu zidentyfikowano elementy
DNAzyméw o zasadniczym znaczeniu dla reakcji katalizy. Wykazano, iz dystalne fragmenty
z konca 5° 1 3’ czasteczek, nie wptywaja na ich wilasciwosci katalityczne. Zaprojektowno
rowniez  aktywne katalitycznie  warianty = pH-zalezne dzialajace w  uktadzie
dwuczasteczkowym (in trans).

W wyniku drugiego eksperymentu selekcji in vitro uzyskano DNAzymy aktywne w
obecnosei jonow Cd*, niemniej jednak otrzymane warianty wykazuja szersze spektrum
specyficznoséci i sg roOwniez aktywne wobec niektorych innych jonow metali. Najwyzsza
aktywno$¢ katalityczna wykazuja w obecnosci jonow Cd?*, a nizsza w obecnoscei jondw Co?*,
Mn®** i Zn®*. Sugeruje to, ze tworzenie kompleksu jon-DNAzym nie wymaga wysoce
specyficznego sposobu koordynacji jonu metalu. Na podstawie wynikow z chemicznego i
enzymatycznego mapowania struktury drugorzedowej jednego z wybranych DNAzymoéw
oraz poréwnania sekwencji wszystkich otrzymanych wariantow stwierdzono, iz naleza one do
DNAzymoéw typu 8-17. Do zachowania wysokiej aktywnos$ci katalitycznej otrzymane
DNAzymy wymagaja temperatury 25°C, co moze by¢ zwigzane z odpowiednim zwinigciem
czasteczek w Katalitycznie aktywna konformacj¢. Badania z wykorzystaniem ukierunkowanej
mutagenezy wykazaty, ze obecno$¢ zasady purynowej w pozycji 12 regionu katalitycznego
jest niezbedna dla zachowania aktywnosci katalitycznej. Natomiast sktad nukleotydowy
trzonu spinki obecnej w regionie katalitycznym wpltywa na poziom aktywnosci katalitycznej
otrzymanych DNAzymow oraz ich preferencje wobec jonow metali. Podjeto probe uzyskania
DNAzyméw Cd**-zaleznych dziatajacych w ukladzie dwuczasteczkowym (in trans), niemniej
jednak zaden sposrod 6 zaprojektowanych wariantow nie wykazywat aktywnosci

katalitycznej.
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Abstract

This dissertation is devoted to DNAzymes, catalytic DNA molecules, which —
similarly to protein-based enzymes — have the ability to catalyze many biochemical reactions.
So far, no DNAzymes have been found in nature. Those which are known by now have been
obtained using in vitro selection. DNAzymes are applied in medicine as potential therapeutics
as well as in biotechnology as specific molecular tools. Nowadays, they are most commonly
applied in qualitative and quantitative analysis. Since most DNAzymes require cofactors in
the form of divalent metal ions for their catalytic activity, they have been successfully used

for construction of biosensors which are capable of metal ions detection.

The aim of this thesis was to obtain DNAzymes which are catalytically active in the
presence of cadmium ions. Cadmium is considered to be one of the main chemical pollutants
in the environment. It is extremely toxic to living organisms, even at very low concentrations.
Due to its high toxicity cadmium poses a serious threat to the health of humans and animals.
Search for DNAzymes which are able to catalyze cleavage of the RNA phosphodiester bond
in the presence of Cd®* ions was performed by in vitro selection using the oligonucleotides
combinatorial library with a 23-nucleotide random region.

Unexpectedly, the first selection yielded DNAzymes active in a low pH environment
with the optimum activity at pH 4.0-4.5. In vitro selection experiments are always associated
with a risk of not obtaining variants with the expected characteristics or obtaining variants
with a broader spectrum of activity than we originally assumed. So far, a majority of literature
reports refer to variants of catalytic DNA molecules which require cofactors in the form of
divalent metal ions and a physiological pH environment. In view of the interesting features of
the selected pH-dependent DNAzymes, a series of experiments were performed to better
characterize their catalytic properties. Interestingly, the selected DNAzymes require neither
Cd* ions nor other metal ions for their activity. The results of spectroscopic studies using CD
and UV-vis spectroscopy suggest that in an environment of pH 4.0-4.5 there occur
protonation of functional groups of nucleotides involved in the forming of the DNAzymes
catalytic centre and the folding of molecules into an appropriate secondary structure. It is
highly probable that nitrogen bases of the sugar-phosphate backbone of deoxyribozymes
which undergo protonation do not only play a structural role but also directly participate in the
catalysis. Based on the results of the secondary structures probing of pH-dependent
DNAzymes by nuclease S1 and dimethyl sulfate, essential catalytic elements were defined.

17



Abstract

Additionally, it was shown that the 5'- and 3'-terminal regions of these molecules have no
effect on their catalytic properties. Catalytically active pH-dependent trans-acting variants
were also designed.

As a result of the second experiment of in vitro selection, DNAzymes active in the
presence Cd®* ions were obtained. However, the obtained variants showed broader specificity
and were active also with other metal ions. They exhibited the highest catalytic activity in the
presence of Cd?* ions and lower in the presence of Co**, Mn*" and Zn?*ions. This suggests
that forming of an ion—-DNAzyme complex does not require a highly specific coordination
mode of metal ions. Based on the results of the chemical and enzymatic mapping of the
secondary structure of one of the selected DNAzymes and a comparison of the sequence of all
the obtained variants, it was found that they belong to the 8-17 type DNAzymes. In order to
maintain high catalytic activity, the obtained DNAzymes required a temperature of 25°C,
which may be needed to ensure the proper folding of the molecules into a catalytically active
structure. Studies using directed mutagenesis have shown that the presence of a purine residue
in position 12 of the catalytic core is essential for the catalytic activity. On the other hand, the
nucleotide composition of the hairpin stem which is present in the catalytic region can affect
the catalytic activity level of the DNAzymes as well as their metal ions preferences. An
attempt was made at obtaining Cd®*-dependent trans-acting DNAzymes, however none of the

six engineered variants showed catalytic activity.
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1. Wprowadzenie i cel pracy

Jeszcze 35 lat temu uwazano, ze wszystkie reakcje w obrebie zywej komorki zachodza
wylacznie dzigki biokatalizatorom biatkowym. Przetomem byto odkrycie w drugiej potowie
lat 80. ubieglego wieku czasteczek RNA — rybozyméw, ktore moga petni¢ role
biokatalizatorow bez koniecznosci udziatu enzyméw biatkowych [1-2]. Natomiast w 1994
roku naukowcy Breaker i Joyce [3] otrzymali na drodze selekcji in vitro pierwszy
deoksyrybozym (DNAzym), udowadniajagc tym samym, ze czasteczki DNA réwniez moga
wykazywa¢ wlasciwosci Kkatalityczne. Jak dotychczas nie zidentyfikowano naturalnie
wystepujacych DNAzymow. Wszystkie poznane katalityczne czgsteczki DNA otrzymano na
drodze selekcji in vitro [4]. DNAzymy wykazuja aktywnos¢ katalityczng w wielu reakcjach
chemicznych, miedzy innymi uczestniczg w: cigciu RNA lub DNA [5-9], ligacji RNA i DNA
[10], fosforylacji DNA [11], metylacji porfiryn [12] czy tworzeniu wigzan wegiel-wegiel
[13]. Wigkszos¢ katalitycznych czgsteczek DNA do swojej aktywnosci wymaga obecnos$ci
kofaktorow w postaci jonow metali oraz fizjologicznego pH s$rodowiska [14]. Odkrycie
DNAzymow dato poczatek nadziejom na ich wykorzystanie w medycynie jako potencjalnych
terapeutykow [15-17], a takze w biotechnologii jako specyficznych narzedzi molekularnych
[18-19] czy nowoczesnych biosensorow [20]. DNAzymy sg czgs$ciej wykorzystywane do
konstrukcji biosensorow niz rybozymy, gdyz s3a one znacznie bardziej odporne na
niepozadang degradacj¢ nukleolityczng czy hydrolize zachodzaca pod wplywem dzialania
czynnikéw Srodowiskowych, ponadto mogg ulega¢ wielokrotnej denaturacji 1 renaturacji bez
utraty aktywnosci katalitycznej [21]. W szczeg6lno$ci, z sukcesem zastosowano dotychczas
DNAzymy do konstrukcji biosensoréw wykrywajacych jony niektérych metali, np. jony Pb*,
Cu?* czy UO,** [22].

Katalityczne kwasy nukleinowe — rybozymy oraz DNAzymy sa glownym obszarem
moich zainteresowan naukowych. Niniejszag prace doktorska wykonalam w Zakladzie
Biochemii RNA Instytutu Chemii Bioorganicznej PAN przy wspotpracy z Zespotem Chemii
Bionieorganicznej i Biomedycyny Wydziatu Chemii Uniwersytetu Wroctawskiego. Badania
prowadzitam w ramach projektu badawczego ,,Biotechnologie i zaawansowane technologie
medyczne” (nr projektu POIG 01.01.02-02-003/08), finansowanego ze srodkow UE w ramach
Programu Operacyjnego Innowacyjna Gospodarka. W Zaktadzie Biochemii RNA IChB PAN
od szeregu lat prowadzone sg badania strukturalno-funkcjonalne czasteczek RNA oraz

badania oddzialywan RNA z jonami metali dwuwartoSciowych oraz innymi ligandami
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niskoczgsteczkowymi, migdzy innymi z antybiotykami. Wcze$niej prowadzone w Zaktadzie
prace nad katalitycznymi kwasami nukleinowymi m. in. nad rybozymem HDYV, a takze
doswiadczenie w stosowaniu metody selekcji in vitro, umozliwito mi podjgcie si¢ w ramach
pracy doktorskiej otrzymania nowych wariantow katalitycznych kwasow nukleinowych o
pozadanych wiasciwosciach.

Przystepujac do realizacji niniejszej pracy postanowiatam otrzymaé DNAzymy
aktywne w obecnosci jonow Cd* i przeprowadzi¢ doktadang charakterystyke ich wlasciwosci
katalitycznych. Kadm jest zaliczany do gléwnych zanieczyszczen chemicznych $rodowiska.
Jest pierwiastkiem o duzej toksycznosci, nawet w bardzo matych stezeniach w organizmie. Ze
wzgledu na wysoka toksycznos$¢ stanowi on powazne zagrozenie dla zdrowia ludzi i zwierzat
[23]. W trakcie realizacji pracy, okazato si¢, ze w wyniku pierwszego eksperymentu selekcji
in vitro otrzymatam DNAzymy o nieoczekiwanych wlasciwosciach, mianowicie aktywne w
srodowisku o niskich wartosciach pH. W wyniku drugiej selekcji uzyskatam natomiast
DNAzymy aktywne w obecnos$ci jonéw Cd**. Przeprowadzona, szczegdtowa charakterystyka
wlasciwosci biochemicznych oraz struktury i1 funkcjonalno$ci wybranych wariantow z
obydwu grup, metalozaleznych oraz pH-zaleznych, moze postuzy¢ w przysztosci ich
praktycznemu zastosowaniu jako modutdw sekwencyjnych w konstrukcji nowoczesnych

biosensorow.

Zatozony cel pracy realizowatam w nastepujacych etapach:

1.  Zaplanowanie syntezy biblioteki kombinatorycznej DNAzymow 2z regionem typu
random o dhugosci 23 nukleotydow, co odpowiada 0,7 X 10" réznych wariantow

sekwencyjnych czasteczek DNA.

2. Przeprowadzenie dwoch eksperymentow selekcji in vitro DNAzymow, w wyniku
ktorych otrzymano dwie wzbogacone biblioteki wariantow aktywnych w niskim pH

srodowiska oraz aktywnych w obecno$ci jonow Ccd*,
3. Zbadanie aktywnosci katalitycznej kilkunastu DNAzyméw z obydwoch eksperymentow

selekcji w réznych warunkach pH oraz w obecnosei jonow Cd** i niektorych innych

jonéw metali dwuwartosciowych.
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Okreslenie struktury drugorzedowj wybranych DNAzyméw z  wykorzystaniem
mapowania nukleazg S1 i siarczanem dimetylu oraz programu komputerowego do

przewidywania struktur drugorzedowych RNAstructure 5.6.

Proba odpowiedzi na pytanie jak dalece mozna ,,upraszczac” czgsteczki otrzymanych
DNAzymoéw, zachowujagc badz poprawiajac  ich  wlasciwosci  katalityczne.
Skonstruowanie, na podstawie przewidzianej struktury drugorzgdowej DNAzymow, ich
skroconych wariantéw poprzez usunigcie fragmentdw sekwencji z koncow 5’ 1 3 oraz

okreslenie ich aktywnosci katalitycznej.

Scharakteryzowanie przebiegu Kkinetycznego reakcji przecinania si¢ wybranych
DNAzymow poprzez wyznaczenie statych szybkosci reakcji katalitycznego cigcia (Kobs)

w réznych warunkach temperaturowych.

Przeprowadzenie badan spektroskopowych z wykorzystaniem techniki CD oraz UV-vis
w celu monitorowania potencjalnych zmian konformacyjnych otrzymanych
DNAzymo6w, zachodzacych w obecnosci wybranych jonow metali dwuwartosciowych

oraz pod wptywem zmian pH $rodowiska.

Przygotowanie wariantow DNAzymow 2z mutacjami punktowymi w regionie
katalitycznym, w celu zidentyfikowania elementow sekwencji wybranych DNAzymow
0 zasadniczym znaczeniu dla reakcji katalizy. Wyznaczenie ich aktywno$ci w obecnos$ci

jonéw Cd** oraz wybranych innych jonéw metali przejsciowych.

Otrzymanie wariantow DNAzymow dziatajacych w uktadzie dwuczasteczkowym (in
trans), waznych z punktu widzenia zastosowan praktycznych 1 zbadanie ich

wlasciwosci katalitycznych.
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2. Wstep literaturowy

2.1. Czasteczki kwasu deoksyrybonukleinowego jako syntetyczne enzymy

Odkrycie czgsteczek kwasow nukleinowych (DNA 1 RNA), ktére oprocz przenoszenia
informacji genetycznej, moga podobnie jak enzymy biatkowe bra¢ udzial w reakcjach
biochemicznych jako katalizatory, otworzylo drzwi do nowego paradygmatu w chemii i
biologii kwasow nukleinowych.

Czasteczki RNA posiadajace wlasciwos$ci katalityczne zostaly odkryte w latach 80.
ubieglego wieku przez Cech’a i Altman’a [1-2]. Prowadzac badania nad procesem splicingu,
majagce na celu wykrycie enzymu katalizujacego wycinanie introndow RNA u
jednokomorkowego eukarionta Tetrahymena thermophila Thomas Cech wykazat, ze proces
ten zachodzi bez udzialu biatek. Stanowilo t0 dowdd na to, ze czasteczki RNA w
specyficznych sytuacjach moga wykazywa¢ wlasciwosci enzymantyczne [1]. Podobne
wnioski wysnut Sidney Altman podczas prowadzonych rownolegle badan nad dojrzewaniem
czasteczek tRNA przy udziale RNazy P [2]. Czasteczki kwasu rybonukleinowego o
zdefiniowanej sekwencji i strukturze trzeciorzgdowej zdolne do katalizowania okreslonych
przemian chemicznych i biochemicznych okre$lono mianem rybozyméow. W kolejnych latach,
biorgc pod uwagg Szerokie spektrum reakcji katalizowanych przez RNA zaczgto zadawac
sobie pytanie, czy czasteczki DNA ro6znigce si¢ od czasteczek RNA brakiem grupy 2’-
hydroksylowej przy reszcie rybozy, moga wykazywaé¢ podobne wlasciwosci enzymatyczne.
Wystepujace w komorkach zywych organizméw, czasteczki DNA skladajg si¢ z dwoch
antyrownolegtych nici tworzacych strukture dwuniciowej helisy. Posta¢ podwojnej helisy,
jaka przyymuje czasteczka kwasu deoksyrybonukleinowego jest wysoce stabilng struktura,
niezwykle istotng dla fundamentalnej funkcji jaka czasteczka ta pelni w komorce, czyli
przechowywania i przenoszenia informacji genetycznej [24]. Jednak, czy helikalny dupleks
DNA trwaty termodynamicznie i relatywnie stabilny w komoérce jest dobrym materiatem
biologicznym mogacym petni¢ funkcje biokatalizatora? Centra katalityczne enzymow muszg
by¢ ,.elastyczne”, aby odpowiednio zwigzac¢ czgsteczke substratu, a tym samym zmniejszy¢
energe aktywacji reakcji [25]. Katalityczne czasteczki RNA — rybozymy, zaréowno te
wystepujgce W naturze [26-27] jak i otrzymane w laboratoriach [28-31], sa jednoniciowymi
czasteczkami RNA. Czasteczki RNA czy DNA w postaci jednoniciowej mogg posiada¢ w
swojej strukturze rézne motywy strukturalne np. motyw spinki do wlosow, wewnetrzne

wybrzuszenie jedno- badz dwustronne czy pseudowezly [32], ktore przyczyniaja si¢ do
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tworzenia przez te czagsteczki bardziej ztozonych struktur trzeciorz¢dowych decydujacych o
ich wilasciwosciach katalitycznych. Co wiecej, takze inne, interesujgce czasteczki RNA, a
takze DNA — aptamery — to tez jednoniciowe oligonukleotydy, wykazujace wysokie
powinowactwo 1 specyficzno$¢ wigzania do $ci§le okreslonych biomolekul lub czasteczek
nieorganicznych [33—- 35].

Wszelkie watpliwosci dotyczace mozliwosci wykazywania przez czasteczki kwasu
deoksyrybonukleinowego wiasciwosci katalitycznych zostaly rozwiane w 1994 roku, kiedy to
Breaker i Joyce [3] przy zastosowaniu metody selekcji in vitro, otrzymali pierwsza
jednoniciowg czasteczk¢ DNA o takich wlasciwo$ciach, okreslong mianem deoksyrybozymu

— DNAzymu.

SUBSTRAT

. [ 4
3 GGTAGAGAACGrATATCACT 5
RENRRN NEREERR
5° ACACATCTCT TATAGTGACGCTA 3°

Rysunek 1. DNAzym Pb*-zalezny dzialajacy w ukladzie dwuczasteczkowym. Strzatka wskazuje
miejsce katalitycznego cigcia, rA oznacza rybonukleotyd adeniny (na podstawie [3]).

Otrzymany 38-nukleotydowy DNAzym byl zdolny do katalizowania reakcji cigcia
pojedynczego wiazania rybonukleotydowego w obecnosci jonoéw Pb?*. Centrum katalityczne
DNAzymu stanowi 15-nukleotydowy fragment nie posiadajacy wyodrebnionych motywow
strukturalnych, ograniczony z obydwu koncoéw sekwencja odpowiadajaca za rozpoznanie nici
substratu (Rys. 1).

2.2. Generowanie katalitycznych czasteczek DNA — metoda selekgji in vitro

Po odkryciu przez Breaker’a 1 Joyce’a deoksyrybozymu katalizujacego reakcje cigcia
wiazania fosfodiestrowego RNA w obecnosci jondw Pb?*, wiele innych grup badawczych
otrzymato szereg DNAzymow katalizujacych roznorodne reakcje chemiczne [36]. Wszystkie
otrzymane deoksyrybozymy uzyskano, wykorzystujac do tego celu metode selekcji in vitro
(SELEX — ang. Systematic Evolution of Ligands by Exponential Enrichment). Jak dotychczas,

nie odkryto naturalnie wystepujagcych DNAzymow, w przeciwienstwie do rybozymow, ktore
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wystepujg zarowno w naturze np. rybozym HDV [37-39], hammerhead [40] czy hairpin [41],
jak i ktore zostalty wyselekcjonowane z syntetycznej puli oligonukleotydow np. rybozymy
ulegajace reakcji autoacylacji [42] czy tez rybozymy biorace udzial w metylacji porfiryn [43].

Metoda selekcji in vitro jest strategia badawcza, bedaca przykltadem zastosowan
chemii  kombinatorycznej [44-45]. Metode opracowano w drugiej potowie lat
osiemdziesigtych [33, 46-47] i z powodzeniem wykorzystano do badan czgsteczek kwasow
nukleinowych, np. DNAzymow [3-7], wariantow rybozymoéow [48], aptazymoéw [49],
aptamerow DNA [50-51] oraz aptamerow RNA [52].

Metoda selekcji in vitro polega na odseparowaniu sposrod licznej puli czasteczek
biblioteki kombinatorycznej takich wariantow, ktore posiadaja pozadane wlasciwosci
biochemiczne, w sposob analogiczny do naturalnych mechanizméw ewolucyjnych (Rys. 2)

[44, 53].

SYNTEZA BIBLIOTEKI KOMBINATORYCZNE)

jm\\ N

AMPLIFIKACIA

PCR

elektroforeza
zelowa
lub
chromatografia
powinowactwa

CZASTECZKI AKTYWNE

T

CZASTECZKI
NIEAKTYWNE

Rysunek 2. Pogladowy schemat przedstawiajacy zastosowanie procesu selekcji in vitro do
poszukiwania deoksyrybozymow z biblioteki jednoniciowych czasteczek DNA (na podstawie [25]).

2.2.1. Oligonukleotydowe biblioteki kombinatoryczne

Poczatkowy, a zarazem kluczowy etap procesu selekcji in vitro, polega na
skonstruowaniu na drodze syntezy chemicznej odpowiednio licznej biblioteki
kombinatorycznej, w ktérej obecne s3 warianty o pozadanych wilasciwosciach. O liczbie
wariantow tworzacych dang biblioteke decyduje liczba nukleotydéw tworzacych region 0

sekwencji zdegenerowanej, ktory okreslany jest takze jako tzw. region random. Region
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random jest to fragment sekwencji, w ktorym w kazdej pozycji tancucha
oligonukleotydowego obecne sg wszystkie cztery mozliwe nukleotydy, np. jezeli region ten
liczy 25 pozycji to ilo$é wariantdw tworzacych biblioteke wyj$ciowa bedzie odpowiadata 4" =
4% = 10" czasteczek [54]. Zréznicowanie sekwencji oligonukleotydéw tworzacych biblioteke
obejmuje jedynie wspomniany region zdegenerowany, natomiast sekwencje terminalne na
koncu 5’ 1 3° czasteczek, sg stale 1 s3 miejscem przytgczania starteréw podczas etapu
powielania — amplifikacji wariantow.

Liczebnos¢ bibliotek stosowanych w chemii kombinatorycznej oraz ich zréznicowanie
ograniczone jest istotnym warunkiem — poszczeg6lne elementy biblioteki musza by¢ mozliwe
do zidentyfikowania. Biblioteki biopolimerow takich jak oligopeptydy czy oligonukleotydy w
najlepszym stopniu spelniaja ten warunek, a techniki biologii molekularnej pozwalaja
generowa¢ bardzo liczne biblioteki. Biblioteki kombinatoryczne oligonukleotydow

charakteryzuja si¢ najwigksza liczebnoscig (Tab. 1).

Tabela 1. Biblioteki kombinatoryczne (na podstawie [53]).

PRAKTYCZNIE
Y BIBLOTEKI SYSTEM OSIAGALNA LICZEBNOSC
kwasv nukleinowe biblioteki RNA kwasy nukleinowe
g biblioteki DNA

bibliotekifagowe -bakteriofagM13 1x10°

aminokwasy syntetyczne peptydy 1x103-10°
bakteriofag y 1x107

inne zwiazki chemiczne biblioteki syntetyczne 1 x10%-10°
3 biblioteki kodowane 1x10*

Otrzymywanie bibliotek oligomeréw DNA jest relatywnie proste dzigki technice
syntezy automatycznej, a zastosowanie metody transkrypcji in vitro z wykorzystaniem
polimeraz fagowych umozliwia utworzenie tak samo licznej biblioteki oligomerow RNA.
Liczba czasteczek w bibliotece jest zatem ograniczona jedynie ze wzgledu na ilo$¢ fizycznie
dostepnego materialu  oligonukleotydowego [44]. Region random w bibliotekach
oligonukleotydowych zazwyczaj liczy od 20 do 220 nukleotydow [55]. W praktyce mozna
otrzymac biblioteke ztozong z 10" czasteczek, co odpowiada wszystkim mozliwym
wariantom oligomeru z regionem random o dtugosci 25 nukleotydow [36, 56].

Praktycznie osiggalna liczebno$¢ w przypadku bibliotek oligopeptydowych wynosi od
10° do 10° dla syntetycznych oligopeptydow i 10° dla biblioteki kodowanej przez syntetyczny

DNA, wprowadzony do genomu faga witdkienkowatego (jednoniciowe DNA wirusow np.

25



Wstep literaturowy

faga M13 czy fd). Biblioteki niskoczgsteczkowych zwiazkéw chemicznych i syntetycznych

polimerdw sa najmniej liczne i zawieraja 10*-10° elementow [53].

Istnieja trzy podstawowe strategie pozwalajace na konstrukcj¢ bibliotek
kombinatorycznych oligonukleotydow DNA wyprowadzanych do etapu wlasciwej selekcji in
vitro [56]. W celu otrzymania wariantow katalizujgcych reakcje cigcia RNA, nalezy
wprowadzi¢ miejsce potencjalnego cigcia w odpowiedniej pozycji we wszystkich
oligonukleotydach DNA tworzacych wyjsciowa pule czasteczek. Zwykle w reakcji PCR przy
uzyciu odpowiedniego startera wigczane sg rybonukleotydy [57-58], ewentualnie wprowadza
si¢ rybonukleotydy takze za pomocg enzymatycznej ligacji [59-61].

Pierwsza strategia konstrukcji biblioteki kombinatorycznej (Rys. 3A) zostata
zaproponowana przez Breaker’a i Joyce’a podczas selekcji DNAzymu, ktory wykazywat
aktywnos¢ katalityczng w obecnosei jondw Pb?* [3]. W podejsciu tym, oligonukleotydowy
substrat reakcji ciecia stanowi jednoniciowy DNA z wprowadzonym pojedynczym
rybonukleotydem adeniny (rA). Rybonukleotyd adeniny stanowi miejsce katalitycznego

ciecia.

B C e (XXXXXX)

— A

rA

REGION RANDOM REGION RANDOM

REGION RANDOM

Rysunek 3. Podstawowe strategie konstrukcji biblioteki kombinatorycznej deoksyrybozymoéow
zastosowane podczas procesow selekcji in vitro. Miejsce katalitycznego cigcia oznaczono jako rA,
czyli pojedynczy rybonukleotyd adeniny lub r(XXXXXX) czyli 12-nukleotydowy fragment RNA (na
podstawie [56]).

Druga strategia konstrukcji biblioteki kombinatorycznej (Rys. 3B) zostata
zaproponowana przez Breaker’a i Joyce’a podczas selekcji DNAzymu E2 aktywnego w
obecnoéci jondow Mg?* [5]. Region sekwencji zdegenerowanej zlokalizowany byt w
przewidywanej strukturze drugorzedowej wariantow DNAzymow naprzeciw pojedynczego
wigzania fosfodiestrowego typu rybo (rA), bedacego miejscem Kkatalitycznego cigcia 1 z
obydwu stron ograniczony byt segmentami dwuniciowymi DNA.

Trzeci model konstrukcji  biblioteki kombinatorycznej (Rys. 3C) zostal
zaproponowany przez Santoro i Joyce’a podczas selekcji wariantow aktywnych w obecnosci

jonéw Mg®*, w wyniku ktérej otrzymano DNAzymy 8-17 i 10-23 [6]. W tym przypadku nie
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jest dokladnie przewidziane polozenie regionu sekwencji zdegenerowanej wobec
potencjalnego miejsca katalitycznego cigcia, tak jak miato to miejsce w przypadku DNAzymu
Mg®*-zaleznego E2 [5]. Substrat reakcji ciecia stanowi jednoniciowy odcinek DNA z
wprowadzonym 12-nukleotydowym regionem typu RNA oznaczonym na rysunku 3C jako
r(XXXXXX). Miejscem katalitycznego cigcia jest dowolna pozycja w obrebie sekwencji
RNA.

2.2.2. Selekcja i amplifikacja z wykorzystaniem bibliotek oligonukleotydowych

Eksperymenty selekcji in vitro z wykorzystaniem kombinatorycznych bibliotek
oligonukleotydowych mozna podzieli¢c na dwie podstawowe grupy. Do pierwszej grupy
mozna zaliczy¢ eksperymenty majace na celu otrzymanie aptamerdw, czyli jednoniciowych
oligonukleotydow RNA lub DNA, ktore wykazuja wysokie powinowactwo i specyficznos¢
wigzania do $cisle okreslonych biomolekut lub czasteczek nieorganiczych [22]. Druga grupa
eksperymentéw obejmuje generowanie katalitycznych czasteczek RNA — rybozyméw oraz
katalitycznych czasteczek DNA — deoksyrybozymow.

Podczas selekcji DNAzymow katalizujacych reakcje cigcia RNA w obecnosci jonow
metali, otrzymana biblioteka kombinatoryczna wprowadzona zostaje, jako wyj$ciowa pula
czasteczek DNA do pierwszego cyklu selekcji in vitro (Rys. 2) [62]. Pula czasteczek
poddawana jest inkubacji w $cisle okreslonych warunkach buforowych, przy zdefiniowanym
stezeniu wybranych jonow metali jedno- i dwuwartosciowych, jak rowniez przy okreslonej
temperaturze i czasie trwania reakcji katalitycznego ciecia [54]. Kluczowym etapem podczas
procedury selekcji jest etap oddzielenia wariantow aktywnych od wariantow, ktore takiej
aktywno$ci nie wykazujg. Separacja oligonukleotydéw aktywnych katalitycznie od
nicaktywnych moze by¢ dokonana za pomoca elektroforezy w denaturujgcym zelu
poliakryloamidowym, filtracji membranowej, chromatografii  powinowactwa czy
elektroforezy kapilarnej [63]. W wigkszosci prac eksperymentalnych dotyczacych selekcji
DNAzymoéw metalozaleznych powszechnie wykorzystywang metoda separacji jest
chromatografia powinowactwa z udziatem kompleksu streptawidyna—biotyna (Rys. 4A) [5-7,
64]. Oddzielenie aktywnych oligonukleotydéw od nieaktywnych przez rozdziat produktow
reakcji katalitycznego cigcia w denaturujagcym zelu poliakryloamidowym, wykorzystane
podczas selekcji DNAzymow aktywnych w obecnosei jonow UO3" [58, 65] wydaje sie by¢

metodg znacznie doktadniejszg. Po reakcji przecigcia warianty aktywne sa krotsze od
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nieprzecietych wariantoéw nieaktywnych, w zwigzku z tym znacznie szybciej migruja w zelu

poliakryloamidowym (Rys. 4B).
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Rysunek 4. Schemat procesu selekcji in vitro deoksyrybozyméw. Separacja czasteczek aktywnych
katalitycznie za pomocg A) chromatografii powinowactwa (kompleks streptawidydyna—biotyna) B)
rozdzialu w denaturujacym zelu poliakryloamidowym. Miejsce Katalitycznego cigcia — pojedynczy
rybonukleotyd oznaczono jako rA, Me?* — jon metalu (na podstawie [58, 66]).

Wyselekcjonowane czasteczki o oczekiwanych wlasciwos$ciach sa powielane w reakcji
PCR 1 wzbogacona, nowa biblioteka kombinatoryczna jest nastgpnie wprowadzana do
kolejnego cyklu selekcji. Przy czym, do kolejnej rundy selekcji wprowadzana powinna by¢
pula jednoniciowych czasteczek DNA. W zwigzku z powyzszym, w trakcie amplifikacji
produktow katalitycznego cigcia przeprowadzanej za pomoca reakcji PCR wykorzystuje si¢

zmodyfikowany starter oligonukleotydowy posiadajacy wewnetrzny tacznik w postaci glikolu
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polietylenowego, ktory zatrzymuje polimerazg. Jednocze$nie, obie nici ze wzgledu na roznice
w dhugosci wykazuja zroznicowang szybkos$¢ migracji w zelu (Rys. 4B; czerwony znak stop
oznacza tacznik glikolowy) [58].

Eksperyment selekcji in vitro jest zwykle prowadzony przez 5-15 cykli do momentu,
w ktoérym stopien przecigeia puli wariantéw jest na tyle wysoki, ze pozwala na klonowanie i
dalszg szczegotowa charakterystyke poszczegolnych wariantow. Cykliczne powtarzanie
selekcji przez kilka czy kilkanascie rund jest konieczne do wzbogacenia wyj$ciowej puli
czasteczek w aktywne warianty. W trakcie prowadzenia selekcji nalezy zaostrza¢ warunki
reakcji, aby ,,wygraly”/, przetrwaly” najbardziej efektywnie dziatajagce DNAzymy.
Powszechnymi sposobami zwigkszania tzw. ,,ci$nienia selekcji” jest skracanie czasu inkubacji
oraz obnizanie stezenia wprowadzanego jonu metalu, co wptywa na wzrost specyficznosci i
aktywno$ci otrzymanych wariantow [36, 54]. Eksperyment selekcji zwykle konczy sie
wowczas, gdy przez kilka kolejnych rund nie oberwuje si¢ dalszego wzrostu aktywnosci

biblioteki, czyli kiedy osiagniety zostat stan plateau [66].

2.3. Deoksyrybozymy — katalizatory wielu reakcji chemicznych

Czasteczki kwasu deoksyrybonukleinowego mogg wykazywac aktywno$¢ katalityczng
w wielu reakcjach chemicznych (Tab. 2). Podobnie jak katalityczne czasteczki RNA,
DNAzymy uczestnicza migdzy innymi w reakcjach, w ktorych oligonukleotydowy substrat
ulega katalitycznemu cigciu [5-9] badz ligacji [10], a takze reakcjom, w wyniku ktorych
dochodzi do modyfikacji w obrebie konca 5° substratu — fosforylacji [11], czy w obrebie jego
konca 3’ — adenylacji [67]. Katalizowane sg takze reakcje modyfikacji zasad azotowych
substratu — deglikozylacja/depurynacja, w nastepstwie ktorych dochodzi do rozerwania
wigzan C-N [68-69]. Wyselekcjonowne zostaly takze deoksyrybozymy, dla ktérych
substratem nie jest oligonukleotyd DNA czy RNA, ale zwigzki niskoczasteczkowe np.
porfiryny [12].

Wigkszos¢ deoksyrybozymow otrzymanych z licznych oligonukleotydowych bibliotek
kombinatorycznych do swojej aktywnos$ci katalitycznej wymaga obecno$ci kofaktorow,
gléwnie w postaci jonéw metali dwuwartosciowych (Tab. 2) [36].

Katalityczne  czasteczki DNA  posiadaja  wiele  potencjalnych  miejsc
wigzania/koordynacji dla dodatnio natadowanych jonéw metali. Biorac pod uwage fakt, ze
DNA ma ujemnie natadowany tancuch fosfo-cukrowy, jak roéwniez ujemny czastkowy

fadunek przy atomach N i1 O zasad azotowych, jony metali dwuwartosciowych moga bra¢
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udzial w zwijaniu czasteczek deoksyrybozymow 1 przyjeciu przez nie struktur wyzszego
rzgdu [25]. Naturalnie wystepujace katalityczne czasteczki RNA roéwniez wymagaja
obecno$ci jonow metali do zachowania aktywnos$ci katalitycznej. Wyniki poczatkowych
badan dotyczacych rybozymow sugerowaty, ze sg one bezwarunkowymi metaloenzymami,
ktére wymagaja obecnosci jonow metali dwuwarto§ciowych badz trdjwartosciowych do

katalizy [70-71].

Tabela 2. Rozne typy reakcji chemicznych katalizowanych przez deoksyrybozymy (na podstawie

[36]).

REGION

REAKCJA CHEMICZNA WII:ZY:NIA RAI[\IH[:]OM M:E?:LU
ciecie RNA O-P 50 PbZ*
ciecie RNA O-P 50 Mg?*
ciecie RNA O—-P 40 -
ligacja RNA (3'-5') o-p 40 Mg+
ligacja RNA (3’-5") o-P 40 Zn%
ligacja RNA (tworzenie miejsca rozgatezionego) o-pP 40 MnZ+
ligacja RNA (tworzenie miejsca rozgatezionego) O-P 40 Mg2+
ligacja RNA (tworzenie struktury typu ,lassa”) 0O-P 40 Mn2+
fosforylacja DNA 0O-P 70 Mn?2*
adenylacja DNA 0O-P 70 Mg2*i Cu?*
ligacja DNA o-P 116 Zn?* lub Cu?*
ligacja DNA O-P 150 MnZ+
tworzenie wigzan nukleopeptydowych o-P 40 Mg2* lub Mn2*
oksydatywne ciecie DNA c-0 50 Cu?*
depurynacja DNA C-N 85 Ca?
depurynacja DNA 10O, -zalezna C-N 70 -
reakcja Dielsa-Aldera Cc—C 36 Ca?
fotociecie dimerdow tyminy c—C 40 -
metylacja porfiryn Cu—-N 228 Zn?* lub Cu?*

Z uptywem czasu 1 w wyniku dalszych doswiadczen okazato si¢, ze istniejg rybozymy, ktore
wykazuja  aktywnos$¢  katalityczng  przy  wysokich  stezeniach  jonéw  metali
jednowartosciowych np. w obecnoéci 4 M Li* [72-73]. Podobnie zachowuja si¢
deoksyrybozymy. Po otrzymaniu DNAzymu katalizujacego reakcj¢ ciecia RNA w obecnos$ci
jonoéw Pb** [3], wiele grup badawczych pracowato nad selekcja kolejnych deoksyrybozymow
o okreslonej specyficznosci wzgledem jonow metali. Gryer i Sen [74] zidentyfikowali

DNAzym Na8 przecinajagcy RNA w obecnosci jednowarto$ciowych jonéw Na', niezaleznie

30



Wstep literaturowy

od obecnosci jonow metali dwuwartoSciowych. Co ciekawe, Roth i Breaker [75] otrzymali
DNAzym HD?2, ktory katalizowal reakcje ciecia RNA w obecno$ci histydyny, natomiast
DNAzym 10FN10 do przeprowadzenia reakcji depurynacji przy terminalnym nukleotydzie z

konca 5” wymagatl obecnosci 40 mM nadjodanu sodu [69].

2.3.1. DNAzymy katalizujace reakcje ciecia RNA

DNAzymy hydrolizujace wigzanie fosfodiestrowe RNA s3a najszerzej zbadang, a
zarazem najliczniejszg grupa Katalitycznych czasteczek DNA. Na rysunku 5 przedstawione
zostaly podstawowe warianty sekwencyjne wybranych DNAzymow przecinajacych wigzanie
fosfodiestrowe RNA w obecnos$ci jonow metali badz zwigzkoéw niskoczasteczkowych. Po
odkryciu pierwszego deoksyrybozymu dzialajacego w obecnosci jonéw Pb?*, w wyniku
kolejnych eksperymentéw selekcji  in  vitro otrzymano nowe deoksyrybozymy o
interesujgcych wlasciwosciach.

Breaker i Joyce [5] po szesciu rundach selekcji z biblioteki oligomeréw DNA
zawierajacych 40-nukleotydowy region random, otrzymali DNAzym E2 zdolny do
przecinania substratu z pojedynczym rybonukleotydem w obecnosci jondw Mg®*
(wykorzystano strategi¢ przedstawiong na rys. 3B). Stata szybko$ci katalizowanej reakcji
(Kobs) byta na poziomie 0,002 min™ w obecnosci 1 mM stezenia jonow Mg2+, przy czym po
dodatkowej randomizacji czesci regionu katalitycznego i przeprowadzonym przez siedem
kolejnych cykli procesie reselekcji, warto$é kops wzrosta do 0,01 min™.

Z kolei, Faulhammer i Famulok [76] zidentyfikowali Ca**-zalezny deoksyrybozym
Mg5, pomimo ze jony Ca®* nie byly obecne podczas procesu selekcji. Pule warianow z 74-
nukleotydowym regionem random inkubowano w obecnosci 50 mM histydyny i 0,5 mM
jonow Mg2+. Substrat zawieral pojedyncze wigzanie fosfodiestrowe typu rybo, bedace
miejscem cigcia (wykorzystano strategi¢ przedstawiona na rys. 3A). W obecnosci jonow Ca®*
efektywnos¢ reakcji byta o jeden rzad wielko$ci wyzsza od efektywnosci reakceji prowadzone;j
w obecnosci jonoéw Mg”'.

Dwa lata po ,,niepowodzeniu” Faulhammer’a i Famulok’a [76] DNAzym zalezny od
obecnosci aminokwasu — L-histydyny zostal otrzymany przez Roth’a i Breaker’a [75].
Wariant HD2 byt pierwszym deoksyrybozymem, ktory katalizowat reakcj¢ cigcia RNA bez
udziatu jono6w metali. Podczas 11 cykli selekcji biblioteke DNAzymow inkubowano nie tylko
w obecnosci histydyny, ale takze EDTA, aby mie¢ pewnos¢, ze w srodowisku reakcji nie ma

jonow metali dwuwarto$ciowych.
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Rysunek 5. Struktury drugorzedowe wybranych deoksyrybozymoéw dziatajacych w ukladzie
dwuczasteczkowym (in trans) przecinajacych wigzanie fosfodiestrowe RNA w obecnosci jonow
metali badZz zwiazkéw niskoczasteczkowych. Linie o zwigkszonej grubosci i male litery oznaczaja
RNA, natomiast cienkie linie i duze litery oznaczaja DNA. Strzatka okresla miejsce katalitycznego
ciecia, a regiony katalityczne oznaczono na zielono (na podstawie [56]).

Biorac pod uwage istotna role jonow metali dwuwarto$ciowych — Mg, Ca®* czy Pb**
w reakcjach katalizowanych przez czasteczki DNA, Geyer i Sen [74] skupili si¢ na
otrzymaniu DNAzymu dzialajacego niezaleznie od jonow  niektérych  metali
dwuwarto$ciowych. Po 12 cyklach selecji otrzymali DNAzym Na8 dzialajacy w obecnosci
jonow Na'. Wprowadzenie do buforu zawierajacego 0,5 M NaCl dodatkowo jonow
niektorych metali dwuwartosciowych, takich jak: Mg®*, Ca®* i Zn** nie zwickszalo

aktywnosci katalitycznej DNAzymu. Co wigcej, podczas reakcji prowadzonej wytacznie w
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obecno$ci jonow metali dwuwartosciowych DNAzym Na8 nie wykazywal aktywnoSci
katalitycznej.

Wiodacymi przedstawicielami grupy deoksyrybozyméw zdolnych do hydrolizy
wigzania fosfodiestrowego RNA sa zalezne od jonéow Mg® DNAzym 8-17 i DNAzym 10-23,
ktore zostaty otrzymane przez Santoro i Joyce’a w 1997 roku [6]. DNAzymy te sg najlepiej
scharakteryzowane, zaréwno pod katem wiasciwosci katalitycznych, biochemicznych oraz
przyjmowanej struktury drugorzedowej. W zwigzku z powyzszym sa katalitycznymi
czasteczkami DNA, ktore znalazty szerokie zastosowanie zaréwno in vitro jak i in vivo [25]
DNAzymy 8-17 i 10-23 zostaty szerzej opisane w kolejnych rozdziatach niniejszej pracy.

Wspdlng cecha wszystkich poznanych dotad deoksyrybozyméw hydrolizujacych
wiazanie fosfodiestrowe, poza wymagang obecnos$cig kofaktoréw takich jak jony metali czy
zwigzki niskoczasteczkowe, jest niesparowany rybonukleotyd w miejscu katalitycznego
cigcia. Spekuluje sie¢, ze niesparowanie tego rybonukleotydu zapewnia elastycznos$¢ struktury
DNAzymu, ktora jest prawdopodobnie niezbedna podczas wewnatrzczasteczkowego ataku
nukleofilowego atomu tlenu grupy 2’-hydroksylowej rybozy na atom fosforu wigzania

fosfodiestrowego [77-78].

2.3.1.1. Jony metali, a aktywnos¢ katalityczna deoksyrybozymoéw

Wigkszos¢  deoksyrybozymow  katalizujgcych  reakcje  hydrolizy = wigzania
fosfodiestrowego do swojej aktywnosci wymaga obecnos$ci jonow metali dwuwarto§ciowych.
Jaka jest zatem rola jonéw metali w reakcji katalitycznego cigcia RNA? Sugeruje si¢, ze jon
metalu odrywa proton od grupy 2’-hydroksylowej reszty rybozy znajdujacej si¢ w sasiedztwie
grupy fosforanowej w miejscu ciecia. Wytworzony anion alkoholanowy atakuje atom fosforu
wigzania internukleotydowego z jednoczesnym rozerwaniem wigzania P-O5’. W wyniku
reakcji tworza si¢ dwa produkty: oligonukleotyd posiadajacy na koncu 3’ 2°,3’-cykliczny
fosforan oraz oligonukleotyd posiadajacy na koncu 5’ wolng grupe 5’-OH (Rys. 6). Wobec
tego reakcja ciecia wigzania fosfodiestrowego RNA katalizowana przez DNAzymy ma
charakter transestryfikacji [57, 79-80]. Wydaje si¢, ze reakcja transestryfikacji katalizowana
jest wedhug ogodlnego mechanizmu Kkatalizy kwasowo-zasadowej, co potwierdzaja
eksperymenty selekcji DNAzymu HD2 aktywnego w obecnosci L-histydyny [75], a takze
DNAzymu Na8 [74], ktory do osiggnig¢cia aktywnos$ci nie wymaga obecnosci jonéw metali
dwuwartosciowych. Analogiczny mechanizm cigcia, z uwzglednieniem powstawania

produktu posiadajacego na koncu 3’ 2°,3’-cykliczny fosforan oraz produktu z wolna grupa
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5’-OH zostat zaproponowany dla wielu katalitycznych czasteczek RNA, takich jak: rybozym
hammerhead [81], hairpin [82], Neurospora [83] czy HDV [84].

W przypadku, kiedy kofaktorem reakcji hydrolizy wigzania fosfodiestrowego RNA sa
jony Pb? obserwuje sic dodatkowy etap w proponowanym mechanizmie reakcji cigcia,
ktorym jest hydroliza 2”,3’-cyklicznego fosforanu do monofosforanu (Rys. 6) [85], podobnie
jak ma to miejsce w przypadku rybozymu zaleznego od jonéw Pb?* — ang. leadzyme, a takze
rybonukleaz biatkowych [14]. Brown i wsp. [85] wykazali, ze w obecnosci jondéw Pb**
mechanizm rekacji ma charakter dwustopniowym, a w jego wyniku otrzymuje si¢ dwa
produkty: oligonukleotyd posiadajacy na koncu 3’ monofosforan oraz oligonukleotyd

posiadajacy na konicu 5’ wolng grup¢ hydroksylowa.
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Rysunek 6. Proponowany mechanizm hydrolizy wigzania fosfodiestrowego substratu RNA podczas
reakcji katalizowanej przez DNAzym w obecnosci jonow metali dwuwartosciowych — M** oraz w
obecnosci jonow Pb** (na podstawie [14]).

Wykazano, ze jony metali biorg udzial w zwinigciu czasteczek deoksyrybozymow i
przyjeciu konformacji, w ktorej wykazuja one wlasciwosci katalityczne. W obecno$ci jonow
Mg®*, a takze w obecnosci jonow niektorych metali przejsciowych najpierw dochodzi do
zwinigcia czasteczki DNAzymu, a nastgpnie ma miejsce hydroliza wigzania fosfodiestrowego
RNA. Okresla sie, ze w tym przypadku deoksyrybozymy dzialaja w oparciu o model
indukowanego dopasowania, czyli enzym posiada ,.elastyczng” strukture, a jego centrum
katalityczne podlega rearanzacjom podczas oddziatywania z substratem. Natomiast, kiedy
kofaktorem reakcji sa jony Pb®*, nie obserwuje si¢ pierwszego etapu, czyli zwiniccia
czasteczki tylko bezposrednio dochodzi do katalitycznego cigcia substratu RNA. DNAzymy
Pb*-zalezne dziatajg zatem w oparciu o model klucza 1 zamka, tzn. Ze enzym 1 substrat sg do

siebie geometrycznie dopasowane [86—-87].
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Wszystkie dotychczasowe przypuszczenia 1 wnioski dotyczace prawdopodobnego
mechanizmu dziatania deoksyrybozymdw w obecnosci jonow metali zostaly sformutowane na
podstawie wynikow badan biochemicznych. Niestety, w przeciwienstwie do rybozymow czy
enzymOéw  biatkowych, nie rozwigzano krystalograficznej struktury Zadnego z
wyselekcjonowanych deoksyrybozymow [66, 88]. Wprawdzie Nowakowski i wsp. [89]
podjeli probe uzyskania struktury krystalicznej kompleksu DNAzymu 10-23 z substratem
RNA, jednak otrzymana struktura nie reprezentuje katalitycznie aktywnej konformacji
DNAzymu — badania wykazaty istnienie dwoch nici DNA i dwoch nici RNA, o
charakterystycznym zlaczu typu Holliday’a.

Chociaz wlasciwosci  biochemiczne oraz kinetyczne Szeregu otrzymanych
deoksyrybozymow zostaly bardzo szczegdélowo zbadane, to jednak mechanizm reakcji
hydrolizy wigzania fosfodiestrowego RNA katalizowanej przez deoksyrybozymy jest w duze;j

mierze niepoznany.

2.3.1.2. DNAzymy 8-17i 10-23

DNAzym 8-17 oraz DNAzym 10-23 zostaly wyselekcjonowane z oligonukleotydowej
biblioteki kombinatorycznej zawierajacej 50-nukleotydowy region random. Substarat
stanowit 12-nukleotydowy odcinek RNA bedacy fragmentem potencjalnego deoksyrybozymu
(wykorzystano strategie przedstawiong na rys. 3C). Selekcjg¢ in vitro prowadzono w obecnosci
10 mM stezenia jonow Mgz+ w temperaturze 37°C przy pH 7,5. Po 10 cyklach otrzymano
czasteczki DNA, zdolne do przyspieszania reakcji hydrolizy wigzania fosfodiestrowego okoto
miliona razy w stosunku do reakcji niekatalizowanej [6, 88]. Z 62 wariantow, ktore poddano
klonowaniu 1 sekwencjonowaniu, najbardziej aktywne okazaty si¢ dwa warianty — DNAzym
8-17, ktory jest 17 klonem wyodrebnionym po 8 cyklu selekcji oraz DNAzym 10-23, ktory
jest 23 klonem wyselekcjonowanym po 10 cyklu selekcji [6].

Otrzymane DNAzymy, chociaz zostaly uzyskane w tej samej selekcji, to istotnie
roéznig si¢ strukturg drugorzedowsa. Podobnie jak rybozymy zawieraja dwie domeny
funkcjonalne — zmienng, odpowiadajaca za rozpoznanie substratu oraz konserwatywna,
zawierajacg centrum katalityczne.

Domena rozpoznania substratu zawiera dwa ramiona komplementarne do sekwencji
substratu o dlugosci od 7 do 9 nukleotydow. Centrum katalityczne DNAzymu 10-23 sktada
si¢ z 15 nukleotydéw, nie tworzacych wyodrebnionych motywow strukturalnych [80, 90].

Natomiast DNAzym 8-17 zawiera konserwatywna domen¢ zlozong réwniez z 15
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nukleotydow, z czego 9 nukleotydow tworzy motyw krétkiej spinki do wlosow z
trojnukleotydowsa petla apikalng, a kolejnych 4-5 nukleotydow jest fragmentem
jednoniciowym. Dodatkowo, w DNAzymie 8-17 wystgpuje para G=T typu wobble za
miejscem katalitycznego ciecia (Rys. 7) [85, 88, 91]. Deoksyrybozymy 8-17 oraz 10-23,
rozpoznajgc komplementarny substrat RNA poprzez tworzenie oddziatywan typu Watsona-
Cricka, sg zdolne do hydrolizy wigzania fosfodiestrowego RNA w symulowanych warunkach
fizjologicznych. W przeciwienstwie do rybonukleazy T1, ktora przecina czasteczke RNA za
kazdg zasada guaninowa, DNAzym 10-23 hydrolizuje wigzanie typu puryna—pirymidyna w
obrebie nici substratu [80, 92-93], natomiast DNAzym 8-17 jest zdolny do cigcia
katalitycznego wszystkich 16 mozliwych wigzan dwunukleotydowych [60, 94]. Schlosser i
wsp. [95] wykazali, ze DNAzym 8-17 zawierajacy w miejscu cigcia wigzanie typu rNG (rN
oznacza dowolny rybonukleotyd), najszybciej katalizuje reakcje cigcia — stale szybkosci
reakcji kops wynosity od 0,1 min™ do nawet 5 min™. W przypadku wiazan typu rNA, rNC i
rNT aktywnos$¢ byta przynajmniej o dwa rzedy wielko$ci nizsza, a state Kops nie przekraczaty
0,001 min™. Co wigcej, na aktywno$¢ katalityczng DNAzymu 8-17 wplywa takze rodzaj
zasady azotowej przy rybonukleotydzie — aktywnos¢ katalityczna wariantow 8-17 wzrasta w

nastepujacym porzadku rU <rC <rA <r1G.

8-17 10-23
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Rysunek 7. Proponowane struktury drugorzgdowe DNAzymu 8-17 oraz DNAzymu 10-23 z
wyszczegolniong sekwencja regionu katalitycznego. Ni¢ deoksyrybozymu zaznaczono na niebiesko,
ni¢ substratu na czerwono. Strzatka wskazuje miejsce katalitycznego ciecia, R — adenozyna lub
guanozyna, Y — urydyna lub cytydyna (na podstawie [25]).

W tabeli 3 przedstawiona zostala aktywnos$¢ katalityczna DNAzymu 10-23 oraz
DNAzymu 8-17. Obydwa deoksyrybozymy bardzo efektywnie prowadza hydrolize wigzania
fosfodiestrowego RNA, przy czym do swojej aktywnosci katalitycznej wymagaja obecnosci

okreslonych jonéw metali dwuwartosciowych.
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Tabela 3. Aktywno$¢ katalityczna DNAzymu 10-23 oraz DNAzymu 8-17 otrzymanych na drodze
selekcji in vitro w obecnosci roznych jonow metali dwuwartosciowych. W tabeli pK, oznacza wartos¢
pK, odpowiedniego hydratu jonu metalu (na podstawie [14]).

DNAzym kofaktor k. [min?]  pK,
50 mM Mg2* 3,4 11,4
25 mM Mn?Z* 1,19 10,6
25 mM Ca?* 0,863 12,9
25 mM Mg?* 0,961 11,4
25 mM Ba?* 0,101 13,5
DNAzym 10-23 10 mM Mn2* >4 10,6
10 mM Mg+ 0,28 11,4
10 mM Ca?* 0,12 12,9
10 mM Sr?* 0,026 13,2
10 mM Ba?* 0,015 13,5
2 mM Mg ~0,01 11,4
0,2 mM Pb?* 0,47 7,8
5 mM Zn2* 12 9,96
DNAzym 8-17
3 mM Mn2* ~0,1 10,6
3 mM Mg ~0,002 11,4
3 mM Ca?* ~0,02 12,9
0,1 mM Ph?* 5,75 7,8
10 mM Zn?* 1,35 8,96
sl ooz | s
10 mM Mg2* 0,017 11,4
10 mM Ca?* 0,015 12,9
0,2 mM Pb2* 2,1 7,8
5 mM Zn2* 0,74 8,96
e o | > | s
3 mM Mg 0,06 11,4
3 mM CaZ* 1 12,9

DNAzymy 10-23 jak i 8-17 wykazuja szerokie spektrum toleracji wobec kofaktorow
W postaci wymienionych w tabeli 3 jondw metali. Co ciekawe, podczas niezaleznych
procesow selekcji in vitro prowadzonych w odmiennych warunkach tzn. gdy kofaktorem
reakcji byly jony metali dwuwartosciowych inne niz jony Mg®" lub wybrane zwiazki
niskoczgsteczkowe, otrzymano warianty sekwencyjne DNAzymu 8-17. Dla przyktadu,
Faulhammer i Famulok [76] w wyniku selekcji przeprowadzonej w obecnosci 50 mM
histydyny i 0,5 mM stezenia jonéow Mg, otrzymali deoksyrybozym Mg5, ktory najwyzsza
aktywnos$¢ katalityczng wykazywal w obecno$ci jonow Ca®. Co wiecej, otrzymany DNAzym
okazal si¢ by¢ wariantem sekwencyjnym deoksyrybozymu 8-17, gdyz w obrgbie centrum

katalitycznego posiadat charakterystyczne dla tego DNAzymu motywy strukturalne. Li i wsp.
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[57] otrzymali natomiast deoksyrybozym 17E, bedacy takze wariantem sekwencyjnym
DNAzymu 8-17, ktéry katalizowal reakcje cigcia pojedynczego wigzania typu rybo w
obecnosci jonow Zn*. Badacze wykorzystali do syntezy biblioteki kombinatoryczej strategie
przedstawiona na rys. 3B. Aktywnos¢ katalityczna DNAzymu 17E w obecnosci jonow Zn**
byla 0 98% wyzsza od aktywnosci katalitycznej w obecnosci jonéw Mg?*. Cruz i wsp. [94]
przeprowadzili 16 rownoleglych eksperymentéw selekcji in vitro, w wyniku ktérych
otrzymali pond 100 wariantéw sekwencyjnych DNAzymu typu 8-17.

Bonnacio i wsp. [96] szczegotowo scharakteryzowali wiasciwosci kinetyczne i
termodynamiczne DNAzymu 8-17. Szybkos¢ katalizy (kka) W warunkach zblizonych do
fizjologicznych tj. w temperaturze 37°C, w obecno$ci 3 mM Mg2+, przy pH 7,4 wyniosta 0,19
min'l, a stata Ky 50 nM, zatem efektywno$¢ Katalityczna (Kka/Km) byta na poziomie 4 x 10°
M™ min™. Efektywno$¢ katalityczna DNAzymu 10-23 wyznaczona przez Santoro i Joyce’a
[6] w warunkach zblizonych do fizjologicznych, przy 2 mM stezeniu jonow Mg, wyniosta
3,2 x 108 M™ min™, czyli byta o trzy rzedy wielkosci wigksza niz wyznaczona dla DNAzymu
8-17. Nalezy jednak podkreslic, ze efektywnos¢ Kkatalityczna (kia/Knm) —danego
deoksyrybozymu dziatajagcego w uktadzie dwuczgsteczkowym (in trans) w duzym stopniu
zalezy od stabilno$ci kompleksu tworzonego przez ni¢ DNAzymu i ni¢ komplementarnego
substratu, dtugosci i sekwencji nukleotydowych ramion wigzacych substrat, jak rowniez od
temperatury, w ktorej prowadzona jest reakcja katalitycznego cigcia [96]. Na efektywnos¢
katalityczng (Kka/Km) wplywa gtownie etap tworzenia kompleksu DNAzym-—substrat. Stata
szybko$ci wigzania substratu przez DNAzym 8-17 (~1,7 x 10" M™ min™) byta podobna do
szybkos$ci wigzania substratu przez rybozym hammerhead. Rybozym hammerhead w obrgbie
regionu katalitycznego posiada charakterystyczny trzon zakonczony petla apikalng, podobnie
jak DNAzym 8-17. W przypadku DNAzymu 10-23 szybko$¢ wigzania substratu byta o jeden
rzad wielko$ci wigksza w stosunku do wyznaczonej dla DNAzymu 8-17. Jest wielce
prawdopodobne, ze etap wigzania Ssubstratu przebiega z jednoczesna reaaranzacja struktury w
obrgbie centrum katalitycznego danego deoksyrybozymu, co moze by¢ czynnikiem
ograniczajacym szybko$¢ catego procesu [80, 88, 96]. Santoro i Joyce [6] wykazali, ze
efektywnos¢ katalityczna (kkai/ Km) deoksyrybozymow okre$lona w warunkach in vitro, gdy
stezenie jonow Mg®* wynosito 50 mM, jest wyzsza o 1-2 rzedy wielkosci od efektywnosci
katalitycznej rybozyméw typu hammerhead czy hairpin oraz enzymu biatkowego —
rybonukleazy A (Tab. 4).
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Tabela 4. Aktywnos¢ katalityczna wybranych enzymow przecinajacych RNA (na podstawie [6]).

d kka /KM
ENZYM K, o, mint Ky, M minfl x I\;I'l I

Rybonukleaza A
Substrat UpA 8,4 x104 6,2 x10* 1,4 x10®
Substrat poli({C) 3,1 %104 3,4 x10* 9,0 x108
Rybozym typu hammerhead 2,1 2,8 x10® 7,5 %107
Rybozym typu hairpin 1,4 4,9 x10® 2,9 x107
Enzym DNA ,,10-23" 3,4 7,6 x1010 4,5 %x10°

Poza szczegdtowa  charakterystyka  wlasciwosci  biochemicznych  szeregu
deoksyrybozymow, niektore grupy badawcze skupily swoja uwage takze na zalezno$ci
migdzy aktywnoscig katalityczng, a skladem nukleotydowym wybranych regionéw ich
czgsteczek. Przeprowadzono szereg analiz z wykorzystaniem metody ukierunkowanej
mutagenezy, ktore wskazaly konserwatywne elementy sekwencji oraz te nukleotydy, ktore sg
niezb¢dne do zachowania aktywnosci Katalitycznej, zarowno przez DNAzym 10-23 [90, 92,
97], jak i DNAzym 8-17 [91, 98-99].

Systematyczna mutageneza centrum katalitycznego DNAzymu 10-23 prowadzona
przez Zborowska i wsp. [90] wykazata, ze nukleotydy znajdujace si¢ blizej domeny zmiennej
odpowiadajacej za rozpoznanie substratu (np. G1, G2, T4, A5, G6 czy C13, G14; Rys. 7) s3
bezposrednio zaangazowane W tworzenie miejsca aktywnego. W 2010 roku Wang i wsp.
[100] wprowadzili w domenie katalitycznej nukleotydy pozbawione cykliczych zasad
azotowych. DNAzym 10-23 catkowicie utracit aktywnos¢ katalityczna podczas modyfikacji
wprowadzanych w pozycji A5, G6, C13 oraz G14, co wskazuje, ze te nukleotydy sa
niezb¢dne dla zachowania jego aktywnosci. Nukleotydy w pozostalych pozycjach regionu
katalitycznego nie biorg bezposredniego udziatu w katalizie, ale najprawdopodobniej sa
»stabilizatorami”, ktére pomagaja w odpowiednim usytuowaniu konserwatywnych
nukleotydéw odpowiedzialnych za aktywnosc¢ katalityczng DNAzymu.

Pierwsze badania dotyczagce DNAzymu 8-17 sugerowaly, ze wszystkie nukleotydy
jego centrum katalitycznego — nickanoniczna para G=T, 9 nukleotydow tworzacych motyw
spinki zakonczonej trojnukleotydowa petla apikalng typu AGC oraz 5- nukleotydowy
fragment jednoniciowy WCGR(A) (W = A lub T; R = A lub G) — sg istotne dla zachowania
aktywnosci katalitycznej. Kolejne doswiadczenia dowiodty, ze jedynie cztery nukleotydy tego
regionu sg wysoce konserwatywne, mianowicie A6 i G7 w obrebie petli apikalnej AGC oraz

C13 1 G14 w obrebie 5-nukleotydowego fragmentu jednoniciowego (Rys. 7) [85].
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Peracchi i wsp. [99] przeprowadzili ukierunkowang mutagenez¢ DNAzymu 8-17
podstawiajac A6 oraz G7 nukleotydami z zasadami niewyst¢pujgcymi naturalnie tzn.
hipoksantyna, 2-aminopuryna, 7-deaza-guaning czy 7-deaza-adening. Aktywnos¢ katalityczna
DNAzymu istotnie spadta. Atom N7 nukleotydu adeninowego w pozycji 6 oraz atom O6
nukleotydu guaninowego w pozycji 7, sg niezb¢dne dla zachowania wysokiej aktywnosci
katalitycznej. Badacze sugeruja, ze A6 oraz G7 tworza sie¢ wigzan wodorowych z innymi
czesciami kompleksu deoksyrybozym-—substrat. Jest wielce prawdopodobne, ze petla apikalna
AGC oddziatywuje z 5-nukleotydowym regionem jednoniciowym domeny katalitycznej lub z
jedng z helis utworzonych w wyniku asocjacji deoksyrybozymu z substratem. Oddziatywanie
pomiedzy petla a regionem helikalnym moze by¢ utawione przez jon metalu
dwuwarto§ciowego. W obecno$ci jonu dochodzi do zblizenia trzonu spinki zakonczonej
trojnukleotydowa petla AGC i dwoch helis utworzonych przez deoksyrybozym, w wyniku
czego struktura kompleksu DNAzym-substrat przyjmuje ksztalt trojnogu [101]. Podstawienie
cytydyny w pozycji 13 oraz guanozyny w pozycji 14 innym nukleozydem skutkowato ponad
1000-krotnym spadkiem aktywnos$ci Kkatalitycznej DNAzymu 8-17 [99]. Natomiast
wprowadzenie w pozycji 13 lub 14 nukleozydu pozbawionego zasady azotowej powodowato

calkowity zanik wlasciwosci katalitycznych DNAzymu 8-17 [100].

2.4. DNAzymy vs. rybozymy i enzymy biatkowe

Z praktycznego punktu widzenia wykorzystania katalitycznych czgsteczek DNA, po
pierwsze Sg one znacznie bardziej odporne na niepozadang degradacje, zachodzaca pod
wpltywem dziatania czynnikow $rodowiskowych niz np. rybozymy czy enzymy biatkowe.
Brak grupy 2°-OH reszty rybozy powoduje, ze Czasteczki DNA sa ok. 100 000 razy bardziej
odporne na hydrolize niz czasteczki RNA. Co wigcej, wigzania fosfodiestrowe DNA sg takze
1000 razy bardziej odporne na hydroliz¢ niz wigzania peptydowe enzymoéw biatkowych [25].
Po drugie, synteza DNA jest znacznie tansza niz synteza czasteczek RNA. Co wiecej, DNA
moze by¢ bezposrednio powielane w reakcji PCR, podczas gdy RNA musi by¢ poddany
transkrypcji in vitro przed etapem amplifikacji. Jednak, czy z uwagi na brak grupy 2’-
hydroksylowej, czyli potencjalnego akceptora/donora wigzan wodorowych, DNAzymy sa
gorszymi katalizatorami niz rybozymy? Wyniki badan sugeruja, ze katalityczne czasteczki
DNA i ich syntetyczne odpowiedniki w postaci rybozymoéw posiadaja poréwnywalng

efektywnos$¢ dziatania [36].
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Roéznice pomigedzy kwasami nukleinowymi, a biatkami sg znaczace, co powoduje, ze
biomolekuty te charakteryzuja si¢ innymi wtasciwosciami funkcjonalnymi. Enzymy biatkowe
wykazujg istotnie wigkszg zdolnos¢ do katalizowania wielu reakcji. Niemniej jednak, Breaker
I wsp. [102] wskazali, ze katalityczne czasteczki kwasow nukleinowych moga przeprowadzaé
katalize rownie efektywnie jak enzymy biatkowe. Badacze zasugerowali, ze rybozymy oraz
deoksyrybozymy prowadza reakcje transestryfikacji wykorzystujagc kombinacje dwoch lub
nawet czterech strategii katalitycznych. Jednakze, dotychczas nie otrzymano DNAzymow
przecinajacych czasteczke RNA, ktorych aktywnos$¢ katalityczng moznaby przyréwnacé do
aktywnos$ci katalitycznej enzymow biatkowych. Wyjatek stanowi DNAzym 10-23, ktérego
efektywnos¢ katalityczna (kka/Km) jest wyzsza o jeden rzad wielkosci od efektywnosci
katalitycznej ryboznukleazy A — niemniej jednak wartos¢ ta okre$lona zostata w warunkach
Sciéle laboratoryjnych, gdzie stezenie jondow Mg?" wynosito 50 mM [6]. Istnieja natomiast
deoksyrybozymy katalizujace reakcje metylacji porfiryn, dla ktérych kis Wynosi 3,8 x 102 s
[12], natomiast dla przeciwciat katalizujacych ta sama reacje kia Wynosi 2,4 x 10° s [103].
Przedstawione przyktady wskazuja na mozliwo$¢ wykazywania zblizonej aktywnosci

katalitycznej przez enzymy DNA i enzymy biatkowe.

2.5. Moizliwosci aplikacyjne deoksyrybozymow in vitro i in vivo

Odkrycie katalitycznych czgsteczek kwasow nukleinowych — rybozyméw [1-2] oraz
DNAzymow [3] dalo szereg mozliwosci ich praktycznego wykorzystania w  wielu
dziedzinach. Deoksyrybozymy sa atrakcyjnymi kandydatami do zastosowan medycznych m.
in. jako narzedzia molekularne o charakterze przeciwnowotworowym [17, 104-105] czy
przeciwwirusowym [16,106-107]. DNAzymy znalazty takze szerokie zastosowanie w
biotechnologii i nanotechnologii jako biosensory [20, 108-109], urzadzenia obliczeniowe
[110], tzw. bramki logiczne [111-112] oraz w inzynierii genetycznej i biologii jako
specyficzne narzgdzia molekularne [18-19].

Histogram przedstawiony na rysunku 8 ilustruje gltoéwne nurty potencjalnych
mozliwosci aplikacyjnych deoksyrybozymow. Nalezy do nich wykorzystanie DNAzymow w
systemach in vitro, jako narzgdzi molekularnych, a takze narzedzi analitycznych,
pozwalajacych na detekcj¢ wielu zwigzkéw m.in. kwaséw nukleinowych, biatek, zwigzkow
niskoczgsteczkowych, takich jak: ATP, AMP oraz jondw metali [56]. DNAzymy jako
narz¢dzia analityczne czy narzedzia biologii molekularnej moga by¢ wykorzystywane

rowniez W uktadzie zywej komorki. W systemach in vivo deoksyrybozymy konkurujg z
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rybozymami, enzymami bialkowymi, antysensowymi oligonukleotydami oraz interferujgcymi
RNA, jako potencjalne czynniki terapeutyczne charakteryzujgce si¢ potencjatem
przeciwnowotworowym, przeciwwirusowym czy antybakteryjnym [36, 113]. Niektore
DNAzymy sa wykorzystywane w praktyce np. w monitorowaniu skazenia srodowiska jako
biosensory wykrywajace jony UO3" [58, 65], czy w laboratoriach jako endorybonukleazy
stosowane in vitro [18]. Szereg innych DNAzyméw przechodzi testy potwierdzajgce

poprawnos¢ ich dziatania.

DEOKSYRYBOZYMY

in vitro in vivo

; narzedzia analityczne,
na'rzedz'l'a Qb. y potencjale
biologii iosensory X
. terapeutyki -
molekularne;j "I ciecie mRNA
'I kwasy nukleinowe ]

biatka
zwigzki niskoczasteczkowe

ciecie RNA przeciwwirusowe

ligacja RNA antybakteryjne

znakowanie RNA

jony metali
modyfikacje RNA

przeciwnowotworowe

J

Rysunek 8. Schemat przedstawiajacy mozliwosci praktycznego wykorzystania Kkatalitycznych
czasteczek DNA — deoksyrybozyméw (na podstawie [25]).

Opisane w literaturze potencjalne mozliwos$ci aplikacyjne DNAzymow, poczawszy od
chemicznych i biochemicznych zastosowan in vitro, do $cisle medycznych zastoSowan in
vivo, odnoszg si¢ przede wszystkim do czasteczek katalizujacych reakcje cigcia RNA badz
reakcje ligacji RNA [56, 114]. Wigkszos¢ grup badawczych wykorzystuje dobrze poznane
DNAzymy 8-17 oraz 10-23. Kilka praktycznych cech obu DNAzymow w znaczacy sposob
wptywa na ich rosnacy potencjat aplikacyjny. Po pierwsze, sg one nieduzymi, liczagcymi okoto

30 nukleotydéw czasteczkami kwasu deoksyrybonukleinowego, po drugie, wykazuja
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relatywnie wysoka aktywno$¢ katalityczng, a reakcje hydrolizy wigzania fosfodiestrowego
prowadzg zarowno w warunkach pojedynczego, jak i wiclokrotnego obrotu. Co wiecej, W
reakcji hydrolizy wigzania fosfodiestrowego substratem moze by¢ czasteczka kwasu
rybonukleinowego, jak rowniez czasteczka kwasu  deoksyrybonukleinowego @z
wprowadzonym pojedynczym rybonukleotydem, stanowigcym miejsce Katalitycznego cigcia.
Domeny rozpoznania substratu, zarbwno DNAzymu 8-17 i jego wariantow sekwencyjnych,
jak i DNAzymu 10-23, tolerujg zmiany wprowadzane w obrebie ich sekwencji. To znaczy, ze
ramiona deoksyrybozymow wigzace substrat moga by¢ dopasowywane na zasadzie
komplementarnosci zasad do sekwencji potencjalnego substraru. Ponadto, Kurreck [115]
wykazat, ze wprowadzenie modyfikacji chemicznych w obrebie czasteczki DNAzymu 10-13
nie tylko zwigksza jego aktywno$¢ biologiczna, ale moze rowniez obnizaé toksyczno$é W
uktadach in vivo (Rys. 9).

Aby zapobiec degradacji deoksyrybozymu przez nukleazy obecne w surowicy, a
jednocze$nie zwigkszy¢ jego ektywnos¢ dziatania i powinowactwo do docelowego substratu
najczesciej stosuje si¢ nastgpujace modyfikacje: wprowadzenie grupy tiofosforanowej PS, w
wyniku czego otrzymuje sie oligonukleotyd typu PTO (ang. phosphorothioates),
wykorzystanie nukleotydow typu 2'-O-metylo czy LNA (ang. locked nucleic acids), a takze
3’-3’- odwroconej tymidyny (Rys. 9).

HO— CH, Base HO—CH, Base
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nukleotyd typu PTO nukleotyd typu 2'-O-metylo nukleotyd typu LNA T i
HN\I I/'\

o]
3'-3'-odwrécona tymidyna

Rysunek 9. Przyktady modyfikowanych nukleotydow wprowadzanych do tancucha fosfo-cukrowego
katalitycznych czasteczek DNA (na podstawie [113]).

Grupa tiofosforanowa (PS) wprowadza atom siarki w miejsce niewigzgcego atomu
tlenu w szkielecie fosfodiestrowym oligomeru. Sun i wsp. [116] wykazali, ze wprowadzenie

grupy PS w obrebie domeny wigzacej substrat i w obrebie reszt pirymidynowych trzonu
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katalitycznego deoksyrybozymu, umozliwia obnizenie wzrostu komorek glejaka ludzkiego
nawet 0 90%. Natomiast Schubert i wsp. [117] zaobserwowali spadek szybkosci reakcji ciecia
katalizowanej przez DNAzym 10-23 po wprowadzeniu nukleotydow typu PTO w obrgbie
ramion wigzacych substrat, ttumaczac to prawdopodobnym obnizeniem powinowactwa.
Oligonukleotydy typu 2’-O-metylo sg powszechnie stosowane w startegii antysensowej.
Modyfikacja ta poza zwiekszeniem odpornosci na degradacje¢ oligonukleotydu nukleazami,
powoduje takze wzrost stabilnosci duplekséw tworzonych podczas hybrydyzacji DNAzymu z
docelowym substratem. Shoji i wsp. [118] po wprowadzeniu do sekwencji DNAzymu
nukleotydéw typu 2’-O-metylo zaobserwowali wzrost jego hydrofobowos$ci oraz tatwiejsza
dyfuzj¢ przez btony komodrkowe. Odnotowano takze istotny wzrost powinowactwa
DNAzymu DH5 do substratu oraz wzrost szybkosci katalizowanej reakcji w warunkach
pojedynczego obrotu, po wprowadzeniu nukleotydow typu 2’-O-metylo oraz nukleotydow
typu LNA [117]. Sioud i Leirdal [119] wykazali, ze wprowadzenie do sekwencji badanych
DNAzymoéow 3’-3’-odwrdconej tymidyny nie powoduje zmian w aktywnosci katalitycznej,

natomiast skutkuje 6-krotnym wzrostem jego stabilnosci.

2.5.1. DNAzymy jako selektywne biosensory

Katalityczne czasteczki kwasu deoksyrybonukleinowego stanowig doskonaty materiat
do Kkonstrukcji biosensorow. Wykazuja wysoka specyficznos¢ wzgledem docelowej
czasteczki 1 tym samym moga by¢ wykorzystane jako element rozpoznajacy MRE (ang.
molecular recognition element) sensora [79]. DNAzymy sa konkurencyjne w stosunku do
powszechnie wykorzystywanych w konstrukcji biosensoréw enzymow biatkowych czy
przeciwcial. Wynika to nie tylko z wspomnianej wczesniej wysokiej specyficznosci wigzania
docelowej czasteczki, ale takze z wysokiego powinowactwa, stabilnosci, niskiej zmiennosci,
fatwosci wprowadzania chemicznych modyfikacji oraz niskich kosztow producji. Limit
detekcji DNAzymow sigga 45 pM, a selektywnos¢ wobec danego analitu, w tym przypadku
wobec jonow UO3" jest milion-krotne wicksza niz wobec innych jonéw metali [20]. Co
wiecej, aktywnos$¢ katalityczna deoksyrybozymdéw moze by¢ regulowana przez rozne
czasteczki, w zalezno$ci od tego jaki zwiazek byl czynnikiem selekcjonujacym podczas
otrzymywania DNAzymu w procesie selekcji in vitro. Z powodzeniem wykorzystano
DNAzymy do wykrywania analitow takich jak kwasy nukleinowe [120], biatka np.
streptawidyna [121], czy zwigzki niskoczasteczkowe np. ATP [122], adenozyna [123].
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2.5.1.1. Detekcja zwigzkow niskoczasteczkowych

Biosensory wykrywajace zwiazki niskoczasteczkowe powstaty w wyniku potaczenia
sekwencji DNAzymu z czasteczka aptameru. Uzyskano w ten sposéb allosteryczne
DNAzymy [123]. Allosteryczny biosensor pozwalajacy na oznaczenie obecno$ci adenozyny
zostal skonstruowany przy wykorzystaniu DNAzymu 8-17 oraz aptameru wykazujacego
powinowactwo do adenozyny (Rys. 10).

Aktywnos¢ allosterycznego DNAzymu jest regulowana przez kompleks aptamer —
czasteczka docelowa. Zwigzanie ligandu powoduje zmiany w konformacji domeny
aptamerowej co prowadzi do stabilizacji deoksyrybozymu [124]. Ni¢ sekwencyjna DNAzymu
wigze ni¢ sekwencyjna substratu tylko woéwczas, gdy wprowadzona zostanie czgsteczka
adenozyny (oznaczona na pomaranczowo na rys. 10), ktdéra jest odpowiednio wigzana przez
domeng aptamerowa. Nastepnie, po wprowadzeniu jondw metali dochodzi do cigcia i rozpadu
allosterycznego DNAzymu. Reakcje mozna monitorowa¢ na podstawie zmian koloru
nanoczasteczek ztota (AUNP — ang. Au nanoparticles), z niebieskiego (stan agregacji
czasteczek) na czerwony (stan rozproszenia czasteczek), zwigzanych nicia DNAzymu (Rys.

10) [123].

agregacja czasteczek
. (AuNP barwa niebieska).
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Rysunek 10. Allosteryczny biosensor wykrywajacy adenozyne. Sensor dziala w oparciu o
kolorymetryczny system detekcji, ktory wykorzystuje nanoczasteczki ztota — AUNP, zmieniajgce
zabarwienie w wyniku zajScia hydrolizy wigzania fosfodiestrowego. Strzatka okre§la miejsce
katalitycznego cigcia, rA — rybonukleotyd adeniny, A — adenozyna (na podstawie [56]).
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2.5.1.2. Detekcja modyfikacji chemicznych w czasteczkach RNA

Co ciekawe, DNAzymy sa takze wykorzystywane jako narzedzia analityczne,
pozwalajace na detekcje rdéznego rodzaju modyfikacji chemicznych w czasteczkach RNA.
Bucchhaupt i wsp. [125] zaobserwowali, ze 2’-O-metylowane reszty rybozy w miejscu ciecia
uniemozliwiajg zaj$cie hydrolizy wigzania fosfodiestrowego katalizowanej przez DNAzym.
Obserwcje tg wykorzystano do jakosciowej oceny obecnosci 2°-O-metylowanej rybozy w 18S
rRNA oraz 25S rRNA Saccharomyces cerevisiae. Docelowe czasteczki RNA stanowigce
substrat dla wprowadzanego DNAzymu ulegaty przecigciu tylko wtedy gdy pochodzity od
mutanta Saccharomyces cerevisiae, ktory nie posiadat specyficznego matego jaderkowego
RNA — snoRNA (ang. small nucleolar RNA) odpowiedzialnego za metylacjc RNA. Na
podstawie przeprowadzonych doswiadczen stwierdzono, ze deoksyrybozymy moga shuzyc
jako narzedzia identyfikujace 2’-O-metylowang ryboze [114]. DNAzymy wkorzystywane sg
takze do detekcji innych, modyfikowanych nukleotydow w RNA takich jak pseudourydyna
(¥) czy C5- metylocytozyna (m°C) [126].

2.5.1.3. Wykrywanie jonow metali — fluorescencyjny system detekgji

Wiekszo$¢ dotychczas otrzymanych katalitycznych czasteczek DNA do swojej
aktywnosci Kkatalitycznej wymaga kofaktorow w postaci jonow metali dwuwarto$ciowych.
Zatem zastosowanie DNAzymow jako elementu rozpoznajacego (MRE) w konstrukcji
biosensorow  wykrywajacych toksyczne jony metali, jest jedng =z najczescie]
wykorzystywanych mozliwosci aplikacyjnych DNAzymow. Jony metali pelnig niezwykle
wazng role biologiczng w srodowisku 1 zyciu cztowieka. Wiele z nich uwaza si¢ za wazne
mikro- oraz makroelementy na przyktad jony: K*, Na', Mg?*, Zn?*i Cr**, ktérych zawartosé
w ciele czlowieka ma wptyw na stan zdrowia danej osoby. Czg$¢ jondw, szczegdlnie metali
cigzkich, stanowi powazne zagrozenia dla srodowiska. Jony metali cigzkich sg wysoce
toksyczne dla wszystkich organizméw zywych, a mozliwosci ich kumulacji w organizmie
zwielokrotniaja i nasilaja ich toksyczne dziatanie. W miastach i przy drogach o wysokim
nat¢zeniu ruchu bada si¢ przede wszystkim stezenie jonéw Pb?*. Wysoce toksycznymi jonami
sq rowniez Hg2+, UO,* oraz Cd*". Zatem kontrola obecnosci i ilosci jonéw metali w
srodowisku jest konieczna. Obecnie, wiekszo$¢ analiz dotyczaca oznaczen jonow metali
wykonywana jest w oparciu o techniki takie jak: absorpcyjna spektrometria atomowa,
anodowa woltamperometria stripingowa, Spektrometria mas z plazma indukcyjnie sprzezona,

spektrometria fluorescencji rentgenowskiej czy mikrosondowanie. Wymaga to laboratoriow
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wyposazonych w odpowiedni sprzet i wykwalifikowanych pracownikow [7]. Mimo, ze
powyzsze techniki wykazujg wysoki stopien czutosci i umozliwiajg detekcj¢ jonow metali
nawet na poziomie nizszym niz poziom ppb (ang. parts per billion), to wymagaja
odpowiedniego przygotowania probki i co najistotniejsze, nie pozwalaja na wykonanie
pomiaru w miejscu poboru probki i w czasie rzeczywistym [14].

W zwigzku z powyzszym, W wielu dziedzinach, w tym w monitorowaniu srodowiska,
kontroli jako$ci zywnosci i farmaceutykow, zarzadzaniu $ciekami oraz toksykologii klinicznej
wzrosto zapotrzebowanie na nowoczesne, proste w uzyciu biosensory 0 wysokiej
selektywno$ci wykrywajace jony metali W czasie rzeczywistym [25]. Biosensory, ktorych
element rozpoznajacy (MRE) stanowig sztucznie otrzymane katalityczne czgsteczki DNA

stanowig relatywnie nowa grup¢ sensoréw pozwalajacych na detekcje jonow metali.

Biosensor 17E wykrywajacy jony Pb**

Do konstrukcji pierwszego biosensora metalozaleznego opartego o DNAzym Li i Lu
[127] wykorzystali DNAzym 17E, bedacy wariantem sekwencyjnym typu 8-17 aktywnym w
obecnosci jonow Pb? (Rys. 11A). System detekcji aktywnosci biosensora oparty byt o
pomiar zmian fluorescencji. Do konca 5” substratu 17S przylaczony zostal kowalencyjnie
fluorofor (F): 6-carboksytetrametylrodamina (TAMRA), natomiast do konca 3’ nici
DNAzymu 17E wygaszacz (Q): Dabcyl. Sensory wyznakowane w taki sposob okreslane sa
jako sondy MB (ang. molecular beacon). Kiedy znacznik fluororescencyjny znajdowat si¢ w
niewielkiej odleglosci od wygaszacza, nastgpowalo wygaszanie fluorescencji emitowanej
przez fluorofor na skutek zjawiska FRET (ang. Forster Resonance Energy Transfer). Taka
sytuacja miata miejsce w momencie, gdy ni¢ sekwencyjna substratu pozostawata zwigzana z
nieaktywnym deoksyrybozymem. Natomiast po dodaniu jonéw Pb?*, DNAzym ulegat
aktywacji i nastgpowata hydroliza wigzania fosfodiestrowego substratu. Dochodzito wowczas
do zwiekszenia odlegtosci pomigdzy znacznikiem fluorescyjnym a wygaszaczem, wynikiem
czego byta mierzalna emisja $wiatta fluorescencji przez fluorofor (Rys. 11B i 12B).
Obserwowany w wyniku reakcji wzrost fluorescencji w obecnosci jonoéw Pb%* w temperaturze
4°C wyniost ok. 300%. Limit detekcji byl w granicach 10 nM czyli byt 7-krotnie nizszy od
dopuszczalnego poziomu jonéw Pb** w wodzie pitnej wedlug Agencji Ochrony Srodowiska
w Stanach Zjednoczonych (EPA - ang. Environmental Protection Agency). Co wigcej,
otrzymany biosensor wykazywat 80-krotnie nizsza selektywno$¢ wobec jonow Zn*" i Co*

oraz 1000-krotnie nizsza wobec innych jonow metali, np. Mg®* czy Ca®* (Rys. 11C) [22].
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Niemniej jednak, podczas pomiarow prowadzonych w temperaturze 4°C dochodzito do
istotnego wzrostu fluorescencji tta, a wzrost poziomu fluorescencji pochodzacej z przecigcia

substratu odpowiadat 60%.
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Rysunek 11. Katalityczny biosensor Pb**-zalezny typu sondy MB (ang. molecular beacon) A)
Struktura drugorzedowa DNAzymu B) Sposob powstawania sygnatu analitycznego C) Selektywno$¢
biosensora Pb**-zaleznego (na podstawie [22]).

Aby zminimalizowa¢ sygnal pochodzacy od tta Liu i Lu [128] wprowadzili dodatkowa
czasteczke wygaszacza na koncu 3’ substratu (Rys. 12C). Zmodyfikowany w ten sposob
biosensor wykazywatl 10-krotny wzrost fluorescencji wynikajacy z przecigcia substratu w
stosunku do poziomu fluorescencji osiggnictego przez sensor pierwszej generacji (Rys. 12B)
w temperaturze pokojowej. Nowy biosensor z podwojnym wygaszaczem wykrywat jony Pb?*

o stezeniu 6 uM, w obecnosci ktorych odnotowywano 600% wzrot poziomu fluorescencji.
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Rysunek 12. Modele DNAzymow, jako fluorescencyjnych biosensoréw wykrywajacych jony metali
A) Ogolny schemat reakcji cigcia RNA katalizowanej przez DNAzymy B-D) Schematy
przedstawiajace mozliwosci rozmieszczenia fluoroforu (oznaczony na zielono) oraz wygaszacza
(oznaczony na szaro) (na podstawie [20]).
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Detekcja optyczna z wykorzystaniem zjawiska fluorescencji jest jednym z najczgsciej
stosowanych podejs¢ eksperymentalnych, pozwalajagcych na otrzymanie mierzalnego sygnatu
analitycznego [129]. Mechanizm funkcjonowania fluorescencyjnego systemu optycznego
oparty na zjawisku FRET jest stosunkowo prosty i pozwala na konstruowanie réznych
biosensoréw charakteryzujacych si¢ odmiennym potozeniem znacznikow fluorscencyjnych

oraz wygaszaczy (Rys. 12B-D).

DNAzym UO?-zaleiny, biosensor o wysokiej czulosci

Liu i wspotpracownicy [58] otrzymali wysoce czuly biosensor wykrywajacy jony
UO3" na poziomie 45 pM w roztworze (Rys. 13). Limit detekcji otrzymanego biosensora byl
ok. 10-krotnie nizszy od limitu detekcji jonow UO3" w metodzie instrumentalnej —

spektrometrii mas z plazmg indukcyjnie sprzg¢zong (ICP-MS — ang. inductively coupled

plasma - mass spectrometry) [14]. Poza wysoka czulo$cig, sensor ten wykazuje milion-

krotnie wyzsza selektywnos¢ w stosunku do jonéw UO3" niz do innych jonéw metali [65].
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Rysunek 13. Katalityczny biosensor UO§+-zale2ny typu sondy MB (ang. molecular beacon) z
podwdéjnym wygaszaczem A) Struktura drugorzedowa DNAzymu B) Sposoéb powstawania sygnatu
analitycznego; Q — wygaszacz, F — fluorofor (na podstawie [22]).

Do konstrukcji biosensora wykorzystano DNAzym 39E, ktéry posiada asymetryczne
ramiona wigzace substrat. Ni¢ sekwencyjna DNAzymu posiadata na koncu 3’ wygaszacz,
natomiast ni¢ sekwencyjna substratu na koncu 5’ fluorofor za§ na koncu 3’ posiadata drugi
wygaszacz (Rys. 13). System z uzyciem podwoédjnego wygaszacza zapewnial obnizenie
sygnatow pochodzacych od tta. Biosensor 39E zostat wykorzystany do oznaczen zawarto$ci
jonéw UO3" w skazonych probkach gleby [58]. Co wiecej, Wu i wsp. [130] unieruchomili
katalityczny biosensor UO?-zaleZny na 13 nm nanoczasteczkach ztota — AUNP, co pozwolito

na detekcje jondw UO3" w linii komorkowej HeLa (Rys. 14).
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Rysunek 14. Katalityczny biosensor UO3*-zalezny immobilizowany na nanoczasteczkach zlota
dziatajacy w systemie in vivo (na podstawie [130])

Detekcja jonéw Cu” — biosensor typu molecular beacon

Jednym z wickszych wyzwan bylo otrzymanie biosensora aktywnego w obecnosci
jondw paramagnetycznych np. jonow Cu®*. Jony tego typu posiadaja zdolno$é do wygaszania
fluorescencji. Jednym ze sposobéw pozwalajacych na otrzymanie biosensora aktywnego w
obecnosci jondw Cu?* bylo przestrzenne odseparowanie miejsca wiazania jonu od miejsca
zwigzania fluoroforu [22]. Liu i Lu [131] otrzymali biosensor typu MB (ang. molecular
beacon) o wysokiej selektywnosci i czutosci wobec jondw Cu?* (Rys. 15). Biosensor
wykazywat 13-krotny wzrost poziomu fluoresencji podczas inkubacji z jonami Cu®*
Selektywno$¢ w obecnoéci jonow Fe?* i UO3" byla ponad 2000-razy mniejsza od
selektywnosci wobec jonow Cu®* (Rys. 15). Limit detekcji na poziomie 35 nM pozwala na
doktadne oznaczanie zawartos$ci jonow Ccu?, ktorych dopuszczalny poziom okreslony przez

Agencje Ochrony Srodowiska w Stanach Zjednoczonych (EPA) wynosi 20 uM [20].

Cu substrat miejsce ciecia ,

Q- AGCTTCTTTCTAATACGGCTTACC F
FAAGAAAGAAC GCGAATGG-O
R N
TTTCTTTCT G
i .

Cu_enzym

Rysunek 15. Selektywnos¢ katalitycznego biosensora Cu®*-zaleznego. Q — oznacza wygaszacz, F —
oznacza fluorofor. Na czerwono oznaczono miejsce katalitycznego cigcia (na podstawie [131]).

Wigkszos¢ opisanych sensorow dziatajacych w oparciu o fluorescencyjny system
detekcji wykorzystuje schemat z podwojnym wygaszaczem w celu minimalizacji sygnatow

tta. Niemniej jednak, Chiuman i Li [132] aby wyeliminowaé problem wysokiego tla
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wprowadzili wygaszacz oraz fluorofor bezposrednio przy miejscu ci¢cia. Rozwigzanie to
pozwolito uzyska¢ 85-krotny wzrost poziomu fluorescencji przy 75% stopniu przecigcia
substratu, aczkolwiek szybko$¢ katalizowanej reakcji spadta. Grupa badawcza Li i wsp. [133]
otrzymata DNAzymy aktywne w niskim pH $rodowiska, wymagajace do aktywnosci
katalitycznej takze wybranych jonéw metali, juz na etapie prowadzonego eksperymentu
selekcji in vitro wprowadzata znacznik fluorescencyjny oraz wygaszacz bezposrednio przy
miejscu katalitycznego cigcia.

Na przestrzeni ostatnich kilku lat pojawity si¢ coraz to nowe, ulepszone biosensory
wykorzystujace katalityczne czasteczki DNA jako element rozpoznajacy (MRE). DNAzymy
katalizujace reakcje hydrolizy wigzania fosfodiestrowego RNA sg najczgsciej wykorzystwane
w konstrukcji biosensorow. Niemniej jednak, DNAzymy katalizujace reakcje ligacji RNA, a
takze DNAzymy o aktywnos$cCi peroksydazy czy tez inne warianty przyjmujace strukture G-
kwadruplekséw rowniez znalazty zastosowanie w systemach detekcji opartych o biosensory
[134].

2.5.1.4. DNAzymy metalozalezne — kolorymetryczny system detekgji

Obok fluorescencyjnego systemu detekcji, ktory charakteryzuje sie wysoka czutoscig
oraz pozwala na odczyt w czasie rzeczywistym czy obrazowanie in vivo, szerokie
zastosowanie w konstrukcji biosensorow wykorzystujacych DNAzymy znalazt takze system
optyczny oparty o przetworniki kolorymetryczne [20]. System kolorymetryczny
charakteryzuje si¢ przede wszystkim prostota pomiaru, wysoka czuto$cig oraz niskimi
kosztami prowadzonej analizy. Co wigcej, jest niezwykle praktyczny, gdyz pomiar mozna
wykona¢ w miejscu pobrania probki. Wymogiem tego typu analizy jest konieczno$¢ uzycia
czasteczek, ktore dajg barwng reakcje w wyniku zwigzania docelowej czasteczki z
biosensorem np. nanoczasteczek ztota (AUuNP). Nanoczasteczki ztota posiadaja
charakterystyczne wilasciwosci optyczne ulegajace zmianom w wyniku ich agregacji badz
dyspersji [14, 56]. Na rysunku 16 przedstawiony zostal ogdlny schemat dziatania biosensora
kolorymetrycznego.

Ni¢ docelowego substratu zostaje wydluzona z obydwu koncéow o fragmenty
komplementarne do 12-nukleotydowych odcinkow DNA  immobilizowanych na
nanoczasteczkach ztota. Nastepnie ma miejsce hybrydyzacja AuNP do nici substratu, ktory
wigze si¢ takze z nicig sekwencyjng deoksyrybozymu na zasadzie komplementarnosci. W

wyniku utworzenia kompleksu enzym—substrat dochodzi do agregacji nanoczasteczek zlota,
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objawiajace si¢ niebieskim zabarwieniem proby. Po wprowadzeniu jonu metalu, np. jonow
Pb* dochodzi do hydrolizy substratu w miejscu katalitycznego ciecia, a tym samym do
rozproszenia agregatu oraz zmiany koloru proby z niebieskiej na czerwona,
charakterystycznej dla stanu dyspersji nanoczasteczek ztota [22]. Kolorymetryczny system

detekcji zostal wykorzystany w konstrukcji biosensorow aktywnych w obecnosci jonow Pb*,

Cu®* czy UO3 [20].

stan agregacji
A nanoczasteczek

,.\m)ﬂ
stan dyspersji
nanoczasteczek

Rysunek 16. Mechanizm dziatania biosensorow metalozaleznych wykorzystujacych nanoczasteczki
ztota (AUNP), jako elementy kolorymetrycznego systemu detekcji (na podstawie [56]).

2.5.2. DNAzymy - potencjalne terapeutyki

Zdolno$¢ deoksyrybozymow do specyficznej hydrolizy wigzania fosfodiestrowego
czasteczek RNA w symulowanych warunkach fizjologicznych sprawita, ze DNAzymy staty
si¢ potencjalnymi narzedziami terapeutycznymi. Moga one petni¢ funkcje enzymow
restrykcyjnych oraz nukleaz, zaprojektowanych w celu hamowania ekspresji genow
niepozadanych biatek na poziomie mRNA [56, 88].

Wigkszos¢ dotychczas opisanych mozliwosci aplikacyjnych w systemach in vivo
dotyczy deoksyrybozymu 10-23 [6]. Wiaze si¢ to przede wszystkim z faktem, ze jest to jeden
z najszerzej opisanych i szczegblowo scharakteryzowanych, pod katem wlasciwosci
katalitycznych, struktury i funkcji DNAzymoéw. Co istotne, jego efektywnos¢ katalityczna w

warunkach, w ktorych stezenie jonéow Mg** bylo na poziomie 2 mM, czyli zblizone do

52



Wstep literaturowy

stezenia panujagcego w komorce, Wyniosta 3,2 x 108 M min™. Pozostale cechy DNAzymu
10-23 przemawiajace za jego wykorzystaniem jako potencjalnego terapeutyka, zostaly
opisane w rozdziale 2.5 (strony 42-43). Niestety, DNAzym ten hydrolizuje tylko wigzanie
typu puryna—pirymidyna w obrebie nici substratu [80, 92-93], co moze narzucaé pewne
ograniczenia w przypadku niektorych zastosowan funkcjonalnych. Niemniej jednak, z roku na
rok rosnie liczba doniesien literaturowych, ktore wskazuja na duzy potencjat katalitycznych
czasteczek DNA w  dziataniu  antybakteryjnym,  przeciwnowotworowym  oraz
przeciwwirusowym. Efektywnos¢ dzialania DNAzyméw oceniana jest zazwyczaj na
podstawie testow z wykorzystaniem linii komérkowych, jak réwniez testow prowadzonych na
modelach zwierzgcych [56]. W tabeli 5 przedstawiony zostat szeroki zakres zastosowan

DNAzyméw do hamowania ekspresji genow w kontekscie dziatan terapeutycznych [36, 113].

Tabela 5. Zastosowanie deoksyrybozymow jako potencjalnych terapeutykow (ha podstawie [36,

113)).

ULEGAJACE KATALITYCZNEMU CIECIU W OBECNOSCI DNAzymow
gen biatka Egrl, czynnikatranskrypcyjnego z domeng , palca cynkowego”
gen letalnego biatka transbtonowego — wirus Epstein-Barr
gen biatka X — HBV
gen biatek antygenowych HBs i HBe — HBV
gen biatka rdzeniowego — HCV
gen gag biatka kapsydu—HIV-1
gen biatka Tat — HIV-1
gen biatka PB2 — wirus grypy typu A
gen biatka N nukleokapsydu—syncycjalny wirus uktadu oddechowego
gen fuzyjny biatka PML/RARa — ostra biataczka promielocytowa
gen ludzkiejtelomerazydziatajacejjako odwrotna transkryptaza
gen liazyizocytrynianowej M. tuberculosis
gen B-laktamazy
gen biatka kodujgcego penicyline (PBP)
gen 12-lipooksygenazy
gen biatka Twist, czynnika transkrypcyjnego z motywem ,helisa-petla-helisa”

gen biatka c-Jun, czynnika transkrypcyjnego z motywem ,zamka leucynowego”
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Sposréd wielu kierunkow badan prowadzonych z wykorzystaniem deoksyrybozymow
hydrolizujacych wigzanie fosfodiestrowe w RNA kluczowg rolg odgrywaja te, ktére dotycza
hamowania ekspresji genow biatek wirusowych m. in. wirusa zapalenia watroby typu B i C,
wirusa grypy, wirusa HIV1, a takze bialek zwigzanych z procesami kancerogenezy.

W przypadku procesu nowotworzenia, DNAzymy moga by¢ wykorzystywane pod
katem inhibicji proliferacji komoérek nowotworowych, modulacji procesu apoptozy, inhibicji
procesu adhezji komoérek 1 angiogenezy oraz zwigkszenia wrazliwosci komorek
nowotworowych na radioterapig [15].

Pierwszy deoksyrybozym skierowany przeciwo komorkom nowotworowym, ktory
hamowal proces ich proliferacji, zostal opisany w 1999 przez Wu i wsp. [135]. Badacze
wykorzystali trzy warianty DNAzymu 10-23 komplementarne do dwoch wariantow mRNA
genu p210-bcr-alb oraz do mRNA genu p190 w komoérkach K562. Obecnos¢ genu ber-alb
zostata potwierdzona u ponad 95% pacjentow z chroniczng bialaczka szpikowa. DNAzymy
inhibowaty ekspresje genu p210brc-alb w 40% oraz ograniczaty wzrost komorek w 50%
przez okres 6 dni. Wprowadzenie pojedynczej mutacji w obrebie konserwatywnego
nukleotydu regionu katalityczngo DNAzymu powodowato utrate jego zdolnosci hamujacych
ekspresje genu bcr-alb  [104]. Potwierdzilo to wysoka specyficzno$¢ —dzialania
zaprojektowanych deoksyrybozymow.

Zaburzenia w procesie apoptozy odgrywaja kluczowa role w kancerogenezie.
Biatkami kontrolujacymi proces apoptozy sa kaspazy, rodzina bialek Bcl-2 oraz biatka
inhibujace proces apoptozy np. surwiwina. Liang i wsp. [136] zaobserwowali wyrazny wzrost
apoptozy oraz istotng inhibicje¢ wzrostu komorek linii howotworu trzustki po wprowadzeniu
DNAzymu nakierowanego na surwiwing.

Wzrost litego guza oraz powstawanie odleglych przerzutéw wymaga cigglej
angiogenezy. Proces angiogenezy jest stymulowany przez czynniki wzrostu — cytokininy
angiogenne, m.in. czynnik wzrostu $rodbtonka naczyn — VEGF (ang. vascular endothelial
growth factor). Deoksyrybozym nakierowany na substrat — receptor VEGFR-2 efektywnie go
przecinal, co powodowato zahamowanie proliferacji komoérek $rodblonka i wzrostu guza
[137]. Oprocz tego, DNAzym Dz13 nakierowany na mRNA genu c-jun, takze znaczgco
inhibowal proliferacje komodrek $rodbtonka 1 migracje, co ograniczalo angiogeneze
nowotworowg oraz dalszy wzrost guza litego [138].

Potencjalne, terapeutyczne wilasciwosci deoksyrybozymow nie ograniczajg si¢ tylko

do inhibicji ekspresji genow bialek zwigzanych z procesem nowotworzenia. Zaréwno
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DNAzym 10-23 jak i DNAzym 8-17 efektywnie hamowaty ekspresj¢ genu gag, kodujacego
biatka kapsydu HIV-1 [139]. Potwierdzona zostala takze aktywno$¢ DNAzymu 10-23
skierowana na gen biatka Env w systemie in vitro. DNAzym tego typu komplementarny do
sekwencji petli V3 mRNA kodujacego biatko Env wirusa powodowatl zahamowanie replikacji
wirusa oraz procesu infekcji [140]. Deoksyrybozymy wykorzystano takze do inhibicji
ekspresji genéw fuzyjnych biatek wirusa zéttaczki typu B (HBV) z lucyferazg [141]. Inne
DNAzymy wykazywaty takze zdolnos¢ 30% inhibicji translacji genow HCV, zaleznej od
elementu IRES (ang. internal ribosome entry site), w komorkach Huh-7 [142].

Podczas badan dotyczacych antybiotykoopornosci Staphylococcus aureus wykazano,
ze DNAzym 10-23 nakierowany na mRNA genu kodujacego enzym - B-laktamaze,
hydrolizujacy wigzanie B-laktamowe w czasteczce antybiotyku oraz nakierowany na mRNA
genu kodujacego biatko wigzace penicyling — PBP (ang. penicillin binding protein), bioragce
udzial w syntezie $ciany komodrkowej, obniza poziom docelowych czgsteczek mMRNA, jak
rowniez liczbe jednostek tworzacych kolonie — CFUs (ang. colony forming units) [36].

Powyzej  opisane  zostaly  jedynie  wybrane przyklady  wykorzystania
deoksyrybozymow do hamowania ekspresji genéw zwigzanych z réznego typu infekcjami
wirusowymi czy kancerogenezg. Niemniej jednak, spektrum mozliwosci aplikacyjnych
DNAzymow jako potencjalnych terapeutykow jest znacznie szersze, o czym $wiadcza dane

zamieszczone w tabeli 5.
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3.1. Otrzymywanie DNAzymow pH-zaleznych metoda selekcji in vitro

Metoda selekcji in vitro (SELEX — ang. Systematic Evolution of Ligands by
Exponential Enrichment) jest strategig badawcza, ktora zostata opracowana w drugiej polowie
lat osiemdziesigtych. Z powodzeniem wykorzystywana jest do badan czasteczek
biopolimerow: kwasow nukleinowych, oligopeptydéw, a takze niskoczasteczkowych
zwigzkow chemicznych. Metoda selekcji in vitro, inaczej mowigc selekcji kombinatorycznej,
polega na wydzieleniu sposrdd licznej puli czasteczek takich wariantow, ktére posiadaja
oczekiwane wiasciwosci biochemiczne, w sposob analogiczny do naturalnych mechanizméw
ewolucyjnych [44, 53]. Poczatkowy, a =zarazem kluczowy etap procesu selekcji
kombinatorycznej, polega na skonstruowaniu na drodze syntezy chemicznej odpowiednio
licznej biblioteki czgsteczek, w ktorej obecne sg warianty o pozadanych wiasciwosciach.
Kolejny etap to wlasciwa selekcja, wedlug ustalonego kryterium, prowadzaca do oddzielenia
czasteczek aktywnych, wykazujacych oczekiwane wilasciwosci, od nieaktywnych.
Wyselekcjonowane czasteczki sg powielane i wzbogacona, nowa biblioteka kombinatoryczna
jest wprowadzana do kolejnego cyklu. Po kilku-, kilkunastu powtdorzonych cyklach selekcji,
warianty obecne w otrzymanej puli czasteczek sg identyfikowane. Nast¢pnie, przeprowadzane
sg badania wybranych wariantow pozwalajagce na okres§lenie ich wlasciwosci, a przede

wszystkim stopnia w jakim spetniajg ustalone wczesniej kryterium selekcji [62].

3.1.1. Otrzymywanie biblioteki kombinatorycznej DNAzymoéw

Pierwszy etap moich badan mial na celu otrzymanie wyjSciowej biblioteki
kombinatorycznej DNAzymow. Przeanalizowatam trzy rozne strategie konstrukcji bibliotek
kombinatorycznych stosowanych do otrzymywania DNAzyméw [56]. Wybrana zostata
strategia, w ktorej region sekwencji zdegenerowanej (tzw. region random; w ktorym w kazdej
pozycji tancucha oligonukleotydowego obecne sg wszystkie cztery podstawowe nukleotydy)
zlokalizowany jest w przewidywanej strukturze drugorzedowej DNAzyméw naprzeciw
pojedynczego wigzania fosfodiestrowego typu rybo, bedacego miejscem katalitycznego
cigcia. Region ten z obydwu stron ograniczony jest segmentami dwuniciowymi DNA (Rys.
17). Zaplanowatam synteze biblioteki kombinatorycznej z regionem random o dtugosci 23

nukleotydow, co odpowiada 0,7 x 10** réznych wariantéw sekwencyjnych czasteczek DNA.
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Na rysunku 17 przedstawiony zostat schemat syntezy biblioteki kombinatorycznej. W
pierwszym etapie otrzymatam dsDNA odpowiadajacy peinej dtugosci DNAzymom poprzez
wykorzystanie wypetniajacej reakcji PCR z uzyciem dwoch oligomerow otrzymanych na
drodze syntezy chemicznej, jednego zawierajacego odcinek sekwencji random oraz
komplementarnego do jego konca 3’ oligomeru P3 zawierajacego rybonukleotyd adeniny,
jako miejsce Kkatalitycznego cigcia. Nastepnie, pule DNAzymow poddawatam znakowaniu
izotopem P w kolejnej reakcji PCR z wykorzystaniem oligomeréw P3 i P4 oraz
radioaktywnego deoksyrybonukleotydu [o-*’P]dCTP. Jednoniciowe warianty otrzymatam
poprzez rozdzielenie nici DNA za pomocg elektroforezy w zelu poliakryloamidowym w
warunkach denaturujagcych. Oligomer P4 zawiera tacznik skladajacy si¢ z 18 reszt glikolu
etylenowego, zatem latwo bylo wybra¢ krétsza, 90-nukleotydowa ni¢ DNA o sekwencji
DNAzymu, wykorzystujac réznice w mobilnosci elektroforetycznej obydwu nici DNA. Po

wycieciu z zelu, pule DNAzymoéw odzyskiwatam na drodze elucji.

3.1.2. Procedura selekcji DNAzyméw prowadzona w obecnosci jonéw Cd**

Otrzymang biblioteke kombinatoryczng wykorzystatam, jako wyjSciowa pule
czasteczek DNA w pierwszym cyklu selekcji in vitro. Zaplanowany schemat selekcji in vitro
DNAzymow przedstawiono na rysunku 18. Skonstruowany on zostal w oparciu o procedury
stosowane wczesniej przez innych badaczy do selekcji DNAzyméw aktywnych w obecnosci

jondw Mg?" [5] czy jondw UO3" [58].

Cykl 1

W pierwszym etapie selekcji otrzymang biblioteke kombinatoryczng DNAzymoéw poddatam
reakcji katalitycznego cigcia w obecnosci 1 mM stezenia jonow Cd*, bedacych
zaplanowanym czynnikiem selekcjonujagcym. Reakcje cigcia prowadzitam przez 60 minut w
buforze o sktadzie: 50 mM HEPES pH 7,0, 100 mM NaCl. Produkty reakcji rozdzielitam na
zelu poliakryloamidowym (Rys. 19). Mierzac radioaktywno$¢ wyjsciowej biblioteki
DNAzymow, wariantow ktore nie ulegly przecigciu oraz produktow po reakcji, odzyskanych
z zelu poliakryloamidowego obliczytam, ze przecigciu ulegato 0,10% ogdlnej puli czasteczek

(Tab. 6)
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Cykl 11-1V

Odzyskany z zelu po cyklu I produkt reakcji cigcia uzyty zostal w reakcji PCR do uzyskania
pelnej dhlugosci biblioteki DNAzymoéw z wykorzystaniem starterow P1 1 P2. Po
wyznakowaniu biblioteki izotopem **P w reakcji PCR z uzyciem [a->?P]dCTP oraz starterow
P3 i P4, pule DNAzymoéw poddawatam kolejnej reakcji cigcia (Rys. 18). Reakcje cigcia
przeprowadzatam w warunkach identycznych jak opisane dla cyklu I. Przecigciu ulegato
0,12% wariantow DNAzymow. W podobny sposob przeprowadzitam kolejne cykle selekcji
Il i 1V, jedynie zmniejszajac 5-krotnie stezenie jonow Cd** do 0,2 mM w cyklu IV, w celu
selekcji wariantow aktywnych przy nizszym stezeniu jonow Cd**. Obliczona efektywnosé
reakcji ciecia bibliotek DNAzyméw w obecnosci jondw Cd?* wynosita 0,11% w cyklu 11 i
0,17% w cyklu IV (Tab. 6).

po I cyklu selekcji po IV cyklu selekcji po V cyklu selekcji
ori ori ori
- ssDNA 90nt z rA .ssDNA 90nt z rA - ssDNA 90nt z rA
[~ 77 ssDNA62nt ssDNA 62nt ssDNA 62nt
po VI cyklu selekcji po VII cyklu selekcji po VIII cyklu selekcji
ori ori ori
‘ ssDNA 90nt z rA d ssDNA 90nt z rA ‘ssDNA 90nt z rA
. ssDNA 62nt # SSDNA 62nt W 5sDNA 62nt
po IX cyklu selekcji po X cyklu selekcji po XI cyklu selekcji
ori ori ori
@ ssDNA90nt zrA ‘ ssDNA 90nt z rA / ssDNA 90nt z rA
¢ ssDNA 62nt \ssDNA 62nt / SSDNA62nt

Rysunek 19. Autoradiogramy przedstawiajace rozdziat produktéw w zelu poliakryloamidowym po
reakcji cigcia biblioteki DNAzymoéw w kolejnych cyklach selekcji.
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Selekcja negatywna po cyklu IV

Celem prowadzonego eksperymentu selekcji in vitro bylo otrzymanie DNAzymow
specyficznych dla jonow Cd?*, dlatego do procedury wiaczytam tzw. selekcje negatywna.
Aby z biblioteki DNAzyméw wyeliminowaé warianty aktywne w obecnosci jondéw Zn**
przeprowadzilam reakeje cigcia w obecnosci 0,2 mM stezenia jondw Zn®* w czasie 60 min.
Za pomoca elektroforezy W zelu poliakryloamidowym rozdzielitam frakcje wariantow
aktywnych i nieaktywnych katalitycznie w tych warunkach, a wyeluowane z zelu warianty

nieprzecigte (o dtugosci 90 nukleotydow) uzytam w nastepnym cyklu selekcji.

Tabela 6. Warunki reakcji ciecia biblioteki DNAzymoéw w obecnosci jonow Cd*".

cykl czas inkubacji [min] stezenie Cd*’[mM] stopien przeciecia [%)]

1 60 1 0,10
2 60 1 0,12
3 60 1 0,11
4" 60 0,2 0,17
5t 30 0,2 0,41
6 30 0,1 11,8
7 10 0,1 15,4
8 5 0,1 22,1
9 1 0,1 11,4
10 1 0,1 16,4
11 1 0,1 8,2

[a] selekcja negatywna przeprowadzona w obecnosci 200 uM Zn(Il) po czwartym cyklu; czas inkubacji 60 minut
[b] selekcja negatywna przeprowadzona w obecnosci 100 uM Mg(Il) oraz 50 uM Ca(ll), Co(l1) Ni(Il), Sr(Il), Mn(l1) i
Zn(I1) po pigtym cyklu; czas inkubacji 30 minut

Cykl V oraz selekcja negatywna po cyklu V

W kolejnym cyklu selekeji reakcje ciecia prowadzitam przy 0,2 mM stezeniu jondw cd*,
skracajac dwukrotnie czas inkubacji do 30 minut. Efektywno$¢ cigcia wynosita 0,41% (Rys.
19, Tab. 6). Naste¢pnie przeprowadzitam kolejng selekcj¢ negatywna wariantow, podobnie jak
po cyklu IV, ale tym razem w obecno$ci mieszaniny jonéw metali dwuwartosciowych: 100
uM Mg oraz 50 puM kazdego z jondw: Ca®*, Sr**, Mn?*, Co®*, Ni** i Zn?*, stosujac czas
inkubacji 30 min. DNAzymy aktywne w obecnosci tych jondw usungtam z biblioteki

wariantow za pomocg elektroforezy w zelu poliakryloamidowym w warunkach
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denaturujgcych. Pule nieprzecictych DNAzymoéw odzyskatam poprzez elucje z zelu i

skierowatam do kolejnego cyklu selekcji.

Cykl VI, VIIi VI

W cyklu VI biblioteke¢ wariantow DNAzymow poddatam reakcji ciecia stosujac 0,1 mM
stezenie jonow Cd*, czyli dwukrotnie nizsze niz w cyklu poprzednim oraz 30-minutowy czas
inkubacji. Zanotowatam znaczny, ponad 28-krotny wzrost efektywnosci reakcji cigcia (Tab.
6). W podobny sposob przeprowadzitam Kkolejne cykle selekcji VII i VIII, zmniejszajac
jedynie czas reakcji z 30 minut do 10 minut w cyklu VII oraz do 5 minut w cyklu VIII.
Efektywnos¢ reakcji cigcia wzrosta do ponad 15% w cyklu VII i 22% w cyklu VIII (Rys. 19,
Tab. 6).

Cykl IX, X1 XI

Dla cykli IX-XI selekcji in vitro w reakcji ciecia zastosowatam 0,1 mM stezenie jondéw Cd?*
inkubujac probe przez 1 minute w 25°C. Efektywno$¢ reakcji cigcia po tym czasie wynosita
ponad 11% w cyklu IX i 16% po cyklu X, natomiast w cyklu X1 zaobserwowatam dwukrotny
spadek stopnia przecigcia wyselekcjonowanej biblioteki DNAzymow do 8% (Rys. 19, Tab.

6). Po etapie XI postanowitam zatrzymac eksperyment selekcji.

Podsumowujac, w wyniku przeprowadzonych 11 cyklow selekcji in vitro wyjsciowa
biblioteka DNAzymow zostata wzbogacona w warianty aktywne katalitycznie, tak ze w
obecnosci 0,1 mM jonow Cd* w cyklu VIII ulegato przecieciu 22% czasteczek w czasie 5

minut, a w cyklu 10 bylo to 16% czasteczek, przy czasie inkubacji skréconym do 1 minuty.

3.1.3. Identyfikacja otrzymanych wariantow DNAzymodw, ktdre okazaty sie aktywne w
niskim pH srodowiska

Po przeprowadzonych 11 cyklach selekcji in vitro do dalszych badan wybratam pulg
wariantéw uzyskang w X cyklu, jako najbardziej aktywng w obecnosci 0,1 mM stezenia
jonow cd* przy najkrotszym z zastosowanych czasie inkubacji wynoszagcym 1 minute.
Bibliotek¢ kombinatoryczng DNAzymow poddatam reamplifikacji z wykorzystaniem
starterow P1 1 P2 (standardowo stosowanych w trakcie procesu selekcji), a nastgpnie
otrzymane produkty reakcji PCR oczyscitam na kolumience QIAquick Spin (QIAGEN®).
Tak przygotowang biblioteke DNAzyméw poddatam klonowaniu przy uzyciu zestawu TOPO
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TA Cloning® Kit (Invitrogen). Sekwencjonowanie wybranych wariantoéw przeprowadzone
zostalo w Pracowni Sekwencjonowania DNA 1 Syntezy Oligonukleotydow IBB PAN w
Warszawie. Uzyskatam kilka grup-rodzin klonoéw, posiadajacych charakterystyczne motywy
sekwencyjne w regionie odpowiadajacym regionowi random w bibliotece wyjsciowej (RyYs.
20). Wyrdzniono cztery gidéwne rodziny klonéw. W rodzinie pierwszej, ztozonej z 23 klonow,
20 klonéw ma identyczng sekwencj¢ w regionie odpowiadajagcym regionowi typu random w
bibliotece wyjsciowej, przy czym 18 klonéw posiada takze mutacje A/G w tej samej pozycji
regionu statego. Jednakze, pozycja ta potozona jest poza regionem starterow, co ttumaczy
mozliwo$¢ pojawienia si¢ tej zmiany. Druga rodzina sktada si¢ z 5 klondéw, a sekwencja
odpowiadajaca regionowi random jest w tym przypadku troche bardziej zréznicowana. W
trzeciej rodzinie tg samg sekwencj¢ odcinka random w wyjsciowej bibliotece ma 8 z 9
klonéow. Rodzina czwarta sktada si¢ z 8 klondéw, a sekwencje odpowiadajace regionowi
random sg identyczne w przypadku 7 klonéw. Jeden z wariantow — #42 nie zostal przypisany
do Zadnej z rodzin. W zestawieniu sekwencji DNAzymoéw szczegdlng uwage zwraca
pojawienie si¢ w regionie odpowiadajacym regionowi random w bibliotece wyjSciowej
motywow sekwencji ztozonych z dwoch, trzech i czterech tych samych nukleotydow. W
rodzinie pierwszej sa to motywy: CCC, AA i TT, w rodzinie drugiej: CCC, AA, CCCC,
AAA, CCCIi TT, w trzeciej: CCC, AA, CCCC, AAA, CC, TT i CC, aw czwartej: TT, AAA,
CCCC, AAA,CC, TTi TT (Rys. 20).

W kolejnym etapie sprawdzitam, w jakich warunkach wybrane DNAzymy z czterech
otrzymanych rodzin wykazuja aktywnos¢ katalityczna, czy dzialaja zgodnie z oczekiwaniem
tj. sa aktywne w obecnos$ci jondw cd*.

Wstepne badanie pozwalajagce na okre$lenie aktywnos$ci katalitycznej wybranych
wariantow DNAzymow rozpoczetam od przeprowadzenia ich znakowania w reakcji PCR z
uzyciem radioaktywnego [(x-32P]dCTP oraz starterow P3 i P4. Jednoniciowe DNAzymy
otrzymatam poprzez rozdzielenie nici DNA za pomoca elektroforezy w Zelu
poliakryloamidowym w warunkach denaturujacych. Po wycigciu z zelu DNAzymy
eluowalam, nastepnie strgcatam etanolem i po rozpuszczeniu badatam ich aktywnosé

katalityczng.
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W trakcie prowadzonych do$wiadczen zaobserwowatam, ze podczas elucji
DNAzymow z grupy I (#6, #57; posiadaja one tg samg sekwencje nukleotydow w obrebie
regionu odpowiadajgcego regionowi random w wyjsciowej bibliotece) i grupy Il (#40),
prowadzonej w obecnosci 0,3 M octanu sodu pH 5,2 przez 3 godziny w temperaturze 25°C
dochodzito do przecinania si¢ tych wariantdw bez udziatu jonow Cd®*. Efektu takiego nie
zaobserwowatam dla DNAzymow #27 i #40, ktore eluowatam buforem TE, czy buforem
IXTBE (Rys. 21 i 22). Wobec powyzszych obserwacji z pewnoscig moglam odrzucic
przypuszczenie o mozliwosci niespecyficznej degradacji nici DNAzymu — gdyby degradacja
miata miejsce obserwowatabym produkty degradacji w $ciezkach odpowiadajacych elucji we
wszystkich stosowanych warunkach. Stwierdzitam zatem, ze warianty z grupy | i Il
najprawdopodobniej ulegaja specyficznemu cigciu w miejscu pojedynczego wigzania
fosfodiestrowego typu rybo (rA), albo w obecnosci jonéw monowalentnych takich jak jony
Na®, albo czynnikiem decydujacym o ich aktywnosci katalitycznej jest srodowisko o niskim

pH.

DNAzilm #6 DNAzyAm #57

(po elucji po ! (po elucji po )

NaOAc straceniu  NaOAc straceniu

\'-0*

e m—

Rysunek 21.Wptyw warunkow elucji z zelu poliakryloamidowego po oczyszczeniu DNAzymow z
grupy |: #6 i #57 na ich aktywnos$¢ katalityczng. DNAzymy eluowano 0,3 M octanem sodu pH 5,2 w
temperaturze 25°C.

DNAZ}(m #27 DNAzym #40
A

f po elucji  po strqceniuY po elucji po straceniu A

TE 1XTBE TE 1xTBE TE 1xXTBE NaOAc TE 1xTBE NaOAc

AP

Rysunek 22. Wptyw warunkéw elucji z zelu poliakryloamidowego na aktywno$¢ katalityczng
DNAzymow z grupy 1 —#27 i grupy 1l — #40. DNAzymy eluowano buforem TE (10 mM Tris pH 8, 1
mM EDTA), buforem 1xTBE (100 mM Tris pH 8, 100 mM kwas borowy, 1 mM EDTA) lub 0,3 M
octanem sodu pH 5,2 w temperaturze 25°C.
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Wobec wstepnych, dos$¢ nieoczekiwanych obserwacji dotyczacych wlasciwosci
otrzymanych DNAzyméw postanowitam sprawdzi¢, jaki wplyw na aktywno$¢ katalityczng
jednego z nich — DNAzymu #27 maja r6zne warunki pH, soli buforujacych oraz obecnosc¢
jonéw metali. Jak wynika z przedstawionych autoradiograméw (Rys. 23) DNAzym #27
wykazywat aktywnos$¢ katalityczng w buforze 50 mM MES o pH < 5,75, a takze w buforze
50 mM NH4OAc pH < 5,75 (Rys. 23, dolny panel). W buforach o pH wyzszym niz 6,0
DNAzym #27 nie wykazywat aktywnoéci katalitycznej. Ponadto, jony Na* nie sg kofaktorem
reakcji cigcia, jak wstepnie przypuszczano, gdyz W obecnosci chlorku sodu o pH 7,0 nie
dochodzi do przecinania si¢ DNAzymu #27. Rowniez anion CH3;COO™ octanu sodu w
obecnosci ktorego prowadzono elucje i podczas ktorej dochodzito do specyficznego cigcia
DNAzymu #27, nie bierze udzialu w reakcji cigcia tego wariantu, gdyz nie obserwowano
cigcia w obecnosci octanu amonu o pH 6,0 (Rys. 23, gorny panel). Jednoznacznie mogtam
stwierdzi¢, iz na aktywno$¢ Katalityczng otrzymanych DNAzymow wptywa pH $rodowiska
reakcji. Ponadto, obecno$¢ jonéw Mg®* o stezeniu 10 mM catkowicie inhibowata reakcje
przecinania si¢ DNAzymu #27 w buforach o pH 5,5, za§ 1 mM stgzenie tych jonow w
niewielkim stopniu hamowato reakcje ciccia. Nieoczekiwanie, jony Cd®*, ktore z zatozenia
powinny by¢ kofaktorem reakcji cigcia, wykazywaty zdolnos¢ catkowitej inhibicji aktywnosci
katalitycznej DNAzymu #27 (Rys. 23, dolny panel).

Zatozonym celem przeprowadzonego eksperymentu selekcji in vitro byto uzyskanie
DNAzymo6w aktywnych w obecnos$ci Cd*. Stad czynnikiem selekcjonujacym byta obecnosc¢ i
zmniejszajace si¢ stezenie jonow Cd?*, a nie niskie pH $rodowiska. Otrzymatam jednak
DNAzymy aktywne w niskim pH $rodowiska (szczegdtowy opis aktywnosci katalitycznej
wybranych wariantow znajduje si¢ w rozdz. 3.2 i 3.3). Eksperymenty selekcji in vitro
zwigzane sg zawsze z ryzykiem, ze nie otrzymamy wariantow o pozadanych wtasciwosciach.
Do takiego wyniku selekcji mogly przyczyni¢ si¢ dwa czynniki: 1/ 23-nukleotydowy region
random w wyjsciowej bibliotece kombinatorycznej moglt by¢ za krotki do utworzenia centrum
katalitycznego zaleznego od wigzania jonow Cd** oraz 2/ procedura selekcji ze
standardowym etapem strgcania DNA w pH 5,2, obnizonym w stosunku do pH 7,0
stosowanego podczas selekcji wariantow, mogla spowodowaé, ze w konsekwencji

otrzymatam DNAzymy ,,pH-zalezne”.
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Rysunek 23. Aktywno$¢ katalityczna DNAzymu #27 w roznych warunkach pH, buforu oraz w
obecnosci jondw Mg* o stezeniu 10 mM (gérny panel) i I mM (dolny panel), a takze jonow Cd*" o
stezeniu 1 mM (dolny panel). Reakcje prowadzono w temperaturze 25°C przez 60 minut w 50 mM
buforach: TE, Tris-HCI, MES, NH,OAc oraz w 50 mM NaCl.

3.2. DNAzymy pH-zaleine — charakterystyka wybranych wariantéw

sekwencyjnych dziatajacych w uktadzie jednoczasteczkowym (in cis)

3.2.1. Profil pH wybranych DNAzymdw i ich specyficzno$¢ wobec jonow metali

W wyniku przeprowadzonej selekcji in vitro otrzymatam DNAzymy aktywowane w
wyniku obnizenia pH $rodowiska do wartosci okoto 5,5. Przeprowadzitam zatem
doswiadczenia majace na celu wyznaczenie profilu pH wybranych wariantow DNAzymow
,»pH-zaleznych”. Sprawdzitam, w jakich warunkach pH DNAzymy, przedstawiciele czterech
otrzymanych rodzin, wykazujg najwyzszg aktywnos$¢ katalityczng, a takze, jaki wptyw na
wykazywang aktywno$¢ majg jony metali. Przeprowadzone badania pozwolily na okreslenie
specyficznosci dziatania DNAzymow otrzymanych na drodze selekcji in vitro.

Badanie aktywno$ci katalitycznej rozpoczgtam od przeprowadzenia znakowania

wybranych DNAzyméw izotopem *P w reakeji PCR z uzyciem radioaktywnego [a->*P]dCTP
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oraz starterow P3 i P4. Jednoniciowe DNAzymy otrzymatam poprzez rozdzielenie nici DNA
za pomocg elektroforezy W zelu poliakryloamidowym w warunkach denaturujgcych. W
kolejnym etapie zbadatam aktywnos¢ katalityczng DNAzymow przy roznych warto$ciach pH
2,5-7,0 soli buforujacych. Na podstawie przeprowadzonych doswiadczen okreslitam profil
pH wariantéw DNAzymow reprezentujgcych kazdg z wyselekcjonowanych rodzin (Rys. 24).

Histogram na rysunku 25 ilustruje wptyw pH $rodowiska na aktywnos$¢ katalityczng
wybranych DNAzyméw. DNAzym #27 (Dz27) z rodziny I ulegl przecigciu w 75% podczas
60-minutowej inkubacji w 50 mM cytrynianie sodu o0 pH 4,0. Wraz z obnizaniem warto$ci pH
do 2,5 stopien przecigcia tego wariantu spadt do 30%, za$§ w pH bliskim 6,0-7,0 nie
wykazywat on aktywnos$ci katalitycznej (Rys. 24 i 25). Inny wariant z rodziny | — DNAzym
#22 (Dz22) wykazywat aktywno$¢ katalityczng w $rodowisku o pH 3,5-4,5, przy czym
Najwyzszy stopien przeciecia wynosit 49% w pH 4,0. Nalezy jednak zauwazy¢, ze wariant ten
wykazuje aktywno$¢ katalityczng w wezszym zakresie pH niz DNAzym #27, mimo ze
obydwa warianty naleza do rodziny I. Ponadto, stopien przecigcia Dz22 w pH 4,0 byt 0 25%
nizszy niz Dz27. Zréznicowany poziom aktywnosci obu wariantow moze by¢ wynikiem
roznego skltadu nukleotydowego w obrebie 3° konca regionu katalitycznego. Roznice w
sekwencji nukleotydowej obu DNAzyméw moga wptywac na stabilno$¢ termodynamiczng
czasteczek oraz na sposob ich zwijania si¢ — tym samym moze to skutkowac r6zng strukturg
drugorzedowa obu DNAzymoéw.

DNAzymy #24 i #40, przedstawiciele rodzin Il i I1l, podobnie jak warianty z rodziny |
w najwyzszym stopniu ulegaty przecieciu w pH 4,0, przy czym stopien przeciecia dla Dz24,
Dz40 byt odpowiednio o0 30% i 20% nizszy od obserwowanego dla Dz27. DNAzym #15 z
rodziny 1V, w przeciwienstwie do wariantow z pozostalych grup, maksymalng aktywnosc
katalityczng osiggat w pH 4,5, a nie w pH 4,0. Stopien przecigcia Dz15 w 50 mM cytrynianie
sodu o pH 4,5 wyniost okoto 50%. W pH > 5,0 wariant Dz15 nie ulegat przecigciu. DNAzym
#42, ktory nie zostat zakwalifikowany do zadnej z otrzymanych rodzin, nie wykazywat
wysokiej aktywnos¢ katalitycznej w zadnym z badanych wartosci pH (Rys. 25). Na podstawie
uzyskanych wynikow stwierdzitam, ze otrzymane DNAzymy wykazuja najwyzszy stopien

przecigcia W pH mieszczacym si¢ W zakresie 4,0-4,5.
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Rysunek 24. Autoradiogramy ilustrujace aktywnos$¢ katalityczng DNAzymoéw pH-zaleznych: A)
Dz27 B) Dz22 C) Dz24 D) Dz40 E) Dz15 F) Dz 42 przy réznym pH S$rodowiska. Reakcje
prowadzono w buforach o stezeniu 50 mM w temperaturze 25°C przez 60 minut.
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Rysunek 25. Profil pH DNAzymow pH-zaleznych. Na wykresie przedstawiono stopien przecigcia
DNAzymow z grupy 1 (Dz27, Dz22), grupy Il (Dz24), grupy Il (Dz40), grupy IV (Dz15) oraz
DNAzymu niezaklasyfikowanego do zadnej z tych grupy (Dz42), w réznych warunkach pH i soli
buforujgcych.Wykres sporzadzono na podstawie danych przedstawionych na rysunku 24.
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Wigkszo$¢ opisanych dotychczas w literaturze DNAzymoéw do swojej aktywnosci
katalitycznej wymaga kofaktoréw w postaci jonow metali. Grupa badawcza Li i wsp. [133]
otrzymata DNAzymy aktywne w niskim pH S$rodowiska, ktéore do swojej aktywnosci
katalitycznej wymagaja nie tylko kwasnego $rodowiska reakcji, ale takze obecno$ci
wybranych jonéw metali. Wobec powyzszego postanowitam zbadaé specyficznos¢ dziatania
wariantow Dz15 1 Dz27 w obecno$ci wybranych jonéw metali przy optymalnych dla ich
aktywnos$ci wartoSciach pH tj. dla Dz27 pH 4,0, dla Dz15 pH 4,5 (Rys. 26 i 27).

Wariant Dz15 w buforze o pH 4,5 ulegat 50% przecigciu bez udziatu jonéw metali.
Obecno$é jonow Mg?*, Zn?*, Sr**, Ca?*, Mn*", Co®*, Ni** o stezeniu 1 mM lub 0,1 mM oraz
100 mM Na* nie wplyneta istotnie na aktywnosé katalityczna tego wariantu. Jony Cd** o
stezeniu 1 mM oraz jony K* o stezeniu 100 mM obnizaty aktywno$é Dz15 o ok. 10% (Rys.
26). Testowane jony metali nie wptywaly takze na zwigkszenie aktywnosci katalitycznej
wariantu Dz27. W buforze o pH 4,0 wariant Dz27 ulegat przecigciu W 80% bez udziatu jonow
metali. Obecno$¢ jonow metali nie zwigkszata istotnie stopnia przecigcia DNAzymu #27,
natomiast 1 mM stezenie jonow Cd*" inhibowato reakcje katalitycznego cigcia o ok. 40%
(Rys. 27).

W wyniku przeprowadzonych do$wiadczen wyznaczytam profil pH DNAzymow
reprezentujacych kazdag z wyselekcjonowanych rodzin. Z szeSciu testowanych DNAzymow
do dalszych badan wybratam dwa warianty: Dz15 oraz Dz27, ktore wykazywaty najwyzsza
aktywno$¢ katalityczng. Warianty te okazaty si¢ by¢ DNAzymami dziatajacymi w srodowisku
kwasnym, z optimum przy pH 4,0—4,5, a do osiggnigcia wysokiej aktywnos$¢ katalitycznej nie

wymagaty obecnosci jondw metali.
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Rysunek 26. Wplyw wybranych jonéw metali na stopien przecigcia DNAzymu pH-zaleznego Dz15.
Reakcje¢ prowadzono w buforze: 50 mM cytrynian sodu pH 4,5 w temperaturze 25°C przez 60 minut.
K(+) linia kontrolna pH 4,5, brak jonow metali; K(-) linia kontrola pH 7,0, brak jonow metali.
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Rysunek 27. Wpltyw wybranych jonéw metali na stopien przecigcia DNAzymu pH-zaleznego Dz27.
Reakcje prowadzono w buforze: 50 mM cytrynian sodu pH 4,0 w temperaturze 25°C przez 60 minut.
K(+) linia kontrolna pH 4,0, brak jonow metali; K(-) linia kontrola pH 7,0, brak jonow metali.
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3.2.2. Struktura drugorzedowa DNAzymu #15 i DNAzymu #27

Do badan majacych na celu scharakteryzowanie struktury drugorzedowej DNAzymow
pH-zaleznych wybratam dwa warianty — DNAzym #15 oraz DNAzym #27, ulegajace reakcji
katalitycznego cigcia, odpowiednio w optymalnych warunkach pH 4,0 oraz 4,5. Ze wzgledu
na charakter czasteczek — sg to oligomery DNA — mozliwo$¢ analizy ich struktury
drugorzedowej w oparciu o dostepne techniki eksperymentalne byta ograniczona. Wiekszos¢
metod przeznaczonych do analizy struktury drugorzedowej kwasow nukleinowych np.
technika SHAPE, metoda modyfikacji chemicznej z wykorzystaniem ketoksalu czy CMCT,
mapowanie enzymatyczne przy uzyciu nukleaz T1, V1 oraz A, czy stosowana w naszym
laboratorium od szeregu lat metoda ci¢¢ indukowanych jonami otowiu [143] maja
zastosowanie wylacznie dla czgsteczek RNA. W zwigzku z powyzszymi ograniczeniami, do
realizacji postawionego celu wykorzystalam metod¢ mapowania struktury drugorzedowe;j
DNA przy uzyciu nukleazy S1 oraz odczynnika chemicznego siarczanu dimetylu (DMS). Do
badania struktury drugorzedowej DNAzymoéw skonstruowatam ich warianty niculegajace
przecieciu, ktore zamiast rybonukleotydu adeniny w miejscu katalitycznego cigcia, posiadaty
deoksyrybonukleotyd adeniny (synteza wariantow rozdz. 6.4.4).

Endonukleaza S1  wykazuje aktywno$¢ nukleolityczng zarowno  wobec
jednoniciowego DNA jak i RNA, jednak w stosunku do DNA aktywno$¢ enzymu jest
znacznie wyzsza. Znakowane izotopem *P z konica 5° DNAzymy pH-zalezne poddawatam
reakcji trawienia nukleazg S1 w temperaturze 25°C w czasie 2, 51 10 minut (Rys. 28A i 29A).
Po rozdziale elektroforetycznym produktéw trawienia zaobserwowalam cigcia w obrgbie
nukleotydéw 1-30 z konca 5’ (szczegdlnie silne cigcia przy nukleotydach A7 i A8) i w
obrebie nukleotydow 75-85 z konca 3’ nici sekwencyjnych obu DNAzyméw pH-zaleznych.
Ponadto, w przypadku wariantu Dz15 cigcia zaobserwowalam takze w obrebie regionu
katalitycznego T49-T71. W zwiazku z powyzszym mozna przypuszczaé, ze wspomniane
regiony DNA maja charakter jednoniciowy. Region katalityczny DNAzymu #27 (C49-G71)
wydaje si¢ by¢ mniej dostepny dla dziatania nukleazy S1. Wyrazny zanik ci¢¢ mozna
zauwazy¢ natomiast dla regionow A31-G38 oraz C43-C52 obu wariantow DNAzymow
(Rys. 28A 1 29A).

DNAzymy #15 i #27 poddatam takze analizie strukturalnej za pomocg metody
modyfikacji chemicznej z wykorzystaniem DMS w obecnosci hydrazyny. W tych warunkach
modyfikacji ulega reszta cytozyny w pozycji N3. Ponadto, reakcji ulegaja wytgcznie cytozyny

niezaangazowane W tworzenie par typu Watsona-Cricka. Po reakcji z hydrazyna,
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rozszczepiatam wigzania fosfodiestrowe DNA w miejscach modyfikacji za pomoca
piperydyny [144]. Nastepnie, produkty rozdzielatam elektroforetycznie i identyfikowatam
miejsca modyfikacji. Zaobserwowatam istotng modyfikacj¢ niektorych reszt cytozyny
zlokalizowanych poza regionem katalitycznym. Interesujace, ze regiony katalityczne obu
czasteczek DNAzymow (T49-T71 w Dz15 oraz C49-G71 w Dz27) nie byly dostepne dla
modyfikacji za pomocg DMS w tych warunkach (Rys. 28B i 29B).

W celu uzyskania dodatkowych informacji, do analizy struktury drugorzedowej

otrzymanych DNAzymoéw do badan wiaczytam takze metode modyfikacji chemicznej DMS
w warunkach gdy metylacji ulegaja reszty guaniny w pozycji N7 [145]. Wiazanie
glikozydowe metylowanej przez DMS reszty puryny jest stosunkowo stabe i tatwo ja
wyszczepi¢ z tancucha polinukleotydowego, a tancuch przecig¢ za pomoca piperydyny. Po
rozdziale elektroforetycznym zidentyfikowatam miejsca modyfikacji chemicznej w
DNAzymach w obrebie regionow bogatych w guanozyny, co z kolei moze wskazywacé, iz
regiony te prawdopodobnie nie sg zaangazowane w tworzenie niekanonicznych par zasad i
struktur trzeciorzedowych tych czasteczek (Rys. 28A i 29A).
Uzyskane dane eksperymentalne (najsilniejsze cigcia nukleazg S1 oraz najintensywniejsze
modyfikacje siarczanem dimetylu) zostaly wprowadzone do programu RNAstructure 5.6
[146], ktory pozwala na wygenerowanie prawdopodobnych struktur drugorzedowych
czasteczek kwasow nukleinowych. Dla DNAzymu #15 program zaproponowat dwie struktury
drugorzgdowe o energii swobodnej odpowiadajacej okoto -11 kcal/mol. Obie struktury
posiadajg charakterystyczng spinke w obrebie nukleotydow A31-T50 zakonczonag
czteronukleotydowa petlag apikalng typu GNRA (N — dowolny nukleotyd, R — puryna), ktora,
podobnie jak w RNA, mogtaby stabilizowa¢ termodynamicznie struktur¢ szpilki. Region
katalityczny (T49-T71) nie posiada wyodr¢bnionych zadnych motywow strukturalnych i
przypomina region katalityczny powszechnie znanego DNAzymu 10-23 [6]. Na koncu 3’
czasteczki pojawia si¢ spinka, ktora powstaje wskutek oddziatywan nukleotydow dystalnej
czescei regionu 3’ (reszty G72-C90), zakonczona 7-nukleotydowa petla. W obrgbie trzonu
spinki wystepuje pojedyncze niesparowanie typu A-G mogace dziata¢ destabilizujaco (Rys.
30A). Spinka obecna na koncu 3’ czasteczki jest charakterystycznym motywem strukturalnym
pojawiajacym si¢ W pracach Liu i wsp. [58], dotyczacych DNAzymu aktywnego w obecnosci
jonow UO3". Natomiast w przypadku DNAzymu #27 w obrebie regionu katalitycznego
tworzy si¢ motyw strukturalny typu spinki z duzg petla 14-nukleotydowa badz spinki z petla
6-nukleotydows.
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Wariant ten réwniez posiada w obrebie nukleotydow G33-C48 spinke zakonczong
czteronukleotydowg petlg apikalng typu GNRA (N — dowolny nukleotyd, R —puryna). Na
rysunku 30B przedstawione zostaly dwie prawdopodobne struktury drugorzedowe DNAzymu

#27, dla ktorych wartos¢ AG wynosi -8,0 kcal/mol.
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Rysunek 30. Proponowane struktury drugorzgdowe DNAzyméw pH-zaleznych: A) Dz15 B) Dz27
wygenerowane przy pomocy programu RNAstructure 5.6 z zaznaczonymi miejscami trawien nukleaza
S1 oraz modyfikacji chemicznej reszt cytozyny przy uzyciu siarczanu dimetylu. Na zielono
zaznaczono region typu random w wyjsciowej bibliotece kombinatorycznej DNAzyméw. Czerwong
czcionkg oznaczono miejsce katalitycznego cigcia.

Przeprowadziatam takze analize in silico w celu znalezienia mozliwych struktur
drugorzedowych otrzymanych DNAzyméw wykorzystujac programy Mfold [147] i RNAfold
[148], ktore generujg struktur¢ drugorzedowg DNA w oparciu o algorytm MFE (ang.
minimum free energy), a takze program KineFold [149], ktory posiada zdolno$¢ zwijania
DNA z uwzglednieniem pseudoweziow. Aranzacje struktur drugorzedowych zaproponowane
przez wyzej wspomniane programy byly podobne do tych, ktére wygenerowal program
RNAstructure. Mianowicie, posiadaly w obrebie nukleotydow A31-T50 strukture spinki
zakonczong czteronukleotydows petlg apikalng typu GNRA (N — dowolny nukleotyd, R —
puryna), region katalityczny DNAzymu #15 nie posiadat zadnych motywow strukturalnych

badz byt czgSciowo zaangazowany w tworzenie struktury spinkowej na koncu 3’ czasteczki, a
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w obrgbie regionu katalitycznego DNAzymu #27 tworzyt si¢ motyw strukturalny typu spinki
(C60-G71) z petla 6-nukleotydowg oraz nieduzym trzonem ztozonym z trzech par zasad.
Kolejne doswiadczenia postanowitam planowa¢ w oparciu o struktury drugorzedowe
DNAzymow wygenerowane przez program RNAstructure.

Nalezy jednak zauwazy¢, iz struktury wygenerowane przez program RNAstructure nie
sg catkowicie zgodne z danymi eksperymentalnymi przedstawionymi na zatgczonych
autoradiogramach. Na przyktad, program przedstawia region katalityczny Dz15 jako fragment
jednoniciowy niezaangazowany W tworzenie zadnych motywow struktury drugorzgdowej, Co
dobrze koreluje z danymi z mapowania nukleaza S1, dla ktorej region ten byt dostepny.
Jednakze, reszty cytozyny obecne w tym regionie nie ulegaja modyfikacji za pomoca DMS,
co sugeruje, ze moga by¢ one zaangazowane W tworzenie wigzan np. dalekiego zasiegu. Co
istotne, w przypadku DNAzymoéw dziatajacych w niskim pH $rodowiska jest wielce
prawdopodobne, ze w ich strukturach obecne sg nietypowe oddziatywania z zaangazowaniem
protonowanej reszty cytozyny np. C*-C czy C*-CG, badz protonowanej reszty adeniny A™-A".
Obecnosci takich oddziatywan nie potwierdzaja dostgpne metody analizy mapowania

struktury drugorzedowej czasteczek [150].

3.3. Wiasciwosci katalityczne wybranych wariantéw DNAzymoéw aktywnych w

niskim pH srodowiska skréconych z korica 5’ i 3’

3.3.1. DNAzymy dziatajace w uktadzie jednoczasteczkowym (in cis)
3.3.1.1. Okreslanie profilu pH wybranych DNAzymoéw

W oparciu o wyniki mapowania struktur drugorzedowych DNAzymow pH-zaleznych,
postanowitam okresli¢ rolg ich elementow dystalnych tj. koncow 5’ i 3° w reakcji katalizy.
Zaprojektowatam dwa rodzaje wariantow DNAzymow pH-zaleznych. Pierwszy rodzaj, to
DNAzymy skrocone o 19 nukleotydow z konca 5°, ktore otrzymalam w reakcji PCR z
uzyciem starterow P4 i P3.2. Drugi rodzaj, DNAzymow to czasteczki skrocone o 19
nukleotydéw zarowno z konca 5°, jak i z konca 3’. Warianty skrocone z obu koncow
uzyskane zostaty na drodze syntezy chemicznej.

Aktywno$¢ katalityczng skroconych wariantow DNAzymu #15 okreslitam przy
réznych wartosciach pH $rodowiska reakcji w zakresie 2,5-7,0 oraz w obecnosci roznych soli
buforujacych (Rys. 31). DNAzym #15 skrocony z konca 5° — Dz15W5’ nie wykazywat
aktywnosci katalitycznej w pH < 3,0 oraz w pH > 5,0. Stopien przecigcia tego wariantu w pH

78



Wyniki

3,5 wynosit 30% zas w pH 4,0-4,5 ok. 40-45%. W stosunku do aktywnosci katalitycznej
DNAzymu #15 pelnej dlugosci (Rys. 25), aktywnos$¢ katalityczna wariantu skroconego z
konca 5° w pH 3,51 4,0 byla wyzsza odpowiednio 0 15% i 7%. Natomiast w srodowisku o pH
4,5 stopien przecigcia Dz15WS5’ byl na poziomie 38% i byt nizszy 0 ok. 10% od stopnia
przecigcia wariantu petnej dtugosci (Rys. 251 31)

Usunigcie 19 nukleotydéw jednoczesnie z konca 5’ i 3> DNAzymu #15 — Dz15WS
nieznacznie poprawito jego wilasciwosci katalityczne. Wariant ten ulegl przecieciu w 50%
przy 60-minutowej inkubacji w 50 mM cytrynianie sodu o pH 4,0-4,5. Nizszy stopien
przeciecia, na poziomie okoto 30%, wariant Dz15WS wykazywat w pH 3,5. Co ciekawe,
usunigcie 19 nukleotydow jednoczesnie z konca 5° i 3> DNAzymu spowodowato 3-krotny
wzrost stopnia jego przeciecia w pH 5,0, w stosunku do obserwowanego dla wariantu peltnej
dhugosci. Ponadto, Dz15WS nie wykazywat istotnej aktywnosci katalitycznej w pozostatych z
badanych wartosciach pH tj. w pH < 3,0 oraz pH > 5,5 (Rys. 31).

Dz15W5' Dz15WS
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2,5 w 3,0 | 3,5 | 4,0 | 4,5 | 5,0 | 5,5 | 6,0 | 6,5 | 7,0“ pH

cytrynian sodu MES HEPES

Rysunek 31. Profil pH DNAzymu pH-zaleznego #15. Na wykresie przedstawiono stopien przeciecia
DNAzymu skroconego z konca 5° — Dz15W5’ oraz DNAzymu skroconego z obu koncow 5’ 1 3° —

Dz15WS w réznych warunkach pH i soli buforujacych. Reakcje prowadzono w temperaturze 25°C
przez 60 minut.

Okreslitam takze aktywno$¢ katalityczng skréoconych wariantéw pH-zaleznego
DNAzymu #27 (Rys. 32). Zaobserwowatam praktycznie catkowity spadek aktywnos$ci
DNAzymu skroconego z konca 5° — Dz27W5’ w stosunku do aktywno$ci DNAzymu pelnej
dhugosci w zakresie pH 2,5-3,0 (Rys. 25 i 32). Wariant Dz27W5’ wykazywat 60-70%
stopien przecigcia w pH 3,5-4,0, podobnie jak wariant pelnej dlugosci. Ponadto, DNAzym
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skrocony z konca 5’ byt praktycznie nicaktywny w pH > 5,0. Natomiast skrocenie DNAzymu
#27 z obu koncoéw 5’ i 3’ skutkowato znaczacym spadkiem aktywnosci w pH 2,5-3,0 do
poziomu 2-4%. Wariant Dz27WS ulegt 65% przecigciu przy 60-minutowej inkubacji w 50
mM cytrynianie sodu o pH 4,0-4,5, natomiast nic wykazywal aktywnosci katalitycznej w pH
>5,5. Zatem profil pH dzialania DNAzymu #27 po skroceniu z obu koncow 5° 1 3° ulegt
zawezeniu; wariant Dz27WS byt wysoce aktywny w pH 3,5-4,5, podczas gdy petnej dtugosci
DNAzym #27 byt aktywny w $rodowisku o pH w zakresie 2,5-4,5, z optimum aktywno$ci
przypadajacym w pH 4,0 (Rys. 25 i 32).
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Rysunek 32. Profil pH DNAzymu pH-zaleznego #27. Na wykresie przedstawiono stopien przeciecia
DNAzymu #27 skroconego z konca 5° — Dz27W5’ oraz DNAzym skroconego z obu koncow 5°13° —

Dz27WS w réznych warunkach pH i soli buforujacych. Reakcje prowadzono w temperaturze 25°C
przez 60 minut.

Podsumowujgc, w wyniku przeprowadzonych do$wiadczen wyznaczono profil pH
»uproszczonych” wariantow dwoch DNAzymow pH-zaleznych, co pozwolito na okre$lenie
roli elementow dystalnych tj. konca 5° i 3 czasteczek w reakcji katalizy. Wykazano, iz
odciecie 19 nukleotydowych fragmentow z konca 5°, jak 1 z konca 3’ nie pogarsza ich
wlasciwosci katalitycznych. Aktywnos¢ DNAzymu #15 skroconego z obu koncoéw 5’ 1 3° —
Dz15WS w pH 4,0-4,5 ulegta zwigkszeniu w stosunku do czasteczki o petnej dlugosci.
Natomiast aktywno$s¢ DNAzymu #27 skroconego z obu koncu 5” i 3° — Dz27WS nieznacznie
spadta w pH 4,0 oraz nieznacznie wzrosta w pH 4,5. Zatem skrdcone warianty DNAzymow

pH-zaleznych sg aktywne katalitycznie i wykazujg optimum dzialania w zakresie pH 4,0—4,5.
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3.3.1.2. State szybkosci reakcji katalitycznego ciecia DNAzymow

Po wstepnej charakterystyce wiasciwosci katalitycznych i1 specyficzno$ci dziatania
DNAzymow pH-zaleznych skréconych z konca 5° 1 3° okreslitam state szybkosci reakcji
katalitycznego ciecia DzI15WS oraz Dz27WS w buforze o pH optymalnym dla zachowania
ich wysokiej aktywnosci katalityczne;.

Do zbadania aktywnos$ci katalitycznej wykorzystatam metod¢ znakowania izotopem
%2p wybranego wariantu DNAzymu z konca 5° z uzyciem radioaktywnego [y->?P]ATP oraz
kinazy polinukleotydowej. Po elektroforezie w zelu poliakryloamidowym, DNAzym byt
eluowany w pH 7,0, stragcany etanolem i po rozpuszczeniu uzyty do okreslania statych
szybkosci reakcji (Kops). Reakeje prowadzono w obecnosci 50 mM cytrynianu sodu o pH 4,0,
w dwoch temperaturach, w 25°C oraz w 37°C, w celu okres$lenia wptywu temperatury na
szybko$¢ katalizowanej reakcji, a posrednio na strukture drugorzedowa badanych czasteczek
(Rys. 33i 34).

25°C 37°C

K 15730745"1" 2 3’ 5 10'20°30'60’ K 15"30745”1" 2° 3' 5 10’ 20'30'60’ [czas reakcji]
T — — ——

- —————————

Rysunek 33. Przyktadowe autoradiogramy przedstawiajace przebieg reakcji ciecia DNAzymu
Dz27WS prowadzonej w temperaturze 25°C i 37°C w obecnosci 50 mM cytrynianu sodu o pH 4,0. K
— linia kontrolna, pH 7,0.

Badane DNAzymy sa wariantami wolnotngcymi, gdyz przyrost ilosci produktu
przebiegal relatywnie wolno, a reakcja cigcia nawet po godzinie nie osiggata stanu plateau. W
tej sytuacji, dla otrzymania rzetelnych wartosci statych szybkosci reakcji (Kobs), konieczne
byto wykonanie wykresu zaleznosci y = f(x), gdzie y = In (S) oraz x = t. Wykorzystano

rOwnanie proste;j:

In(S)=a*t+b
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gdzie: a — Kops, S — ubytek substratu w czasie t oraz b — miejsce przeciecia z osig OY. Do
wyznaczenia prostej wybierano przedzial argumentow t, zaczynajac od t = 0, odpowiadajacy
prostoliniowemu odcinkowi wykresu wyktadniczego (Rys. 34).

Reakcja katalitycznego przecinania si¢ wariantu Dz15WS prowadzona w temperaturze
25°C przebiegata ze stala szybkoscia wynoszaca ok. 0,007 min™. W reakcji prowadzonej w
temperaturze 37°C DNAzym 15WS wykazywal 2-krotnie wyzszg aktywno$¢ Katalityczng niz
w 25°C, a stala kgps wynosita wowczas 0,012 min™ (Rys. 35). Reakcja katalitycznego
przecinania si¢ wariantu Dz27WS prowadzona w temperaturze 25°C i w temperaturze 37°C
przebiegata ze zblizong szybkoscig w $rodowisku o pH 4,0, state Kqps wynosity odpowiednio
0,0352 min™ i 0,0361 min™* (Rys. 35).

A B
4,61+
4,60 4,60+
4,59
| 4 55
4,58
& 4,57 @
w 4
= ] = 4,50 -
4,56
4,55 4 445
4,54
4,53 | T T T T T T 4140 T v T T T M T T T v T
0 1 2 3 4 5 0 1 2 3 4 5
czas [min] czas [min]

Rysunek 34. Wykresy zalezno$ci logarytmu naturalnego ubytku substratu od czasu dla reakcji ciecia
A) DNAzymu Dz15WS oraz B) DNAzymu Dz27WS, prowadzonej w pH 4,0.

Warto zauwazy¢, ze obydwa DNAzymy katalizowaly reakcje cigecia z rozng
szybkoscig. Wariant Dz27WS, jako przedstawiciel grupy | wariantow otrzymanych w
procesie selekcji, wykazywal istotnie wyzsza aktywnos¢ katalityczng w stosunku do wariantu
Dz15WS, bedacego przedstawicielem grupy IV. Stale szybkos$ci reakcji katalitycznego cigcia
wariantu Dz27WS, w zaleznosci od temperatury reakcji byty 3- i 5-krotnie wyzsze niz Kops
wariatu Dz15WS (Rys. 35).

Postulujemy, ze efekt nizszej aktywnosci katalitycznej DNAzymu 15WS moze by¢
zwigzany ze specyficznym sktadem nukleotydowym regionu katalitycznego. Region
katalityczny tego wariantu zawiera sekwencje ztozong z ciggéw dwoch, trzech i czterech tych
samych nukleotydow: TTacAAACCCCAAACCTTctcTT, co moze skutkowaé zwinigciem

82



Wyniki

czgsteczki DNAzymu w forme wykazujacg nizszg aktywno$¢ katalityczng w Srodowisku o

niskiej wartosci pH.

0,040

H25°C | 37°C I
0,035

0,030

0,025

0,020

kobs [min-:l]

0,015

0,010
0’005 _4-
0,000

Dz15WS Dz27WS

Rysunek 35. Porownaie wplywu temperatury na szybko$¢ reakcji cigcia DNAzymu Dz15WS oraz
DNAzymu Dz27WS. Reakcjg¢ prowadzono w obecnosci 50 mM cytrynianu sodu o pH 4,0 w czasie 60
minut.

3.3.1.3. Zmiany strukturalne w czasteczkach DNAzyméw obserwowane za pomoca
spektroskopii UV i CD

W wyniku przeprowadzonego eksperymentu selekcji in vitro otrzymatam DNAzymy
pH-zalezne, ktorych region katalityczny ztoZony jest z powtarzajacych si¢ motywow typu TT,
AAA, CCCC, AAA, CC 1 ktore do swojej aktywnos$ci katalitycznej wymagaja S$cisle
okreslonych warunkoéw pH $rodowiska. Gray i wsp. [151] wykazali, ze jednoniciowe kwasy
nukleinowe bogate w powtarzajace si¢ reszty pirymidynowe czy purynowe mogg ulegac
istotnym rearanzacjom strukturalnym w niskim pH $rodowiska w wyniku tworzenia si¢
nietypowych par zasad z protonowang reszta cytozyny np. pary C-C czy C'-CG badz
protonowang reszta adeniny A™-A". Postanowitam zatem wykorzystaé¢ spektroskopie UV-vis
oraz dichroizmu kolowego do monitorowania potencjalnych zmian konformacyjnych
zwigzanych ze zmiang pH $rodowisk.

W doswiadczeniach uzylam nieprzecinajace si¢ DNAzymy 15WS oraz 27WS, gdzie
rybonukleotyd adeniny, bedacy miejscem  katalitycznego  cigcia,  zastgpiono
deoksyrybonukleotydem (Dz15WS-dA oraz Dz27WS-dA). Po etapie denaturacji, do proby z
odpowiednim DNAzymem o stezeniu 10 uM, wprowadzano 50 mM cytrynian sodu o pH w
zakresie 2,5-7,0. Dhugo$¢ drogi optycznej podczas pomiaréw spektroskopii CD jak i

spektroskopii UV-vis wynosita 1 mm.
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Widma CD wskazujg na obecnos¢ formy B-DNA, o czym $§wiadczy pozytywny efekt
Cottona przy ~277 nm oraz negatywny efekt Cottona przy ~250 nm [152]. Wraz ze spadkiem
pH od 7,0 do 2,5 dochodzi natomiast do istotnego spadku intensywno$Ci pozytywnego
sygnatu przy 277-280 nm (Rys. 36 i 37), co moze by¢ zwigzane z proba przej$cia formy B-
DNA do Z-DNA. Nie obserwowano jednak negatywnego sygnatu przy 294 nm, $wiadczacego
0 tym, ze DNAzymy pH-zalezne ulegajg przeksztalceniu w forme Z-DNA w danych

warunkach prowadzenia reakcji (Rys. 36, lewy panel).

Dz15WS-dA ——Dz27WS-dA
10

oy ——

CD w zakresie 277-280 nm [mdeg]

2,5 3 3,5 4 4,5 5 5,5 6 6,5 7 PH

Rysunek 37. Zmiany intensywnosci absorpcji DNAzyméw 15WS-dA oraz 27WS-dA przy dhugosci
fali 277-280 w zalezno$ci pH. Pomiary wykonano w 50 mM cytrynianie sodu w temperaturze 25°C;
dtugos¢ drogi optycznej | = Imm. Wykresy sporzadzono na podstawie widm CD przedstawionych na
rysunku 36.

Widma UV-vis przedstawione na rys. 36 (prawy panel) pokazuja zmiany
intensywno$ci absorpcji DNAzymu 15WS-dA, jak i DNAzymu 27WS-dA. W obu
przypadkach mozna zaobserwowac¢ istotny spadek natezenia pasma absorpcji przy ~265 nm
(efekt hipochromowy) wraz ze spadkiem pH do 4,5-4,0 (Rys. 36, 38 i 39). Obserwacja ta
moze wskazywac na tworzenie struktur dwuniciowych wraz z obnizaniem pH z 7,0 do 4,0-
4,5 — obnizona absorbancja jest wynikiem tego, ze elektrony z aromatycznego pierscienia
zasad zaangazowane s3 w oddziatywania warstwowe i nie sg tak podatne na wzbudzanie UV.
Co wigcej, przy pH ok. 4,0 dochodzi do przesunigcie pasm absorpcyjnych w kierunku fal
dhuzszych (przesunigcie batochromowe) (Rys. 36, 38 i 39). Efekt batochromowy wystepuje w
przypadku czgsteczek charakteryzujacych sie obecnos$cig wigzan podwdjnych lub wolnych

par elektronowych. Przy pH 3,0-2,5 dochodzi do zaniku oddziatywan migdzy nietypowymi
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parami zasad z udziatem protonowanej reszty cytozyny np. C*-C czy C*"CG, badz

protonowanej reszty adeniny A™-A", o czym $wiadczy wzrost natgzenia pasma absorpcji (Rys.

36, 381 39).

A[nm]
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264
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Rysunek 38. Histogram ilustrujacy zmian¢ maksymalnego natgzenia pasm absorpcyjnych ()
Dz15WS-dA oraz przesunigcie tych pasm w zakresie dtugosci fali od 261 do 268 nm (e) w zaleznosci
od pH $rodowiska. Pomiary wykonano w 50 mM cytrynianie sodu w temperaturze 25°C; dlugosé
drogi optycznej | = 1mm. Wykresy sporzadzono na podstawie widm UV-vis przedstawionych na

rysunku 36A.
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Rysunek 39. Histogram ilustrujacy zmiang maksymalnego nat¢zenia pasm absorpcyjnych (—)
Dz27WS-dA oraz przesunigcie tych pasm w zakresie dtugosci fali od 261 do 268 nm (e) w zaleznosci
od pH srodowiska. Pomiary wykonano w 50 mM cytrynianie sodu w temperaturze 25°C; dtugos¢
drogi optycznej | = 1mm. Wykresy sporzadzono na podstawie widm UV-vis przedstawionych na

rysunku 36B.
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Whyniki badan spektroskopowych (CD i UV-vis) wskazujg, ze w srodowisku o pH 3,5—
5,0 nat¢zenie absorpcji $wiatta spada. Najwickszy spadek intensywnosci pasm absorpcyjnych
odnotowano w pH 4,0-4,5. Najprawdopodobniej, dochodzi wowczas do zmian w strukturze
drugorzedowej DNAzymow pH-zaleznych, co z kolei powoduje, ze DNAzymy wykazuja

najwyzszg aktywnos$¢ katalityczng w tych warunkach.

3.3.2. DNAzymy dziatajace w uktadzie dwuczasteczkowym (in trans)

Niezaleznie od badan aktywno$ci katalitycznej DNAzyméw pH-zaleznych
dziatajacych w uktadzie jednoczasteczkowym (in cis), podjetam takze probe uzyskania
DNAzyméw dziatajacych w uktadzie dwuczasteczkowym (in trans). W tym celu
zaprojektowatam odpowiednie warianty DNAzymu 15WS oraz DNAzymu 27WS. Warianty
dziatajace w uktadzie dwuczasteczkowym powstalty w wyniku przecigcia petli apikalnej typu
GNRA DNAzymow Dz15WS i Dz27WS (Rys. 40) .

DNAzymy dzialajace in trans przygotowalam przez zmieszanie znakowanego
izotopem %P na koncu 5° substratu 1/VIIWS_S1 (5’-CTCACTATIAGGAAGAGATGGC-3")
z oligonukleotydem Dz15WS El (5’-GACATCTCTTACAAACCCCAAACCTTCTCTT-3?)
lub z oligonukleotydem Dz27WS_E1 (5’-GACATCTCCTACCCTCAAGCGACTTCT
CTCG-3’). DNAzymy wprowadzane byty do reakcji w 100-krotnym nadmiarze w stosunku
do substratu 1VIIWS_S1. Reakcje cigcia inicjowatam poprzez dodanie 50 mM cytrynianu
sodu o pH w zakresie od 2,5 do 5,5.

DNAzym 15WS trans, dzialajacy w uktadzie dwuczasteczkowym najwyzsza
aktywnos¢ katalityczng wykazywal podczas inkubacji w 50 mM cytrynianie sodu o pH 4,0—
4,5. Oligonukleotydowy substrat 1VIIWS_ S1 ulegt przecigciu w pH 4 w 80%, za§ w pH 4,5
w 70%. Ponadto, DNAzym 15WS trans, podobnie jak DNAzym 15WS dziatajacy w uktadzie
jednoczasteczkowym, byt praktycznie nieaktywny w srodowisku o pH < 3,0 oraz pH > 5,5
(Rys. 41 1 31). Co ciekawe, aktywno$¢ katalityczna DNAzymu 27WS trans, dziatajacego w
uktadzie dwuczasteczkowym byta istotnie nizsza niz aktywno$¢ tego wariantu dziatajacego w
uktadzie jednoczasteczkowym. Po trzygodzinnej inkubacji w buforze o pH 4,0-4,5 stopien
przecigcia substratu 1VIIWS S1 byt na poziomie niespetna 10%, podczas gdy wariant
dzialajacy w ukladzie jednoczasteczkowym wykazywat 65% stopien przecigcia podczas
godzinnej inkubacji w buforze o pH 4,0 (Rys. 41 1 32). Mozna zatem sadzi¢, ze w przypadku
DNAzymu 27WS czteronukleotydowa petla apikalna typu GNRC jest konieczna do przyjecia
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przez czasteczke DNAzymu odpowiedniej struktury, a tym samym do zachowania jego

wysokiej aktywnosci katalityczne;.

Dz15WS

G
GT AGAGAAGGrATATCACTC
I:(>C NERARRN

= ACATCTCTTACAAACCCCAAACCTTCTCTT3

AG= - 10,2 kcal/mol

Dz27WS
o S o
—=>C ~ GTAGA-GAAGGTATATCACTC —r~C ~GTAGAG AGgypl e
€ ACATCT,CT, CCTCAAGC, ACATCTCCTACCCTCAAGCGA :
GCT
GcTCTCTTCA $CTer
AG= - 9,0 kcal/mol AG= - 8,4 kcal/mol

Rysunek 40. Proponowane struktury drugorzedowe DNAzymow pH-zaleznych skrdconych z koncow
5’ i 3’ wygenerowane przy pomocy programu RNAstructure 5.6. Na zielono zaznaczono region typu
random w wyjsciowej bibliotece kombinatorycznej uzytej podczas selekcji in vitro. Czerwona
czcionka oznaczono miejsce katalitycznego cigcia. Strzatka wskazuje miejsce przecigcia DNAzymu
dziatajagcego w uktadzie jednoczasteczkowym w celu otrzymania uktadu dwuczasteczkowego.

DZ15WS_E1/1VIIWS_S1 B DZ27WS_E1/1VIIWS_S1
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2,5 3 3,5 4,5 5 55 PH

Rysunek 41. Histogram przedstawia wyniki analizy aktywno$ci katalitycznej DNAzymoéw pH-
zaleznych dziatajagcych w uktadzie dwuczgsteczkowym. Reakcje prowadzono w buforze: 50 mM
cytrynian sodu pH 2,5-5,5, przez 3 godziny w temperaturze 37°C.
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Przedstawione wyniki badan dotyczace DNAzymow aktywowanych w niskim pH
srodowiska dziatajagcych w uktadzie dwuczasteczkowym (in  trans) wymagaja
przeprowadzenia dalszych eksperymentow i analiz. Badania te zamierzam kontynuowaé w
celu dokonania szczegotowej charakterystyki wlasciwosci katalitycznych oraz specyficznosci

dziatania otrzymanych DNAzymow.

3.4. DNAzymy aktywne w obecnosci jonéw Cd**

Otrzymanie w 1994 roku katalitycznych czgsteczek DNA metodg selekc;ji in vitro dato
poczatek nadziejom na ich szerokie wykorzystanie. Ze wzgledu na to, ze DNAzymy s3
znacznie bardziej odporne niz np. rybozymy czy enzymy biatkowe na niepozadang
degradacje, zachodzaca pod wplywem dzialania czynnikow  S$rodowiskowych,
wykorzystywane sg gtownie do konstrukcji biosensorow. W szczeg6élnosci, z sukcesem
zastosowano DNAzymy do konstrukcji biosensorow wykrywajacych jony metali np. jony
Pb?* [153], Cu?* [154], czy UO3" [58].

W zwigzku z powyzszym, po pierwszej probie otrzymania DNAzymow aktywnych w
obecnosci jonow Cd?* przy zastosowaniu metody selekcji in vitro, w wyniku ktorej
otrzymatam DNAzymy aktywne w niskim pH $rodowiska, postanowitam eksperyment

selekcji powtdrzy¢ stosujac zmieniong procedure selekcji.

3.4.1. Synteza biblioteki kombinatorycznej

W wyniku pierwszego eksperymentu selekcji in vitro, ktorego celem byto uzyskanie
DNAzyméw Cd**-zaleznych, otrzymalam warianty aktywowane w wyniku obnizenia pH
srodowiska do wartosci < 5,0. Jak wspomniatam wcze$niej, do takiego wyniku selekcji mogly
przyczyni¢ si¢ dwa czynniki: 1/ 23-nukleotydowy region random w wyjsciowej bibliotece
kombinatorycznej mogt by¢ za krotki do utworzenia centrum katalitycznego zaleznego od
wigzania jonéw Cd** oraz 2/ procedura selekcji ze standardowym etapem stragcania DNA w
pH 5.2, obnizonym w stosunku do pH 7,0 podczas selekcji wariantdéw, mogta spowodowac,
ze w konsekwencji otrzymatam DNAzymy pH-zalezne. Wykorzystujac zdobyte
doswiadczenie metodyczne, postanowitam przeprowadzi¢ kolejny eksperyment selekcji
DNAzymow aktywnych w obecno$ci jonow Cd*. Wprowadzitam istotng modyfikacje w
procedurze selekcji — na wszystkich etapach zmienitam warunki strgcania DNA z roztworu
etanolem z pH 5,2 na pH 7,0. Ponadto, selekcj¢ in vitro rozpoczetam wykorzystujac dwie

biblioteki kombinatoryczne: bibliotekg DNAzymow zawierajaca 23-nukleotydowy odcinek

90



Wyniki

random, co odpowiada 0,7 x 10% réznych czasteczek DNA oraz biblioteke DNAzyméw z
regionem random o dlugosci 40 nukleotydéw, gdzie teoretyczna liczba wariantow wynosita
1,2 x 10**. Zaleta biblioteki z diuzszym regionem random jest mozliwos¢ zwinigcia sig
wariantow w bardziej skomplikowane struktury drugo- i trzeciorzgdowe [55]. Zwigksza to
prawdopodobienstwo wystgpienia w$rdd nich wariantéw o pozadanych, lecz rzadko
wystepujacych wiasciwosciach. Wadg takiej biblioteki jest brak fizycznej mozliwosci uzycia
w eksperymencie takiej ilosci DNA, ktora zapewniataby obecno$¢ w probce wszystkich
teoretycznie mozliwych wariantdéw sekwencji. Uzyskanie pelnej reprezentatywnos$ci
biblioteki bylo natomiast mozliwe w przypadku 23-nukleotydowego regionu random.
Warianty o tej dlugosci moga tworzy¢ jednakze stosunkowo nieskomplikowane motywy
strukturalne [155].

Syntez¢ dwoch zaplanowanych bibliotek  kombinatorycznych przeprowadzitam
zgodnie ze schematem przedstawionym na rysunku 42 (krok I-III). Pule dsDNA
odpowiadajaca DNAzymom pelnej dlugosci, zarowno z 23-nukleotydowym jak i 40-
nukleotydowym regionem random, otrzymatam poprzez wykorzystanie wypetniajacej reakcji
PCR. Do reakcji uzytam dwodch zsyntetyzowanych chemicznie oligomeréow DNA. Jeden z
oligomerow, oligomer P3 zawierat reszte adeniny, jako miejsc cigcia indukowanego jonami
Cd*" natomiast drugi zawierat odcinek typu random. Do kolejnej reakcji PCR wprowadzatam
startery P4 i P3. Uzycie startera P4 bylo bardzo wazne w syntezie bibliotek
kombinatorycznych. Starter P4 wydtuzatl jedng z nici DNA o facznik skladajacy si¢ z 18 reszt
glikolu etylenowego i dodatkowo o 12 dodatkowych nukleotydow z konca 5°. Skutkowato to
zroznicowang mobilnoscig elektroforetyczng obydwu nici DNA i pozwolito na precyzyjne
zidentyfikowanie na zelu poliakryloamidowym krétszej nici o sekwencji nukleotydowej
DNAzymu. Po wycigciu z zelu, warianty obydwu bibliotek DNAzyméw eluowatam,
strgcatam w obecnosci buforu o pH 7,0, a nastepnie wprowadzatam do wiasciwego etapu

selekcji in vitro.

3.4.2. Procedura selekgji in vitro i identyfikacja otrzymanych wariantéw DNAzymow
Biblioteke kombinatoryczng z 23-nukleotydowym regionem random oraz biblioteke

kombinatoryczng z 40-nukleotydowym regionem random wykorzystatam, jako wyjsciowe

pule DNAzymoéw, w dwoch niezaleznych procesach selekcji in vitro. Pogladowy schemat

procedury selekcji in vitro DNAzymow przedstawia rysunek 42 (krok 1V=VIII).
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Cykl I-1V
Otrzymane dwie biblioteki kombinatoryczne DNAzymoéw poddatam pierwszej reakcji
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5’_ 3
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11l. PAGE
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V. PAGE
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3 ranaom 5
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P3 VII. PCRl

3 I 2o I S pacer SN 5'
5 I r A B randor I 3

VIIL. PAGEl

Rysunek 42. Schemat syntezy biblioteki kombinatorycznej (krok I-I1l) oraz selekcji in vitro
DNAzymow (krok IV=VIII). Random oznacza odcinek sekwencji nukleotydowej, w ktorym w kazdej
pozycji wystepuje kazdy z czterech mozliwych nukleotydow A, C, T lub G; rA jest to rybonukleotyd
adeniny, czyli miejsce katalitycznego cigcia; Spacerl8 oznacza tacznik ztozony z 18 reszt glikolu
etylenowego.

katalitycznego cigcia w obecnos$ci jondw cd*. Reakcje cigcia prowadzitam w buforze o

sktadzie: 50 mM HEPES pH 7,0, 100 mM NaCl, czas reakcji wynosit 60 minut, a st¢zenie
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jonéw Cd** wynosito 1 mM. Produkty reakcji rozdzielitam w zelu poliakryloamidowym w
warunkach denaturujacych (Rys. 43). Mierzac radioaktywno$¢ biblioteki DNAzymow,
wariantow ktore nie ulegly przecigciu oraz produktow po reakcji odzyskanych z zelu
poliakryloamidowego obliczytam, ze w przypadku biblioteki kombinatorycznej z 23-
nukleotydowym regionem random przecigciu ulegato 0,08% og6lnej puli wariantow,
natomiast w przypadku biblioteki kombinatorycznej z 40-nukleotydowym regionem random
byto to 0,15% (Rys. 44).

Produkty reakcji cigcia byly powielane do pelnej dtugosci DNAzyméw w dwoch
nastepujacych po sobie reakcjach PCR z uzyciem starteréw P1 1 P2 oraz starterow P3 i P4.
Nastepnie, obydwie pule wariantow poddawatam kolejnym reakcjom cigcia. W cyklu II i
cyklu Il reakcje cigcia przeprowadzatam w warunkach identycznych jak opisane dla cyklu 1
tzn. w obecno$ci 1 mM stezenia jonow Cd®* przy godzinnej inkubacji. Przecieciu ulegato
0,12-0,16% puli wariantow z 23-nukleotydoweym regionem random i 0,2-0,37% puli
wariantow z 40-nukleotydoweym regionem random. Po 5-krotnym obniZeniu st¢zenia jonow
Cd* do 0,2 mM w cyklu IV efektywno$é reakcji ciecia puli DNAzymow z krotszym
regionem random wynosita 0,21%, zas w przypadku puli wariantow z dluzszym regionem

random stopien przecigcia byt 2-krotnie wigkszy (Rys. 43 i 44).

Selekcja negatywna po cyklu IV

Aby z obu bibliotek DNAzyméw wyeliminowa¢ warianty aktywne w obecnosci jonow metali
dwuwartosciowych innych niz jony Cd** przeprowadzitam reakcje cigcia w obecnosci
mieszaniny jonow: 100 uM Mg?* oraz 50 uM Ca?*, Co®*, Ni?*, Sr**, Mn*" i Zn?*, w czasie 60
min. Za pomoca elektroforezy w zelu poliakryloamidowym rozdzielitam frakcje wariantow
aktywnych 1 nieaktywnych Kkatalitycznie, a wyeluowane z Zelu warianty nieprzecigte

(odpowiednio, o dtugosci 90 i 107 nukleotydoéw) zostaty uzyte w kolejnym cyklu selekcj.

Cykl V=X

Z niewyjasnionych przyczyn nie zdotatam powieli¢ wariantéw biblioteki DNAzyméw z 40-
nukleotydowym regionem random uzyskanych po selekcji negatywnej przeprowadzonej po
IV cyklu selekcji. Zatem eksperyment z ta biblioteka postanowitam czasowo wstrzymac.
Biblioteke ta mozna otrzymaé raz jeszcze, powtarzajac procedure¢ amplifikacji produktow
reakcji cigcia otrzymanych po III cyklu selekcji do petnej dlugosci DNAzymow i ewenualnie

uzy¢ w nastepnych eksperymentach.
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W nastepnych etapach skoncentrowatam si¢ na kontynuacji eksperymentu z biblioteka
z 23-nukleotydowym regionem random. W kolejnych cyklach selekcji reakcje ciecia
prowadzitam obnizajac stezenie jonéw Cd** z 0,2 mM w cyklu V do 0,1 mM w kolejnych
cyklach oraz skracajac czas inkubacji do 30 minut w trakcie cyklu V i VI, 10 minut w cyklu
VIl oraz 5 minut w cyklach VIII-X. Stopien przecigcia wzrost maksymalnie do ok. 8% w VI
cyklu selekcji (Rys. 24 i 25). Po 6-krotnym skrdcenia czasu inkubacji do 5 minut stopien
przeciecia puli wariantow w obecnosci 100 uM stezenia jondw Cd** wynidst 3-3,5% (Rys.
44).

Eregion random N-23 M region random N-40

8 —
f— 7 ]
S
0
&5 -
[S)
8 4
c
2 3
S
g2
1 .
0 .
5 | 6 | 7 | 8 | 9 | 10 cykl selekcji
60 | 60 | 30 | 10 | 5 | czas [min]
1 | 0,2 | 0,1 | 0,1 | 0,1 | Cd® [mM]

Rysunek 44. Histogram przedstawiajacy efektywno$¢ reakcji ciecia biblioteki DNAzymow z 23-
nukleotydowym regionem typu random oraz biblioteki DNAzymoéw z 40-nukleotydowym regionem
typu random w obecnosci jonow cd*, po kolejnych cyklach selekcji in vitro.

Podsumowujac, przebieg eksperymentu selekcji in vitro DNAzyméw aktywnych w
obecno$ci  jondéw Ccd* zakonczyt si¢ wzbogaceniem wyjsciowej biblioteki z 23-
nukleotydowym regionem random w warianty o pozadanych wiasciwosciach, tak ze w
obecnosci 0,1 mM jondéw Cd?* ulegato przecigciu 3-8% czasteczek w czasie 5-30 minut, w

cyklach selekcji VI-X.

Po przeprowadzonych 10 cyklach selekcji in vitro pule wariantow uzyskane w cyklu
VIl i X poddatam klonowaniu, a nastgpnie wybrane klony zostaly zsekwencjonowane. Do

klonowania wykorzystatam wektor pCR2.1-TOPO oraz bakterie E.coli. Natomiast
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sekwencjonowanie zostalo wykonane w Pracowni Sekwencjonowania DNA i Syntezy
Oligonukleotydow IBB PAN w Warszawie. Otrzymane DNAzymy pogrupowatam w pigc
rodzin na podstawie podobienstw w ich sekwencji nukleotydowej (Rys. 45). W rodzinie
pierwszej, zlozonej z 28 klonoéw, 24 klonow ma identyczng sekwencje w regionie
odpowiadajgcym regionowi typu random w bibliotece wyj$ciowej, przy czym 25 Klonow
posiada takze mutacj¢ A75/G75 w tej samej pozycji regionu statego. W drugiej rodzinie, ta
samg sekwencje regionu random ma wszystkie 9 klonéw. Rodzina trzecia sktada si¢ z 6
klonoéw, z czego 2 posiadaja pojedyncza substytucje w regionie odpowiadajacym regionowi
typu random, natomiast rodzina czwarta i pigta sktadaja si¢, odpowiednio z 4 i 2, klonow o
identycznej sekwencji w regionie odpowiadajacym regionowi typu random. Co ciekawe,
jeden wariant z grupy trzeciej, trzy warianty z grupy czwartej oraz dwa warianty z grupy
piatej posiadaty charakterystyczng dla wigkszo$ci wariantow z grupy pierwszej transwersje
AT75/G75 w tej samej pozycji regionu statego. Natomiast wszystkie warianty z grupy drugiej

posiadajg delecj¢ w pozycji A75 oraz delecje w pozycji T47 (Rys. 45).
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3.5. Wiasciwosci katalityczne DNAzyméw Cd**-zaleznych

Po okresleniu sekwencji nukleotydowych otrzymanych na drodze selekcji in vitro
DNAzymow, postanowitam zbada¢ aktywno$¢ Katalityczng wybranych wariantow w
identycznych warunkach eksperymentalnych. Celem byta wstgpna ocena, jakie znaczenie dla
reakcji katalitycznego cigcia majg okreslone motywy sekwencji obecne w obrebie regionu
random, a takze zbadanie roli jonow metali w katalizie. Do$wiadczenia rozpoczetam od
przeprowadzenia znakowania wybranych wariantow DNAzyméow z grup 1-5 w reakcji PCR z
uzyciem radioaktywnego [0-*’P]JdCTP oraz starteréw P3 i P4. Jednoniciowe DNAzymy
otrzymatam poprzez rozdzielenie nici DNA za pomocg elektroforezy w Zelu
poliakryloamidowym w warunkach denaturujacych. Po wycieciu z zelu DNAzymy eluowano
w pH 7,0, a nastgpnie strgcano z roztworu etanolem. Aktywno$¢ Kkatalityczng Kilku
DNAzymow, reprezentujacych kazda z 5 grup, okreslatam w obecnosci 100 uM st¢zenia
jonéw Cd** oraz w obecno$ci mieszaniny jondéw metali dwuwartosciowych: 100 uM Mg?*
oraz 50 uM kazdego z jonow: Sr**, Ni?*, Ca**, Co**, Mn*" i Zn?*. Reakcje prowadzilam przez
30 minut w temperaturze 25°C. Okazalo si¢, Ze w obecnosci jondw Cd?* badane warianty:
VI, 3/VIL, 19/VIH, 22V i 6/X z grupy 1, 2/X i 5/X z grupy 3 oraz 15/X z grupy 4
wykazywaly wysoka aktywnos$¢ katalityczng. Stopien ich przecigcia byt na poziomie od 10%
do 54%. DNAzymy byly aktywne takze w obecnoSci mieszaniny jondéw metali
dwuwarto$ciowych, niezawierajacej jondéw Ccd*. Stopien przecigcia wigkszos$ci wariantow w
obecno$ci mieszaniny jonéw dwuwarto$ciowych wynosit od 25% do 80%. Ponadto
zaobserwowatam, ze podczas 30-minutowej inkubacji w obecnosci jonow Cd?* lub
mieszaniny jonéw metali dwuwarto$ciowych, warianty z grupy 1 wykazujg zblizony stopien
przeciecia ok. 30%, podczas gdy warianty z grupy 3 (np. Dz5/X) czy z grupy 4 (np. Dz15/X)
okoto 2-krotnie silniej ulegaja przecigciu w obecno$ci mieszaniny jondw metali
dwuwarto$ciowych niz w obecnosci jonow Cd?*, co sugeruje, iz dzialaja one mniej wybidrczo
(Rys. 45). Co ciekawe, dwa warianty 7/VIl oraz 13/X, reprezentujace odpowiednio grupe 2
oraz grupe 5, nie wykazywaly aktywnosci Katalitycznej. Nie jest jasne, czy DNAzymy te
wykazywaty bardzo niski, marginalny stopien przecigcia, czy tez sa one nieaktywne, ale
przetrwaty proces selekcji (Rys. 45).

Z uwagi na fakt, iz celem przeprowadzonego eksperymentu selekcji in vitro bylo
otrzymanie wariantow aktywnych w obecno$ci jonow Cd* postanowitam szczegdétowo

okresli¢ wlasciwosci katalityczne DNAzymow z grupy 1, jako tych, ktore w porownaniu do
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wariantow z innych rodzin (grupa 3 oraz 4) wykazuja istotnie nizsza specyficzno$¢ wobec
mieszaniny innych jonow metali dwuwartosciowych (Rys. 45).

Porownatam aktywno$¢ katalityczng dwoch wariantow z grupy 1 — DNAzymu 1/VII
oraz DNAzymu 22/VII w obecno$ci wybranych jonéw metali dwuwartosciowych: Cd®*, Sr?*,
Ni?*, Ca®*, Co®*, Mn?**, Zn*" i Mg?*. Stopieh przeciccia byl mierzony po 5 minutach i 30
minutach prowadzenia reakcji (Rys. 46). Poréwnanie stopnia przecigcia w dwoch punktach
czasowych pozwolito oceni¢, czy obserwowane rdznice sg wynikiem zroéznicowanych
szybkosci reakcji cigcia obu DNAzymow, czy tez sa wynikaja ze zréznicowanego poziomu
koncowego stopienia przecigcia DNAzymow w danych warunkach prowadzenia reakcji. Dla
przyktadu, stopien przecigcia wariantow Dz1/VII oraz Dz22/VII w czasie 30-minutowej
inkubacji w obecnosci 50 uM stezenia jonow Zn** oraz jonow Ccd* wyniost ok. 13% (Rys.
46B), podczas gdy przy 5-minutowej inkubacji DNAzym 1/VII wykazywat 2-krotnie wyzszy
stopien przeciecia w obecnosei jonow Cd?* niz w obecnosci jondw Zn?*, natomiast DNAzym
22/V11 ulegat przecigciu na poziomie 1%, zarowno w obecnosci jonow cd** jak 1 jonow Zn?
(Rys. 46A). Powyzsze obserwacje sugeruja, ze DNAzym 1/VII wykazuje wyzszg aktywno$¢
katalityczng w obecnosci jonow Cd®* niz DNAzym 22/VII. Na podstawie przeprowadzonych
doswiadczen stwierdzitam takze, ze wariant 1/VII podczas 5-minutowej inkubacji w buforze
0 pH 7,0, wykazywat 1,5 razy wyzszy stopien przecigcia w obecnosci 100 uM stezenia jondw
Cd* i o ok. 60% wyzszy stopien przecigcia w obecno$ci 50 UM stgzenia jonow Cd?*, niz
wariant 22/VIl. Wariant 1/VIlI wykazywat 2,5% stopien przecigcia w obecnosci 50 puM
stezenia jonOw Cd**i niespetna 0,9% stopien przecigcia w obecnosci takich jonéw metali, jak:
Co®, Mn*czy Zn** o stezeniu 50 UM przy S-minutowej inkubacji. Natomiast stopien
przeciecia wariantu 22/VII w tych samych warunkach w obecnosci jonéw Cd®*, jak i jonow
Zn?*, Co®* czy Mn?* wyniost ok. 1% (Rys. 46A). Przy 30-minutowej inkubacji stopien
przecigcia obu wariantéw byt zblizony - w przypadku jonow Cd* o stezeniu 50 uM byt okoto
12-13%, za$ przy 100 pM stezeniu Cd* na poziomie 27% (Rys. 46B). Co istotne, w
obecnosci 50 uM stezenia jondw Sr®* oraz Mg** obydwa warianty z grupy 1 praktycznie nie
wykazaty aktywnosci katalitycznej, gdyz stopien ich przecigcia po 30 minutach inkubacji byt
na poziomie 0,05-0,1% (Rys. 46B).

Na histogramie zamieszczonym na rysunku 47 przedstawione zostaty wyznaczone
state szybkosci reakcji cigcia (Kops) DNAzymu 1/VII w obecnosci wybranych jonow metali

dwuwartosciowych. Wyznaczenie tych wartosci pozwolito na szczegdétowe okreslenie

100



Wyniki

wlasciwosci katalitycznych wariantu 1/VI1 i wskazanie, ktore jony metali indukuja aktywno$é

katalityczng badanego wariantu.

A

stopien przeciecia [%]

stopien przeciecia [%]

4,5

3,5

2,5

1,5

0,5

30

25

20

15

10

B DNAzym 1/VII DNAzym 22/VII

_ — -a—'-,~'-l~l.|:'-| P

50pM 50pM 50pM 50pM 50 M 50 uM 50 uM 50 uM 100uM
Sr(l)  Ni(ll) Ca() Co(ll) Mn(ll) zn(n) Mg(ll) cd() cd(l)
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Rysunek 46. Aktywnos$¢ katalityczna DNAzymow 1/VII i 22/VII z rodziny 1 w obecnosci jonow:
Cd*, Mg®, Sr**, Ni**, Ca®™*, Co*, Mn** i Zn** o stezeniu 100 pM lub 50 puM. Reakcje prowadzono w
50 mM buforze: 50 mM HEPES pH 7,0 i 100 mM NaCl w temperaturze 25°C przez: A) 5 minut B)

30 minut.

Reakcja katalitycznego przecinania si¢ DNAzymu 1/VII przebiegata najszybciej w

obecnosci 100 uM jonow Cd2+, a wyznaczona stala Kops Wyniosta 0,009 min*. Obnizenie

stezenia jonOw Cd* do 50 uM powodowato ponad 50% spadek statej kops do ok. 0,004 min™
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(Rys. 47). W obecnosci 50 uM jondw Mn?*, Zn** oraz Co®* stale kops dla Dz1/VII byly,
odpowiednio 0 15%, 40% i 60%, nizsze niz w obecnosci 50 pM jonow Cd?*. Pozostate
testowane jony metali Sr**, Ca?*, Ni** oraz Mg?* nie mialy istotnego wplywu na reakcje

autokatalitycznego cigcia DNAzymu 1/VII (Rys. 47).

[y
o

3 inl
Kops X 103 [min?]
O B N W o U1 O N 0 O©

50pM 50uM 50puM 50uM 50puM 50puM 50uM 50 M 100puM
Sr(ll)  Ni(n) Ca(ll) Co(ll) M™Mn(l) zn(l1) Mg() cd(n) cd(n)

Rysunek 47. Wptyw wybranych jonow metali dwuwarto$ciowych na szybko$¢ reakcji katalitycznego
przecinania si¢ DNAzymu Dz1/VII. Reakcj¢ prowadzono w buforze: 50 mM HEPES pH 7,0 i 100
mM NaCl w temperaturze 25°C, proby pobierano w 107, 207, 307, 407, 1°, 2°, 3°, 5, 10°, 20’ oraz 30’
trwania reakgcji.

3.6. Przewidywanie struktury drugorzedowej DNAzymu 1/VII

Strukture drugorzedowa DNAzymu 1/VII, ulegajacego reakcji katalitycznego cigcia w
pH 7,0 wylacznie w obecnosci jondw niektorych metali dwuwarto§ciowych, okreslitam
podobnie jak strukture drugorzedowg DNAzyméw pH-zaleznych (rozdz. 3.2.2) tj. w oparciu o
analize in silico przeprowadzong za pomocg programu RNAstructure 5.6 [146]. W analizie
uwzglednitam wyniki otrzymane z enzymatycznego oraz chemicznego mapowania struktury
drugorzgdowej DNA. Do badan tych skonstruowatam nieprzecinajacy si¢ wariant DNAzymu
I/VII, ktéry zamiast rybonukleotydu adeniny w miejscu katalitycznego ciecia, posiadat
deoksyrybonukleotyd adeniny (synteza wariantow rozdz. 6.4.4). Mapowanie struktury
drugorzgdowej DNAzymu 1/VII przeprowadzitam z wykorzystaniem metody modyfikacji
chemicznej reszt guaniny w pozycji N7 przy uzyciu siarczanu dimetylu (DMS) oraz reszt
cytozyny w pozycji N3 przy uzyciu DMS w obecnosci hydrazyny. Modyfikacja chemiczna
DMS wykazata, ze wszystkie reszty guaninowe byty dostepne dla tego reagenta, co sugeruje,

ze nie biorg one udzialu w tworzeniu niekanonicznych par zasad i oddziatywaniach
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trzeciorzedowych (Rys. 48A). Natomiast nie zaobserwowatam modyfikacji reszt cytozyny w
pozycji N3 w obrgbie regionu katalitycznego A49—C71, co wskazuje na tworzenie si¢ w tym
regionie par typu Watsona-Cricka. Cytozyny ulegajace metylacji zaobserwowatam glownie w
regionach przylgczania sig starteréw oraz w pozycji C40 i C43 w petli apikalnej (Rys. 48B).

W celu uzyskania dodatkowych informacji na temat struktury drugorzedowe;j
otrzymanych DNAzyméw do badan wilgczylam metode enzymatycznego mapowania
struktury drugorzedowej DNA przy uzyciu nukleazy S1. Znakowany izotopem %P z konca 5’
DNAzym 1/VI1I poddawatam reakcji trawienia enzymatycznego nukleazg S1 w temperaturze
25°C w czasie 2, 5 i 10 minut. Po rozdziale elektroforetycznym produktéw trawienia
zaobserwowatam silne ciecia w obrebie konca 5° (T9, A8 i A7) oraz przy A42 i G82
DNAzymu 1/VII, co wskazuje na jednoniciowy charakter tego regionu (Rys. 48A).

Analiza komputerowa prawdopodobnej struktury DNAzymu 1/VII, ktorg
przeprowadzitam przy wykorzystaniu programu RNAstructure 5.6 [146] z uwzglednieniem
danych eksperymentalnych z mapowania chemicznego i enzymatycznego pozwolila na
uzyskanie czterech modeli struktury drugorz¢dowej o zblizonej energii swobodnej w zakresie
od -11,3 do -12,6 kcal/mol (Rys. 49). Trzy sposrod wygenerowanych struktur posiadajg
charakterystyczng spinke¢ w obrgbie regionu katalitycznego, zblizong do spinki obecnej w
regionie katalitycznym DNAzymu 8-17 [6], czy tez DNAzymu 17E aktywnego w obecnosci
jonow Zn** [57]. Dwie z tych struktur maja dodatkowo wspdlny motyw strukturalny na koncu
3’ w postaci charakterystycznej spinki zakonczonej 7-nukleotydows petlg. Spinka na koncu 3’
jest charakterystycznym motywem pojawiajagcym sie¢ pracach Liu i wsp. [58], dotyczacych
DNAzymu aktywnego w obecnosci jonéw UO3". We wszystkich zaproponowanych
strukturach pojawia si¢ takze spinka w regionie G30-C51 z czteronukleotydowa petla
apikalng typu GNRC (N — dowolny nukleotyd, R — puryna) (Rys. 49).
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Rysunek 49. Proponowane struktury drugorzedowe DNAzymu 1/VIlI wygenerowane przy pomocy
programu RNAstructure 5.6 z zaznaczonymi miejscami trawien nukleaza S1 oraz modyfikacji
chemicznej reszt cytozyny przy uzyciu siarczanu dimetylu. Na czarno zaznaczono region typu random
w bibliotece kombinatorycznej uzytej w selekcji in vitro. Czerwong czcionkg oznaczono miejsce
katalitycznego cig¢cia.
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Po zestawieniu sekwencji klondw otrzymanych w wyniku przeprowadzonego procesu
selekcji in vitro zaobserwowatam, ze nie tylko DNAzym 1/VII z grupy 1, ale takze warianty z
grupy 3 1 4 posiadaja motywy strukturalne w obrgbie regionu Kkatalitycznego
charakterystyczne dla opisanego w literaturze DNAzymu 8-17. Motywy te to nieduza spinka z
krétkim trzonem ztozonym z trzech par zasad oraz troéjnukleotydowa petla apikalng (AGC-
loop) oraz 5-nukleotydowy fragment jednoniciowy o sekwencji WCGAA (gdzie W: A lub T).
Dodatkowo, wszystkie warianty posiadajg w obrgbie wspomnianego 5-nukleotydowego
fragmentu jednoniciowego dwa konserwatywne nukleotydy cytozynowy i guaninowy (Rys.
50). Mozna zatem stwierdzi¢, ze wyselekcjonowane przeze mnie DNAzymy nalezg do grupy

wariantow typu 8-17.
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CTGCAGAATTCTAATACGACTCACTATr AGGAAGAGATGGCGACATCTCATCTAACAGCGT TACGARATAGCGTGGCGGTAAGCTTGGCAC 1/VII (15)
GTGCAGAATTC ACTACGACTCACTATrAGGAAGAGATGGCGACATCTCATCTAACAGCGTTACGAAATAGCGTGGCGGTAAGCTTGGCAC 2/VII (1)
CTGCAGAATTCTAATACGACTCACTATrAGGAAGAGATGGCGACATCTCATCTARCAGCGT TACGAAATAGCGTGACGGTAAGCTTGGCAC 3/VII  (3)
CTGCAGAATTCTAATACGACTCACTATrAGGAAGAGATTGCGACATCTCATCTAACAGCGT TACGARATAGCGTGGCGGTAAGCTTGGCAC 11/VIT (1)
CTGCAGAATTCTAATACGACTCACTAT GGAAGAGATGGCGACATCTCATCTAACAGCGTTACGARATAGCGTGGCGGTAAGCTTGGCAC 16/VII (1)
CTGCAGAATTCTAAPACGACTCACTATrAGGAAGAGATGGCGACATCTCATCTAACAGCGT TACGAAATAGCGTGGCGGTAAGCTTGGCAC 17/VII (1)
CTGCAGAATTCTAATACGACTCACTATrAGGAAGAGATGGCGACATCTCATCTAACAGCGT TACGAAATAGGGTGACGGTAAGCTTGGCAC 19/VII (1)
CTGCAGA TTTTAARACGACTCACTATrAGGAAGAGCTGGCGACATCTCATCTAACAGCGTTACGAAATAACGTGGCGGTAAGCTTGGCAC 22/VII (1)
CTG AGAATTCTAATACGACTCACTATrAGGAAGAGATGGCGACATCTCCTCTAACAGCGTTACGACATAGGGTGACGGTAAGCTTGGCAC 23/VII (1)

ATTCTAATACGACTCACTATrAGGAAGAGATGGCGACATCTCATCTAACAGCGTTACGARATAGCGTGCCGGTAAGCTTGGCAC 27/VII (1)

CTGCAGAATTCTAATACGACTCACTATr AGGAAGAGATGGCGACATCTCGTCTAACAGCGT TACGARATAGCGTGCGCGGTAAGCTTGGCAC 6/X (1)
CTGCA AATTCTAATACGACTCACTATrAGGAAGAGATGGCGACATCTCATCTAACAGCGTTACGAARTAGCGTGGCGGTAAGCTTGGCAC 9/X (1)
grupa II

CTGCAGAATTCTAATACGACTCACTATr AGGAAGAGATGGCGACATC CATCCGGGCACGCCCTAATTCTGTGTG CGGTAAGCTTGGCAC 7/VII  (7)
CTGCAGAATTCTA TACGACTCACTATrAGGAAGAGATGGCGACATC CATCCGGGCACGCCCTAATTCTGTGTG CGGTAAGCTTGGCAC 9/VII (1)
CTGCAGAATTCTAATACGACTCACTATCA GAGATGGCGACATC CATCCGGGCACGCCCTAATTCTGTGTG CGGTAAGCTTGGCAC 24/VII (1)

grupa III
CTGCAGAATTCTAATACGACTCACTATrAGGAAGAGATGGCGACATCTCACCTGTCAGCGACACGAAATAGGGTGCCGGTAAGCTTGGCAC 2/X (1)
CTGCAGAATTCTAATACGACTCACTATr AGGAAGAGATGGCGACATCTCATCTGTCAGCGACACGARATAGGGTGACGGTAAGCTTGGCAC 5/X (4)

CTGCAGAATTCTAATACGACTCACTATr AGGAAGAGATGGCGACATCTCATCTGTCAGCAACACGAAAT AGGGTGACGGTAAGCTTGGCAC 24/X (1)

grupa IV
CTGCAGAATTCTAATACGACTCACTATrAGGGAGAGATGGCGACATCTCTACTGTCAGCGACACGAGAT TGTGTGACGGTAAGCTTGGCAC 14/VII (1)
CTGCAGAATTCTAATACGACTCACTATrAGGAAGAGATGGCGACATCTCTACTGTCAGCGACACGAGAT TGTGTGGCGGTAAGCTTGGCAC 15/X (3)

grupa V
CTGCAGAATTCTAATACGACTCACTATrAGGAAGAGATGGCGACACCTCCTACCCTCARGCGACTTCTCTCGGTGGCGGTAAGCTTGGCAC 10/VII (1)

CTGCAGAATTCTAATACGACTCACTATr AGGAAGAGATGGCGACATCTCCTACCCTCARGCGACTTCTCTCGGTGGCGGTAAGCTTGGCAC 13/X (1)

Rysunek 50. DNAzym 8-17 oraz sekwencje nukleotydowe DNAzyméw Cd**-zaleznych A) Struktura
drugorzedowa DNAzymu 8-17 [85] B) Grupy DNAzyméw Cd?*-zaleznych otrzymanych na drodze
selekcji in vitro; region katalityczny oznaczono na zielono, mutacje punktowe oznaczono za$
niebieskimi literami, miejsce cigcia katalitycznego cigcia 0znaczono na czerwono. Zottymi
prostokatami oznaczono pozycje tworzgce w regionie katalitycznym petle apikalng AGC oraz 5-
nukleotydowy region jednoniciowy WCGAA. W nawiasach podano liczb¢ klonéw posiadajgcych
dang sekwencje nukleotydows.
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3.7. Charakterystyka wariantéw DNAzymoéw metalozaleznych dziatajacych w
uktadzie jednoczasteczkowym (in cis) skréconych z korica 5’ i 3’

Biorac pod uwage fakt, ze wyselekcjonowane przeze mnie DNAzymy
najprawdopodobniej nalezg do grupy wariantow typu 8-17, postanowitam odpowiedzie¢ na
pytanie, jak dalece mozemy ,,upraszczac” czasteczki wybranych DNAzymow, zachowujac ich
wlasciwosci katalityczne.

Skonstruowane zostaty warianty DNAzymow 1/VII, 5/X, 15/X oraz 24/X skrocone z
konca 5’ i 3’ poprzez usuniecie 19-nukleotydowych fragmentow. Warianty te uzyskatam na
drodze syntezy chemicznej. Na rysunku 51 przedstawione zostaly struktury drugorz¢dowe
wariantow DNAzymow 1/VI1I, 5/X, 15/X oraz 24/X skroconych z konca 5° i 3° otrzymane in
silico. Energia swobodna wygenerowanych przez program RNAstructure 5.6 [146] struktur

drugorzedowych wyniosta ok. -10 kcal/mol.

3.7.1. Preferencje DNAzymoéw wobec wybranych jonéw metali dwuwartosciowych

Poréwnatam aktywnos¢ katalityczng DNAzymow — Dz1/VIIWS, Dz5/XWS,
Dz15/XWS i Dz24/XWS (Rys. 51), ktore charakteryzujg si¢ zréznicowanym sktadem
nukleotydowym w obrebie trzonu spinki zakonczonej trdjnukleotydowa petla typu AGC,
zaangazowane] w tworzenie regionu katalitycznego. Aktywno$s¢ DNAzymoéw wyznaczona
zostata w obecnosci jonow metali dwuwartosciowych: Zn**, Sr**, Mgz+, Mn?*, Ni%*, Ca*",
Co?" i Cd*" wpH 7,0.

Wariant Dz24/XWS z grupy 3, posiadajacy spinke zakonczong pigcionukleotydowsq
petla, nie przejawiat aktywnosci katalitycznej w obecnosci testowanych jonow metali.
Natomiast warianty z trojnukleotydowa petla i trzonem zbudowanym z trzech par zasad —
Dz1/VIIWS z grupy 1, Dz5/XWS z grupy 3 i Dz15/XWS z grupy 4, wykazywaty
zroznicowany poziom aktywnosci (Rys. 52). DNAzym 1/VIIWS, najwyzszy, okoto 9,5%
stopien przeciecia wykazywal w obecnosci jonow Cd?* o stezeniu 100 pM podczas 30-
minutowej inkubacji. W obecnosci jonow Mn?* i Cd** o stezeniu 50 uM wariant ten
wykazywal odpowiednio 8- i 5-krotnie nizszy stopien przecigcia, natomiast w obecnoS$ci
jonow Zn** wyniost on ok. 1% (Rys. 52A). Okazato si¢ takze, ze stopien przecigcia
Dz1/VIIWS po 5 minutach inkubacji w 50 uM roztworze cd* byt 8-krotnie nizszy, a w 100
uM roztworze Cd** o 36% nizszy, w poréwnaniu do stopnia przeciecia pelnej dhugosci
DNAzymu 1/VII (Rys. 46 i 53). Usunigcie 19 nukleotydow z konca 5’ oraz 3° DNAzymu

1/VIl skutkowalo obnizeniem aktywnosci Kkatalitycznej, natomiast nie powodowato
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catkowitego jej zaniku. Mozemy zatem przypuszczac, iz 19-nukleotydowe fragmenty

terminalne 5’ i 3’ nie odgrywaja kluczowej roli w katalizie.
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Rysunek 51. Proponowane struktury drugorzedowe skroconych z koncow 5’ i 3> DNAzymow metalo-
zaleznych: A) Dz1/VIIWS B) Dz5/XWS C) Dz24/XWS D) Dz15/XWS wygenerowane przy pomocy
programu RNAstructure 5.6. Na zielono zaznaczono region typu random w wyjsciowej bibliotece
kombinatorycznej uzytej w selekcji in vitro. Czerwona czcionka oznaczono miejsce katalitycznego

cigcia.

DNAzym 5/XWS wydaje si¢ dziata¢ mniej specyficznie niz DNAzym1/VIIWS, gdyz

wykazywal zblizony stopien przecigcia ok. 3—5% w obecnosci kilku jonow metali takich jak:

Zn**, Mn?* i Cd** podczas 30 minutowej inkubacji (Rys. 52B). Wariant 15/XWS wykazywat
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najwyzsza aktywno$¢ katalityczna w obecnosci jonow Zn®* i Cd®*. Przy obnizeniu stezenia
jonéw Cd** do 50 uM stopien przeciccia spadt do ok. 1% przy 30-minutowej inkubacji. W
obecnosci 50 uM stezenia jonoOw Zn? aktywnos¢ katalityczna Dz15/XWS byta o 60% nizsza
od jego aktywnosci w obecnoscei jondw Cd®* podczas 30-minutowej inkubacji. W poréwnaniu
do wariantow z grupy 1 (Dz1/VIIWS) i z grupy 3 (Dz5/XWS), wariant Dz15/XWS
reprezentujacy grupe 4 wykazywal istotnie nizszy poziom aktywnosci katalitycznej w
obecnos$ci uzytych jonow metali dwuwartosciowych (Rys. 52C).

Wariant Dz15/XWS posiada podobny sktad nukleotydowy w obrgbie regionu
katalitycznego do opisywanego wariantu Dz5/XWS z rodziny 3. Obydwa DNAzymy ro6znia
si¢ m. in. nukleotydem w pozycji 15.0, poniewaz Dz5/XWS posiada w tej pozycji reszte A
za§ Dz15/XWS posiada reszt¢ G (Rys. 51). Jest wielce prawdopodobne, ze roznica ta jest
odpowiedzialna za zréznicowany poziom aktywnosci katalitycznej oraz preferencji wobec
jonéw metali wariantow obu DNAzymoéw. Peracchi i wsp. [99] wykazali, iz zmiana
nukleotydu A15.0 na G15.0 wywotuje 5-krotny spadek aktywnos$ci katalitycznej DNAzymu
8-17 w obecnosci jonow Mn?*, podczas gdy po wprowadzeniu w ta pozycje tancucha reszt C
lub T nie obserwowano tak duzego spadku aktywnosci. Warto podkresli¢, ze badane przeze
mnie warianty DNAzymow wykazywaly znikomy stopien przecigcia w obecnosci jonow

Mg®*, Sr**, Ni** oraz Ca** (Rys. 52).
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Rysunek 52. Aktywnos¢ katalityczna DNAzyméw: A) DzLVIIWS B) Dz5/XWS i C) Dz15/XWS w
obecnosci wybranych jonow metali dwuwarto$ciowych. Reakcje prowadzono w buforze: 50 mM
HEPES pH 7,0 i 100 mM NaCl przez 5 minut i 30 minut w temperaturze 25°C.

110



Wyniki

3.7.2. State szybkosci reakgcji katalitycznego ciecia wybranych wariantéw DNAzyméw w
obecnosci jonéw Cd**, Zn*" i Mn**

Opisane w poprzednim rozdziale badania, w ktorych okreslony zostal stopien
przecigcia skroconych z konca 5° 1 3” wariantow reprezentujacych kazda z otrzymanych grup
DNAzymow mialy charakter potilosciowy. Otrzymane wyniki wykazaly, iz badane warianty
posiadajg zroznicowane preferencje wobec jonéw metali dwuwartosciowych niezbednych dla
reakcji katalitycznego cigcia. Postanowilam zatem szczegotowo okresli¢ stale szybkos$ci
reakcji katalitycznego ciecia wybranych DNAzyméw z rodziny 1 (Dz1/VIIWS), 3
(Dz5/XWS) i 4 (Dz15/XWS) w obecnosci tych jonéw metali dwuwartosciowych, dla ktorych
zaobserwowano najwyzszy stopien przecigcia tj. w obecnosci cd*, zn* i Mn?",

Do zbadania aktywnos$ci katalitycznej DNAzyméw zaznakowatam czasteczki
izotopem ¥P na koncu 5° z uzyciem radioaktywnego [y->>P]JATP i kinazy polinukleotydowe;.
Po oczyszczeniu za pomocg elektroforezy w zelu poliakryloamidowym, DNAzymy eluowano
z zelu w pH 7,0, stragcano etanolem i po rozpuszczeniu uzyto W reakcji katalizy. Reakcje
prowadzono w obecnosci jondw Cd**, Zn?* i Mn?* o stezeniu 50 uM. Reakcje prowadzono w
dwoch temperaturach 25°C oraz 37°C. Buforem reakcyjnym byt 50 mM HEPES pH 7,0 i 100
mM NacCl.

Badane DNAzymy, podobnie jak opisane we wczesniejszych rozdziatach DNAzymy
pH-zalezne, sa wariantami wolnotnagcym, gdyz przyrost ilosci produktu przebiegal
stosunkowo wolno, a reakcja cigcia nawet po godzinie nie osiggata stanu plateau. W tej
sytuacji, dla wyznaczenia statych szybkosci reakcji (Kops), sporzadzono wykresy zaleznosci y
= f(x), gdzie y = In (S) oraz x =t. Wykorzystano réwnanie proste;j:

In(S)=a*t+b

gdzie: a — Kops S — ubytek substratu w czasie t oraz b — miejsce przecigcia z osig OY. Do
wyznaczenia prostej wybierano przedzial argumentow t, zaczynajac od t = 0, odpowiadajacy

prostoliniowemu odcinkowi wykresu wyktadniczego (Rys. 53).
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Rysunek 53. Wykresy zaleznosci logarytmu naturalnego ubytku substratu od czasu dla reakcji cigcia
DNAzymoéow: A) Dz1l/VIIWS B) Dz5/XWS i C) Dz15/XWS, prowadzonej w obecnosci 50 uM
stezenia jonéw Cd** w temperaturze 25°C.
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Reakcja Kkatalitycznego przecinania si¢ wariantu Dz1/VIIWS prowadzona w
temperaturze 25°C najszybciej przebiegata w obecnosci 50 pM jonow Cd%, stala szybkosci
reakcji (Kops) wyniosta ok. 0,015 min*. W obecnosci 50 uM jonoéw Mn?* oraz Zn?" stata Kgps
byta odpowiednio 8-krotnie i 15-krotnie nizsza niz w obecnosci 50 pM jondw Cd** (Rys.
54A). Co ciekawe, w temperaturze 37°C w obecno$ci jonéw Zn”* oraz jonéw Mn** DNAzym
1/VIIWS praktycznie nie wykazywat aktywnosci katalitycznej, natomiast w obecnosci jondw
Cd** stala ko wyniosta 0,001min® (Rys. 54B). Wariant Dz5/XWS, podobnie jak
Dz1/VIIWS, najszybciej ulegal przecieciu w obecnosci jondw Cd** w temperaturze 25°C,
ponadto wykazywal wysoka aktywnos¢ Katalityczng w obecnosei jonow Mn®*, a stata Kops
wyniosla ok. 0,006 min™ (Rys. 54A). Reakcja katalitycznego przecinania si¢ wariantu
Dz15/XWS prowadzona w temperaturze 25°C przebiegata ze zblizong szybkoscig w
obecno$ci jondw Ccd* jak 1 w obecnosci jondéw Zn®*, wyznaczone state Kops wyniosty
odpowiednio 0,0044 min™ i 0,0036 min™ (Rys. 54A).

Warto zauwazy¢, ze badane DNAzymy metalozalezne w temperaturze 37°C
katalizowaty reakcje ciecia w obecnosci jonow Zn?*, Mn?* czy Cd®* istotnie wolniej (od 5 do
15-razy) w poroéwnaniu do reakcji w temperaturze 25°C (Rys. 54B). Podczas gdy dane
literaturowe donosza, ze DNAzym 8-17 wykazywal 2-krotnie wyzsza aktywno$¢ w
temperaturze 37°C w obecnosci Mg”, Mn®* czy Ca®" niz w temperaturze 25°C [96].
Najwyzszy spadek aktywnosci katalitycznej zaobserwowalam dla DNAzymu 1/VIIWS — w
obecnosci jonow Cd®* w temperaturze 37°C wariant ten dziatal 15 razy wolniej niz w
temperaturze 25°C. Co wigcej, podczas prowadzenia reakcji w temperaturze 37°C poza
spadkiem aktywnosci katalitycznej wariantow Dz1/VIIWS, Dz5/XWS, Dz15/XWS, doszto
takze do zmiany preferencji DNAzymu 15/ XWS wobec jonow metali — wariant ten
wykazywat wyzsza aktywno$¢ w obecnosci jonow Mn®* niz w obecnosci jonoéw Zn?* (Rys.
54B). Nieoczekiwany efekt spadku aktywnosci katalitycznej badanych przeze mnie
DNAzymow w temperaturze 37°C w porownaniu do temperatury 25°C moze by¢ zwigzany ze
zmianami jakie zaszty w ich strukturze drugorzedowej, a w konsekwencji zwinigciem
DNAzymoéw w formy nieaktywne.

W wyniku przeprowadzonych doswiadczen okreslona zostata aktywno$¢ katalityczna
wariantow DNAzymow: Dz1/VII, Dz5/X, Dz15/X skroconych z konca 5’ i 3°. Okazato sie, ze
otrzymane warianty s3 DNAzymami metalozaleznymi, nie wykazujacymi wysokiej
specyficznosci wobec jonow metali dwuwarto$ciowych niezbgdnych do reakcji katalizy.
Chociaz badane warianty sg najbardziej aktywne w obecnosci jonow Cd*, to dziataja takze w

obecnosci jonow Zn*" i Mn*". Sugeruje to, ze tworzenie aktywnego katalitycznie kompleksu
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jon metalu—-DNAzym nie wymaga wysoce specyficznego sposobu koordynacji jonu. Wniosek
ten jest zbiezny z wcze$niejszg sugestia, ze rdézne warianty DNAzyméw wykazuja
zréznicowane powinowactwo wobec jonoOw metali badz jony metali wigzg si¢ z DNAzymami

w sposob bardziej lub mniej specyficzny, co wptywa na efektywnos¢ reakcji cigeia.
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Rysunek 54. Wplyw jonéw metali Cd**, Zn** oraz Mn** o stezeniu 50 uM na szybkos¢ reakcji ciecia
DNAzymow: Dz1/VIIWS, Dz5/XWS i Dz15/XWS. Reakcje prowadzono w obecnosci buforu: 50 mM
HEPES pH 7,0, 100 mM NaCl w czasie 60 minut w temperaturze: A) 25°C B) 37°C.

3.7.3. Badania spektroskopowe DNAzymu 1/VIIWS

W celu okreslenie powinowactwa i specyficznosci wigzania wybranych jonéw metali
dwuwartosciowych przez DNAzym 1/VIIWS przeprowadzitam badania spektroskopowe z
wykorzystaniem  spektroskopii  UV-vis oraz dichroizmu kotowego. Do$wiadczenia

wykonatam dla nieprzecinajacego si¢ wariantu DNAzymu, gdzie rybonukleotyd adeniny
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zastgpiono deoksyrybonukleotydem (Dz1/VIIWS-dA). DNAzym o stgzeniu 10 uM,
inkubowano w obecnosci jonéw Cd** o stezeniu 0-2000 pM, jonéw Zn”" o stezeniu 0-2000
uM oraz jonoéw I\/Ig2+ o stezeniu 0—10 mM.

Widma UV-vis przedstawione na rysunku 55 pokazuja spadek absorbancji wraz ze
wzrostem stezenia jonow Cd®*, Zn®*, Mg®* — obserwacja ta sugeruje stabilizacje struktur
dwuniciowych DNAzymu przez zwigkszong ilo§¢ jondow. Przy zastosowaniu st¢zenia jondw
Cd** 1000-1500 uM ma miejsce dalszy, znaczacy spadek absorbancji spowodowany
agregacjag DNA i wytrgcaniem z roztworu. Podobnego efektu nie obserwowano natomiast
przy zastosowaniu wysokich stezef jonow Zn”* 1— 2 mM badz jonow Mg** 1-10 mM.

Widma CD wskazuja na obecnos¢ formy B-DNA, o czym $wiadczy pozytywny efekt
Cottona przy ~277 nm oraz negatywny sygnat przy ~250 nm (Rys. 55). Wraz ze wzrostem
stezenia jonéw Cd?* dochodzi do znaczacego spadku intensywnosci sygnatu przy 277 nm, co
moze by¢ zwigzane z proba przejscia formy B-DNA do Z-DNA, formy uwazanej za istotng
dla aktywnosci katalitycznej DNAzymow [156]. Niestety, nie zaobserwowatam negatywnego
sygnatu przy 294 nm $§wiadczacego o tym, ze DNAzym 1VIIWS-dA w obecnosci jonow cd**
przeksztatca si¢ w forme¢ Z-DNA (Rys. 55A). Widma CD wygenerowane dla Dz1/VIIWS w
obecnosci jondw Zn** czy Mg* wskazaly na nieznaczne zmiany struktury czasteczki
wywotane dodaniem jonow do roztworu (Rys. 55A-C)

Na podstawie danych pozyskanych przy wykorzystaniu dichroizmu kotowego
wyznaczono stale dysocjacji (Kg) DNAzymu 1/VIIWS-dA i jonow Cd**, Zn** i Mg?*. Dane
eksperymentalne podstawiano do rownania hiperboli:

C(Me?*)
Kq+(Me2t)’

CDy77=
gdzie Ky jest stalg dysocjacji, CD,7; 0znacza intensywnos$¢ absorpcji przy dtugosci fali 277
nm dla jonow Cd?*, dla jonow Zn** i Mg®* odczytywana maksymalna warto$¢ absorpcji byla
przy 275 nm, (Me®") oznacza stezenie jonu metalu dwuwartosciowego. Wartosci te byly
obliczane z wykorzystaniem oprogramowania OriginPro 8.5 lub PeakFit (Rys. 56). State
dysocjacji Kq dla DNAzymu 1/VIIWS-dA i jonéw Cd**, Zn** i Mg** wyniosty, odpowiednio
111 uM, 400 puM i 330 pM. Niemniej jednak, podczas wykreslenia zaleznosci zmian
absorpcji jako funkcji stezenia jonow Zn** i Mg?* oraz wyznaczania parametréw hiperboli,
pojawity si¢ problemy z doktadnym dopasowniem krzywych do danych eksperymentalnych.
W zwiazku z tym state Kg dla Dz1/VIIWS-dA oraz jonoéw Zn** i Mg?* nalezy traktowaé jako

warto$ci wymagajace potwierdzenia innymi metodami.
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Rysunek 56. Relatywna zmiana sygnatu CD DNAzymu 1/VIIWS-dA przy dtugosci fali 277 nm jako

funkcja stezenia jonéw Cd** i wyznaczenie wartosci Ky Pomiary wykonano w buforze: 50 mM
HEPES 7,0 i 100 mM NaCl w temperaturze 25°C; dtugos¢ drogi optycznej | = 1Imm.

3.7.4. Ukierunkowana mutageneza, a zmieniona aktywnos¢ katalityczna wybranych
DNAzymoéw

Po scharakteryzowaniu wlasciwosci  biochemicznych wybranych  wariantow
DNAzyméw Cd?*-zaleznych (skroconych z kofica 5° i 3°) postanowilam sprawdzi¢, jak
zmiany pojedynczych nukleotydow w obrgbie sekwencji waznej dla ich tworzenia struktury
oraz prawdopodobnie uczestniczacych w mechanizmie reakcji cigcia wptyng na aktywnos¢
katalityczng DNAzymow.

Jak wspominatlam wcze$niej (rozdz. 3.6), po zestawieniu sekwencji klonoéw
otrzymanych w procesie selekcji in vitro zaobserwowalam, ze otrzymane DNAzymy
posiadaja charakterystyczne dla opisanego w literaturze DNAzymu 8-17 motywy strukturalne
W obrebie regionu katalitycznego. Jest to motyw nieduzej spinki z krotkim trzonem ztoZzonym
z trzech par zasad oraz trojnukleotydowa petla apikalng AGC oraz 5-nukleotydowy fragment
jednoniciowy o sekwencji WCGAA (gdzie W: A lub T). Dodatkowo, wszystkie warianty
posiadaja w obrgbie wspomnianej petli konserwatywne nukleotydy A6 1 G7 oraz w obrgbie 5-
nukleotydowego fragmentu jednoniciowego konserwatywne nukleotydy C13 i G14. Mozna
zatem sadzi¢, ze wyselekcjonowane przeze mnie DNAzymy naleza do grupy DNAzymow
typu 8-17.

W zwigzku z powyzszymi obserwacjami postanowitam skupi¢ swojg uwage na

nukleotydzie w pozycji 12 oraz na trzonie nieduzej spinki ztozonym z trzech par zasad (Rys.
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57). W pierwszej kolejnosci, z wykorzystaniem metody ukierunkowanej mutagenezy,
przygotowane zostaty trzy warianty DNAzymu 1/VIIWS, posiadajace mutacje w pozycji 12
tancucha polinukleotydowego. Wang i wsp. [100] sugeruja, ze nukleotyd w tej pozycji moze
peli¢ dwie funkcje istotne dla zachowania aktywnosci katalitycznej DNAzymu — moze
dziata¢ jako swego rodzaju ,stabilizator”, ktéry zapewnia odpowiednie usytuowanie
sgsiedniego, konserwatywnego nukleotydu C13 oraz moze pehi¢ funkcje elementu
,,chaperonowego”, istotnego dla odpowiedniego zwiniecia DNAzymu w forme aktywng
katalitycznie.

Aktywnos¢ katalityczng wariantow DNAzymu 1/VIIWS z mutacja w pozycji 12
tancucha polinukleotydowego wyznaczalam w obecno$ci wybranych jonéw metali
dwuwartosciowych w pH 7,0. Okazato si¢, ze podstawienie w pozycji 12 reszty adeniny
guaning skutkowato 1,7-krotnym spadkiem aktywnosci w obecnosci 50 uM jonow Cd** oraz
ok. 50% spadkiem aktywnoéci w obecnosci 50 uM jonéw Zn** i jonéw Mn?* po 30-
minutowej inkubacji w 25°C. Wprowadzenie w pozycje 12 tancucha zasady pirymidynowej
(tyminy lub cytozyny) skutkowato bardzo duzym spadkiem aktywnosci katalitycznej. Mutant
Dz1/VIIWS _12C wykazywal w obecnosci jonow Ccd?, zn?*" i Mn?*, odpowiednio, 10-krotny,
13-krotny i 23-krotny spadek aktywnosci katalitycznej. Mutant Dz1/VIIWS 12T w obecnosci
jondéw Cd** o stezeniu 50 pM wykazywat o ok. 93% nizszy stopien przecigcia od DNAzymu
1/VIIWS. Podczas gdy kofaktorem reakcji cigcia byly jony Zn?* badz Mn** aktywnos¢
katalityczna Dz1/VIIWS 12T spadta, odpowiednio, 7- i 23-krotnie (Rys. 57A). W obecnosci
innych jonéw metali dwuwarto$ciowych, takich jak: Sr?*, Ni?*, Ca?* i Mg?" trzy warianty
DNAzymu 1/VIIWS posiadajace mutacje w pozycji 12 tancucha polinukleotydowego byly
praktycznie nieaktywne.

Przeprowadzone doswiadczenia wykazaty, ze obecnos¢ zasady purynowej w pozycji
12 jest konieczna do zachowania aktywnosci katalitycznej DNAzymu 1/VIIWS.
Prawdopodobnie, zarowno stopien protonacji puryn, ich budowa, struktura oraz sita
tworzonych wigzan wplywajg na odpowiednie zwiniecie si¢ DNAzymow W strukturg aktywna

katalitycznie.
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Rysunek 57. Zalezno$¢ aktywno$ci katalitycznej DNAzymow A) Dz1l/VIIWS B) Dz5/XWS od
zmiennos$ci sktadu nukleotydowego i modyfikacji wprowadzonych w regionie katalitycznym. W
tabelach podano relatywny stopien przecigcia (Yrn). Wartosci Yy, dla DNAzymow typu dzikiego tj.
Dz1/VIIWS oraz Dz5/XWS w obecnosci jonéw Cd** przyjeto jako 1 i do tej wartosci poréwnywano
Y, uzyskane podczas reakcji z jonami Zn”* i Mn®*. Warto$ci Yy, dla wariantéw z mutacjami obliczano
jako stosunek (Y m)mutant/ (Y m)iyp dziki- Reakeje prowadzono w obecnosci buforu: 50 mM HEPES pH 7,0,
100 mM NaCl w czasie 30 minut w temperaturze 25°C.

Innym elementem strukturalnym, ktory zostat poddany ukierunkowanej mutagenezie
byta srodkowa para zasad trzonu nieduzej spinki zakonczonej trdjnukleotydowa petla AGC.
Peracchi i wspotpracownicy [98-99] wykazali, ze nukleotydy tworzace srodkowa, kanoniczng
par¢ zasad trzonu spinki majg istotny wplyw na aktywno$¢ katalityczng DNAzymu 8-17.
Zmiana pary C4-G10 na par¢ A4-T10 powodowata 5-krotny spadek aktywnosci DNAzymu
17E aktywnego w obecno$ci jonow Zn®* [85]. Okreslitam zatem aktywnos$¢ katalityczna
dwoch DNAzymow (Dz1/VIIWS i Dz5/XWS) z wprowadzonymi mutacjami w obrebie
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trzonu spinki zaangazowanej w tworzenie struktury regionu katalitycznego. DNAzym
1/VIIWS posiada trzon zbudowany z dwoch par typu A-T oraz jednej pary C-G. Dane
literaturowe sugerujg, iz aby DNAzym 8-17 zachowywal wysoka aktywnos$¢ katalityczng
niezb¢dne sg przynajmniej dwie pary typu C-G w obrebie trzonu spinki [57]. Zastgpitam
zatem S$rodkowa par¢ zasad A4-C1l0 para C4-G10. Zmutowany DNAzym wykazywat
zblizony stopien przecigcia do wariantu typu dzikiego w obecnosci 50 uM stezenia jonow
Cd** podczas 30-minutowej inkubacji, natomiast zmienily sie jego preferencje wobec jondw
Zn** i Mn**. Wprowadzenie mutacji A4C/T10G spowodowato ponad 3-krotnie nizszy i o
75% wyzszy stopieh przeciecia w obecnosei 50 pM stezenia, odpowiednio jonéw Mn?* i Zn®*
(Rys. 57A).

W przypadku DNAzymu 5/XWS, ktory wykazywat nizszg aktywno$¢ katalityczng niz
DNAzym 1/VIIWS (Rys. 57B), po zamianie pary zasad w trzonie spinki T4-A10 na C4-G10
zaobserwowatam ok. 5-krotny spadek aktywnosci katalitycznej w obecnoscei jonow Cd?*, Zn**
oraz Mn?* o stezeniu 50 pM podczas 30-minutowej inkubacji, w stosunku do aktywnosci
Dz5/XWS typu dzikiego. Przy czym wprowadzenie mutacji nie wplyngto na zmiane
preferencji DNAzymu 5/XWS wobec jonow metali (Rys. 57B). Nalezy podkresli¢, ze
zar6wno mutant Dz5/XWS, jak i mutant Dz1/VIIWS byty praktycznie nieaktywne w
obecnoséci jonow Sr2*, Ni%*, Ca?* i Mg (Rys. 57).

Powyzsze wyniki wskazuja, ze sktad nukleotydowy trzonu spinki obecnej w regionie
katalitycznym wptywa na aktywnos$¢ katalityczng DNAzymow 1/VIIWS i 5X/WS oraz ich
preferencje wobec jondéw metali. Ponadto, ilo§¢ par zasad typu C-G nie decyduje o
wlasciwosciach katalitycznych otrzymanych przeze mnie wariantow, w przeciwienstwie do
obserwacji literaturowych dotyczacych DNAzymu 8-17 [57]. Rowniez obecnos¢ srodkowe;j
pary zasad w trzonie spinki DNAzymow w konfiguracji C4-G10 nie zwicksza aktywnosci
katalitycznej badanych wariantdéw. Wydaje si¢, iz trzon spinki zakonczonej trojnukleotydowa
petla AGC, usytuowany w obrebie regionu katalitycznego moze uczestniczy¢ w wigzaniu
jonu metalu. Moze by¢ takze zaangazowany w tworzenie oddzialywan dalekiego zasiegu,
istotnych dla przyjecia przez DNAzym odpowiedniej struktury drugorzedowej, decydujacej o
jego wlasciwosciach katalitycznych.

Poza okresleniem wplywu mutacji wprowadzanych w obrgbie 5-nukleotydowego
fragmentu jednoniciowego (pozycja 12) oraz w obrebie trzonu spinki, zaangazowanych w
tworzenie struktury regionu katalitycznego, zbadano takze aktywnos¢ katalityczng DNAzymu
1/VIIWS z modyfikacja w postaci grupy tiofosforanowej w miejscu ciecia. Huang i Liu [157]

wykazali, ze wprowadzenie grupy tiofosforanowej (PS) w miejscu cigcia DNAzymu Cel3d
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wplyngto na zmiang jego preferencji wobec jonéw metali niezb¢dnych do aktywnosci
katalitycznej z jonow lantanowcéw na jony Cd** czy Hg”*. Poniewaz niektore jony metali
dwuwarto$ciowych, w tym jony Cd*, wykazujg silne powinowactwo do ligandow
zawierajacych siarke, niewigzacy atom tlenu grupy fosforanowej w miejscu cigcia
katalitycznego DNAzymu 1/VIIWS zastapiono atomem siarki. Aktywno$¢ katalityczng
DNAzymu z tg modyfikacja, Dz1/VIIWS_PS, zbadano w obecno$ci wybranych jonéw metali
dwuwartosciowych. DNAzym Dz1/VII_PS wykazywat 3% stopien przecigcia w obecnosci
100 pM stezenia jonoéw Cd** podczas 30-minutowej inkubacji (Rys. 58). DNAzym bez
modyfikacji Dz1/VIIWS wykazywat 9% stopien przeciecia w tych warunkach (Rys. 52A).

m 25°C/5' m 25°C/30'

3,5

2,5

1,5

stopien przeciecia [%]
N

0,5

0 T S T =T

S50pM 50puM 50puM S50pM 50puM 50puM S50 pM 50 uM  100pM
Sr(l)  Ni(l) ca(ll) Co(l) Mn(ll) Zn() Mg(ll) cd(il) cd(n)

Rysunek 58. Aktywnos$¢ katalityczna DNAzymu Dz1/VIIWS PS w obecnosci wybranych jonow
metali dwuwartosciowych. Reakcje prowadzono w buforze: 50 mM HEPES pH 7,0 i 100 mM NaCl
przez 5 minut i 30 minut w temperaturze 25°C.

W obecnosci 50 uM stezenia jonéw Cd?* stopien przecigcia zardwno
modyfikowanego, jak i niemodyfikowanego DNAzymu wyniost ok. 2% podczas 30-
minutowej inkubacji (Rys. 58). Bardzo istotny, ponad 10-krotny spadek aktywnos$ci wariantu
Dz1/VIIWS_PS miat miejsce w obecnosci 50 uM stezenia jondw Mn?*, za§ w obecnosci
jonéw Zn?* stopien przeciecia byl na poziomie niespetna 0,2%, czyli byt 3-krotnie nizszy niz
stopien przeciecia DNAzymu bez modyfikacji tiofosforanowej (Rys. 52A).

Woprowadzenie grupy tiofosforanowej w miejsce cigcia katalitycznego DNAzymu
1/VIIWS nie poprawilo jego aktywnosci katalitycznej w obecnosci jonow Cd?*, ale istotnie

obnizylo jego aktywno$¢ katalityczna w obecnosei jondw Zn** i Mn?".
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3.8. Aktywnos¢ katalityczna DNAzymow metalozaleznych dziatajacych w uktadzie
dwuczasteczkowym (in trans)

W kolejnym etapie podjetam probe uzyskania DNAzymow metalozaleznych zdolnych
do dziatania w uktadzie dwuczgsteczkowym (in trans). Wiekszo$¢ opisywanych w literaturze
katalitycznych kwasow deoksyrybonukleinowych wykorzystywanych w praktyce dziata w
uktadzie dwuczasteczkowym, przy czym czgsto DNAzym wystgpuje w duzym nadmiarze w
stosunku do substratu.

W pierwszej kolejnosci zaprojektowatam dwa warianty DNAzymu 1/VIIWS w
uktadzie dwuczasteczkowym (Rys. 59). Pierwszy wariant otrzymatam poprzez przecigcie
czasteczki DNAzymu 1/VIIWS pomiedzy reszta G1.10 i C2.10 natomiast drugi, krotszy
wariant w wyniku odciecia 4-nukleotydowej petli GCGA w miejscu C1.12 1 G.2.12 (Rys. 51,
rozdz. 3.6). Badanie aktywno$ci Kkatalitycznej otrzymanych wariantow prowadzitam w
buforze 50 mM HEPES pH 7,0, 100 mM NaCl w obecnosci jonow Cd** o stezeniu 0,1, 11 10
mM. DNAzym wprowadzany byt do reakcji w 100-, 1000- i 10000-krotnym nadmiarze w
stosunku do oligonukleotydowego substratu. Nie zaobserwowatam produktow reakcji
katalitycznego cigcia, co wskazuje, iz zaden z badanych wariantow 1/VIIWS_E1 i
1/VIIWS_E2 nie wykazywat aktywnosci katalitycznej w obecnosci jondw cd*. Sprawdzitam
takze, czy wariant DNAzymu 5/XWS o0 innej sekwencji regionu katalitycznego niz
Dz1/VIIWS bedzie aktywny w uktadzie in trans. Reakcje prowadzitam w identycznych
warunkach jak w przypadku wariantow 1/VIIWS El. DNAzym 5/XWS El (Rys. 59)
réwniez nie wykazywat aktywnosci katalitycznej w obecno$ci jondw Cd*" o stezeniu 0,1, 1 i
10 mM.

Nastepnie postanowitam zaprojektowa¢ wariant DNAzymu 1/VIIWS dziatajagcy w
uktadzie dwuczasteczkowym w taki sposéb, aby sprawdzi¢ czy sktad nukleotydowy i dtugos¢
segmentow dwuniciowych, okalajacych region katalityczny, ma znaczenie dla jego
wlasciwosci  katalitycznych. Zaprojektowatam wariant Dz1/VIIE, ktérego centrum
katalityczne byto identyczne pod wzgledem sktadu nukleotydowego z centrum katalitycznym
DNAzymu 1/VIIWS, zas sekwencja segmentéw okalajacych ten region byta identyczna jak w
DNAzymie 8-17, ktory jest aktywny przy wysokich stezeniach jonéw magnezu (Rys. 59).
Ponadto, zastosowatam w reakcji dwa substraty oligonukleotydowe rdézniace si¢ zasada przy

rybonukleotydzie bedagcym miejscem cigcia katalitycznego.
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Rysunek 59. Warianty DNAzymoéw metalozaleznych w uktadzie dwuczasteczkowym (in trans). Na

zielono zaznaczono region typu random w wyjsciowej bibliotece kombinatorycznej uzytej w selekcji
in vitro. Czerwong czcionka oznaczono miejsce katalitycznego ciecia.

Wariant Dz1/VIIE nie wykazywat aktywnoS$ci katalitycznej zarowno w obecnosSci
jonow Cd** jak i Mg* o stezeniu 100 uM. W nieznacznym stopniu Dz1/VIIE przecinat
substrat Dz1/VIIS z rybonukleotydem adeniny po 3 godzinach inkubacji w obecnosci 10 mM
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stezenia jonow Mg Nieco silniejszemu cigciu ulegat substrat 8-17S z rybonukleotydem
guaniny. DNAzym 8-17E stanowil pozytywna kontrole reakcji przebiegajacej w uktadzie
dwuczasteczkowym. Zgodnie z oczekiwaniem, DNAzym 8-17E przecinat oligonukleotydowy
substrat zar6wno z rybonukleotydem adeniny jak i guaniny w obecnosci 10 mM stezenia
jonéw magnezu, natomiast byl nieaktywny w obecnosci 100 uM stezenia tych jonoéw (Rys.

60).
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Rysunek 60. Autoradiogramy przedstawiajace wyniki analizy aktywnosci katalitycznej
skonstruowanych DNAzymoéw dziatajacych w uktadzie dwuczgsteczkowym: A) w obecnosci jonow
Cd*" i Mg o stezeniu, odpowiednio 0,1 mM oraz 10 mM, B) w obecnosci jonow Cd**u o stezeniu 0,1
mM, jonéw Mg* o stezeniu 0,1 mM dla 8-17E oraz jonéw Mg® o stezeniu 0,1 mM i 10 mM dla
Dz1/VIIE. Reakcj¢ prowadzono w buforze: 50 mM HEPES pH 7,0, 100 mM NaCl. K, linie kontrolne.

Kolejny uktad dwuczasteczkowy stanowil DNAzym 1/VIIE z substratem 1/VIIS.
Wariant 1/VIIE trans powstal w wyniku przecigcia czasteczki DNAzymu 1/VIIWS migdzy
G1.10 i G1.11 (Rys. 51). Wydtuzytam ni¢ odpowiadajacg substratowi o 4 nukleotydy

komplementarne do nukleotydow pochodzacych z przecigcia petli apikalnej u podstawy
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trzonu DNAzymu zyskujac tym samym segment dwuniciowy o dlugosci 10 par zasad.
Natomiast na koncu 3’ zaprojektowalam segment dwuniciowy ztozony z 9 par zasad (Rys.
59). DNAzym wprowadzany byt do reakcji w 100-krothym nadmiarze w stosunku do
oligonukleotydowego substratu. Reakeje ciecia inicjowano poprzez dodanie jonow Cd** lub
Mg?* do koncowego stezenia, odpowiednio, 100 pM i 1 mM. Mimo wydhizenia
dwuniciowych segmentéw okalajagcych region Kkatalityczny DNAzymu 1/VIIE, nie

wykazywat on aktywnosci w obecnoscei jonoéw Cd** i Mg?".
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4. Dyskusja wynikow

4.1. Dlaczego deoksyrybozymy? Dlaczego jony Cd**?

Kwasy nukleinowe obok bialek, hormonéw, weglowodandéw czy lipidow sa
zwigzkami chemicznymi bedacymi przedmiotem szczegdlnie intensywnych badan
biochemicznych. Do najwigkszych osiggni¢¢ biochemii zalicza si¢ m. in.: odkrycie struktur,
jakie tworza kwasy nukleinowe i roli jaka pelnia w procesie przekazywania informacji
genetycznej. W latach pdzniejszych odkryto, ze kwasy nukleinowe podobnie jak enzymy
biatkowe moga bra¢ udziat w reakcjach biochemicznych, jako katalizatory. Czasteczki RNA
pelnigce taka funkcje okreSlono mianem rybozyméw [1-2], a czasteczki DNA -
deoksyrybozymow [3], wskazujac tym samym na ich podobienstwo do enzymow biatkowych.
DNAzymy, sztucznie otrzymane czasteczki kwasu deoksyrybonukleinowego, ktore wykazuja
aktywno$¢ katalityczng w reakcji przecinania tancucha RNA stanowig przedmiot badan moje;j
rozprawy doktorskiej.

Dlaczego deoksyrybozymy? Obecnie, najwigkszy obszar aplikacji deoksyrybozymow
stanowi analityka iloSciowa 1 jakoSciowa. Ze wzgledu na to, ze wigkszo§¢ DNAzymow do
swojej aktywnosci katalitycznej wymaga kofaktorow w postaci jondéw metali
dwuwartosciowych, z powodzeniem wykorzystuje si¢ te czasteczki DNA do konstrukcji
biosensoréw wykrywajacych jony metali np. jony Pb®* [127, 153], Cu®** [131, 154], czy UO5"
[58, 65, 130]. Co dodatkowo przemawia za DNAzymami, jako atrakcyjnymi obiektami
badawczymi i potencjalnymi narzedziami molekularnymi? Sg one znacznie bardziej odporne
na niepozadang degradacje, zachodzacg pod wplywem dziatania czynnikéw $srodowiskowych
niz np. rybozymy czy enzymy biatkowe. Brak grupy 2’-OH przy wigzaniu fosfodiestrowym
powoduje, ze czasteczki DNA sa ok. 100 000 razy bardziej odporne na hydroliz¢ niz
czasteczki RNA. Natomiast wigzania peptydowe enzyméw biatkowych sg 1000 razy stabsze
niz wigzania fosfodiestrowe DNA [25]. Postanowitam zatem, podja¢ probe otrzymania
DNAzyméw aktywnych w obecnosei jonow Cd** przy zastosowaniu metody selekji in vitro.
Badania, ktore przeprowadzitam w ramach realizacji pracy doktorskiej, skupiaty sie¢ przede
wszystkim na szczegétowej charakterystyce aktywnosci katalitycznej oraz wlasciwos$ci
biochemicznych, struktury, a takze funkcjonalnosci otrzymanych na drodze selekcji in vitro
DNAzymow.

Dlaczego jony kadmu? Kadm jest zaliczany do glownych zanieczyszczen

chemicznych $rodowiska. Jest pierwiastkiem o duzej toksyczno$ci, nawet w bardzo matych
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stezeniach. Z tego wzgledu stanowi on powazne zagrozenie dla zdrowia ludzi i zwierzat.
Wiasciwoscig kadmu, ktora zwielokrotnia i nasila jego toksyczne dziatanie, jest zdolno$¢ do
kumulowanie si¢ W organizmie [23]. Toksyczno$¢ jonow kadmu wynika przede wszystkim z
jego powinowactwa do grup sulthydrylowych biatek. W komorkach dochodzi do wigzania
grup —SH przez metal w tych miejscach, ktore uczestniczg w Katalizie enzymatycznej lub
transporcie jonow. Oddzialywania te mogg by¢ tak silne, ze powoduja zmiany konformacji
czasteczek, rozerwanie wigzan wodorowych lub przesunigcia kationdw z miejsc ich dziatania
[158]. Obecnie wigkszo$¢ analiz dotyczaca oznaczeh jonow metali jest wykonywana w
oparciu o techniki takie jak: absorpcyjna spektrometria atomowa, anodowa woltamperometria
stripingowa czy mikrosondowanie, w laboratoriach wyposazonych w drogi sprzgt analityczny
i zatrudniajagcych wysoko wykwalifikowanych pracownikow [7]. Kim i wsp. [159]
przedstawili szereg fluorescencyjnych i kolorymetrycznych sensoré6w wykrywajacych jony
Cd?*, przy czym wickszos¢ z zaproponowanych metod detekcji wymaga chemicznej syntezy
matych, cyklicznych czasteczek organicznych, zawierajacych w swojej strukturze pierscienie
benzenu. Poszukujac nowych sposobow oznaczen jonow metali, Wu i wsp. [51] otrzymali
metoda selekcji in vitro aptamery DNA o wysokim powinowactwie wobec jonéw Cd?*, ktore
sg potencjalnie uzyteczne jako biosensory. Nie bylo natomiast doniesien literaturowych o
tym, by otrzymano DNAzymy specyficzne wobec jonow Cd?*. Pomimo, ze na drodze selekcji
in vitro otrzymano szereg deoksyrybozymow aktywnych w obecnos$¢ innych jonow metali jak
jony Zn* [57], Mg** [5-6], Ca® [76, 98] czy Hg** [160].

Sadzitam zatem, ze realizacja postawionego celu pracy doktorskiej moze dostarczac
informacji, niezbednych podczas praktycznego zastosowania wyselekcjonowanych
DNAzymow, jako prostych modutow sekwencyjnych w konstrukcji nowoczesnych

biosensorow.

4.2. W poszukiwaniu nowych DNAzymdw - selekcja in vitro

W poszukiwaniu DNAzymow aktywnych w obecnosci jonow Cd* wykorzystatam
metode selekcji in vitro, ktora jest strategia badawcza umozliwiajaca znajdowanie m. in.
DNAzymow [3], wariantow rybozymow [48], aptazymow [49], czy aptamerow DNA [50-51]
oraz aptamerow RNA [52] o pozadanych wiasciwosciach funkcjonalnych wsrod licznej puli
przypadkowych sekwencji, w sposob analogiczny do naturalnych mechanizméow
ewolucyjnych. Co wazne, metoda selekcji in vitro — w odrdznieniu od metody
ukierunkowanej mutagenezy — nie wymaga zadnej wstgpnej wiedzy na temat struktury

poszukiwanych czgsteczek [53, 62]. Przeprowadzitam dwa niezalezne eksperymenty selekcji
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in vitro w poszukiwaniu DNAzyméw aktywnych w obecnosci jonéw kadmu. Pierwszym
etapem obu przeprowadzonych proceséw bylo stworzenie wyjsciowej biblioteki
kombinatorycznej oligonukleotydowych matryc DNA na drodze syntezy chemicznej. Kazdy
oligonukleotyd zbudowany byt z odcinka o sekwencji typu random oraz dwéch odcinkéw o
ustalonej sekwencji zlokalizowanych na koncu 5’ 1 3°. W trakcie syntezy regionu typu
random st¢zenia monomerow A, T, G i C byly rownomolowe, aby prawdopodobienstwo
wystapienia kazdej kombinacji nukleotydow bylo jednakowe. Do konstrukcji biblioteki
kombinatorycznej DNAzyméw wykorzystalam strategi¢ zaproponowana przez Breaker’a i
Joyce’a [5] podezas selekcji DNAzymu aktywnego w obecno$ci jondw Mg?*. W tej strategii
region random zlokalizowany jest w przewidywanej strukturze drugorzedowej wariantow
DNAzymow naprzeciw pojedynczego wigzania fosfodiestrowego typu rybo, bedacego
miejscem katalitycznego cigcia i z obydwu stron ograniczony jest segmentami dwuniciowymi
DNA (Rys. 17). Tego typu podejscie z gory okresla sposob interakcji miedzy nicig substratu
zawierajgcg wigzanie typu rybo, a nicig petnigcg funkcj¢ enzymu. Strategia syntezy biblioteki
kombinatorycznej wedlug Breaker’a i Joyce’a [5] zostata z powodzeniem wykorzystana w
szeregu innych eksperymentow selekcji in vitro DNAzymow [74-75]. Wsrdéd réznych
bibliotek stosowanych w chemii kombinatorycznej, biblioteki oligonukleotyde charakteryzuja
si¢ najwiekszg liczebnoscig. Region random zazwyczaj liczy od 20 do 200 nukleotydoéw [55].
Dla pierwszego eksperymentu selekcji in vitro, zaplanowatam — podobnie jak Schlosser i wsp.
[59] podczas selekcji DNAzymow przecinajacych wigzanie typu pirymidyna-pirymidyna —
syntezg biblioteki kombinatorycznej o krotkim 23-nukleotydowym regionie random, co
odpowiada 7 x 10" réznych czasteczek DNA. Zdecydowatam si¢ na konstrukcje biblioteki z
krotkim regionem zdegenerowanym poniewaz jej zaleta jest mozliwo$¢ uzyskania peinej
reprezentatywnos$ci biblioteki tzn. istnieje mozliwo$¢ uzycia w eksperymencie takiej ilosci
DNA, ktora zapewnia obecno$¢ w probce wszystkich teoretycznie mozliwych wariantow
sekwencji [44, 48]. Velez i wsp. [155] sugerujg natomiast, iz wada krotkich bibliotek
kombinatorycznych Kkatalitycznych czgsteczek DNA sg stosunkowo proste motywy w
strukturze drugo- i trzeciorzgdowej czasteczek, a zatem mniejsze prawdopodobienstwo
otrzymania wariantdw DNAzymoéw o pozadanych, unikalnych wtasciwosciach. Biblioteki z
dhuzszym regionem random liczacym 40-50 nukleotydéw byly najczesciej wykorzystywane
do otrzymywaniec DNAzymow metalozaleznych [57-58, 160]. W drugim, przeprowadzonym
eksperymencie selekcji in vitro wykorzystatam dwie biblioteki kombinatoryczne: zawierajaca
23-nukleotydowy odcinek random oraz z regionem typu random o dtugosci 40 nukleotydow,

gdzie teoretyczna liczba wariantdw wynosita 4*°, czyli 1,2 x 10%*. Wada tej drugiej biblioteki
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jest brak praktycznej mozliwosci uzycia w eksperymencie 10%* czasteczek DNA, co
zapewniloby uzyskanie pelnej reprezentatywnos$ci biblioteki [155]. Natomiast istotng zaletg
bibliotek o duzej liczebnosci jest mozliwos¢ zwinigcia si¢ wariantow w bardziej
skomplikowane struktury drugo- i trzeciorzedowe [55, 161-162], wicksze jest zatem
prawdopodobienstwo wystgpienia wérod nich wariantow o pozadanych wiasciwosciach [163].

Zastosowany przeze mnie schemat selekcji in vitro DNAzymow (Rys. 18 i 42)
skonstruowany zostat w oparciu o procedury stosowane wczesniej do selekcji DNAzymow
aktywnych w obecnosci jondw Mg®* [5], Zn®* [57] czy jonéw UO3" [58]. Zsyntetyzowane
chemicznie oligonukleotydy, w dwoch nastepujacych po sobie reakcjach PCR, prowadzity do
otrzymania biblioteki dwuniciowego DNA. Co jest bardzo istotne, obydwie nici ro6znity si¢
mobilnoscia elektroforetyczng dzigki uzyciu w drugiej reakcji PCR startera P4, zawierajacego
"spacerl8" — facznik zlozony z 18 reszt glikolu etylenowego. Mozliwe bylo zatem
rozdzielenie obydwu nici w Zelu poliakryloamidowym w warunkach denaturujacych i
otrzymanie biblioteki jednoniciowych oligomerow DNA (Rys. 17 i 42). Otrzymane biblioteki
kombinatoryczne DNAzymoéw poddawatam procesowi wlasciwej selekcji, wedlug ustalonego
kryterium, co prowadzilo do oddzielenia czasteczek aktywnych, wykazujacych oczekiwane
wlasciwosci, od nieaktywnych. Wyselekcjonowane czasteczki byty powielane w reakcji PCR
I wzbogacona, nowa biblioteka kombinatoryczna byta wprowadzana do kolejnego cyklu [45].
Kluczowym etapem selekcji byt etap oddzielenia wariantow aktywnych w obecnosci jondw
Cd** od wariantow, ktore takiej aktywno$ci nie wykazuja. Separacja oligonukleotydow
aktywnych katalitycznie od nieaktywnych mozliwa jest m. in. na drodze filtracji
membranowej, chromatografii powinowactwa czy elektroforezy kapilarnej [63]. W
wigkszosci prac eksperymentalnych dotyczacych selekcji DNAzymow metalozaleznych
powszechnie wykorzystywang i zalecang metoda separacji wariantow jest chromatografia
powinowactwa 2z udzialem kompleksu streptawidyna—biotyna [5-7, 57, 64]. W
doswiadczeniach opisanych w niniejszej pracy do separacji aktywnych Katalitycznie
oligonukleotydéw od nieaktywnych wykorzystywalam metode rozdziatu produktéw reakcji
katalitycznego cigcia w denaturujagcym zelu poliakryloamidowym, ktéra z powodzeniem
zostala wykorzystana podczas selekcji DNAzyméw aktywnych w obecnosci jonow UO%+
[58, 65]. Warianty aktywne ulegajace przecieciu w obecnosci jonow Cd** byty krotsze (62—79
nt) od wariantow nieaktywnych (90-102 nt), zatem w zelu poliakryloamidowym migrowaty

szybciej (Rys. 19 i 43). Odzyskany z zelu poliakryloamidowego produkt reakcji cigcia byt
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powielany w reakcji PCR w celu uzyskania wzbogaconej w aktywne warianty biblioteki
DNAzymow, ktora nastepnie poddawatam kolejnej reakcji cigcia.

W ramach realizacji pracy doktorskiej przeprowadzitam dwa niezalezne eksperymenty
selekcji in vitro. W wyniku pierwszej selekcji zamiast DNAzymow aktywnych w obecnosci
jondw Cd** otrzymatam DNAzymy pH-zalezne, ktére posiadaty jednakze interesujace
wlasciwosci biochemiczne. Natomiast w wyniku drugiego eksperymentu otrzymatam
katalityczne czasteczki DNA, nalezgce do klasy znanego z literatury DNAzymu 8-17 [6, 57,
94, 164], ktéore sg zdolne do ciecia RNA w obecnosci wybranych jondéw metali

dwuwarto$ciowych, przy czym najszybciej katalizuja reakcje ciecia w obecnosci jonow Cd?*,

4.3. Lepszy wygrywa — DNAzymy pH-zaleine

Zaktadanym celem pierwszego eksperymentu selekcji in vitro z wykorzystaniem
biblioteki DNAzyméw zawierajacej 23-nukleotydowy odcinek random bylo uzyskanie
DNAzyméw aktywnych w obecnosci Cd?*. Przeprowadzitam 11 cykli selekcji, gdzie
czynnikiem selekcyjnym bylo zmniejszajace si¢ stezenie jonow Cd?* od 1 mM do 100 puM.
Czas inkubacji zmieniat si¢ od 60 minut do 60 sekund (Tab. 6). Zwykle proces selekcji in
vitro katalitycznych czasteczek DNA trwa od 5 do 15 cykli. Wymagana jest wigcej niz jedna
runda selekcji poniewaz warianty nieaktywne badz warianty o innej specyficzno$ci dziatania
mogg z niewyjasnionych przyczyn ,przetrwa¢” warunki selekcji [36]. Dla przyktadu, Li i
wsp. [57] przeprowadzili 12 cykli selekcji in vitro w celu otrzymania DNAzymoéw aktywnych
w obecnosci jonow Zn**. Stezenie jonow Zn** zmieniato sie od 1 mM do 100 uM, za$ czas
inkubacji puli czasteczek z jonami metalu stopniowo malat od 60 minut dla pierwszego cyklu
do 30 sekund podczas ostatniego cyklu prowadzonej selekcji. W przypadku otrzymywania
katalitycznych czasteczek DNA aktywnych w obecnosci jonow UO3", Brown i wsp. [65]
przeprowadzili 11 cykli selekcji, rozpoczynajac od 5-godzinnej inkubacji puli DNAzymow z
jonami UO3", a konczac na inkubacji 15-minutowej w obecnosci 100 pM stezenia jonow
UO3", co pozwolito na stworzenie biosensora o wysokiej czutosci i specyficznosci dziatania
[130]. Proces selekcji in vitro nalezy prowadzi¢ do momentu, kiedy aktywnos$¢ puli
generowanych czasteczek bedzie wystarczajaco wysoka by méc przej$¢ do etapu klonowania
i identyfikacji poszczegdlnych wariantow sekwencyjnych.

W przeprowadzonym przeze mnie procesie selekcji in vitro w pierwszych czterech
cyklach stopien przecigcia biblioteki DNAzyméw byt znikomy, nieco powyzej 0,1%. Dopiero

po pigtym cyklu zaobserwowatam znaczgcy wzrost stopnia przecigcia, nawet do 22% w
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6smym cyklu, przy 100 pM stezeniu jonéw Cd** i czasie inkubacji 5 minut. W kolejnych
cyklach, przy 5-krotnym skroceniu czasu inkubacji, stopien przecigcia spadt praktycznie o
potowe do poziomu 8-16% (Tab. 6, Rys. 19). Jako, ze celem prowadzonego eksperymentu
selekcji bylo otrzymanie DNAzyméw specyficznych dla jonow Cd** do procedury
dwukrotnie wlaczono tzw. selekcje negatywna, ktora miata za zadanie wyeliminowac z puli
wariantow te, ktore wykazywaly aktywnos$¢ katalityczng w obecnosci innych jonéw metali:
Mg®*, Ca®*, Sr**, Mn®*, Co*, Ni** i Zn®*. Bruesehoff i wsp. [165] wykazali, ze w wyniku
selekcji DNAzymow aktywnych w obecnosci jonow Co?*, prowadzonej bez wilaczenia
procedury selekcji negatywnej, stosunek aktywnosci katalitycznej w obecnosei jonéw Co®* do
aktywno$ci w obecnosci jonéw Zn?* dla wariantu Co-11 wynosit 0,448, natomiast po
wprowadzeniu trzech rund selekcji negatywnej stosunek ten dla wspomnianego wariantu
wynosit 1,52. Wprowadzenie etapu selekcji negatywnej, pozwalajace na wyeliminowanie
katalitycznych czasteczek DNA/RNA o ,niepozadanej” specyficznos$ci dziatania, bylo
stosowane przez wiele innych grup badawczych [166-167].

Po przeprowadzonych 11 cyklach selekcji in vitro do dalszych badan wybratam pule
wariantow uzyskang w cyklu X, jako najbardziej aktywng w ,bardziej wymagajacych”
warunkach selekcji tj. obecnosci 0,1 mM stezenia jonéw Cd®* i najkrotszym czasie inkubacii
wynoszacym 1 minute. Po etapie klonowania i sekwencjonowania zidentyfikowatam kilka
grup-rodzin klonéw, posiadajacych charakterystyczne motywy sekwencyjne w regionie
odpowiadajagcym regionowi random w bibliotece wyjsciowej. Zaskakujace byto pojawienie
si¢ w tym regioniec motywoéw sekwencji ztozonych powtarzajacych si¢ z dwoch, trzech i

czterech tych samych nukleotydoéw (Rys. 20).

4.3.1. Kataliza bez udziatu jonéw metali

Po wstepnych badaniach aktywnosci Katalitycznej wybranych wariantow
sekwencyjnych okazato si¢, ze DNAzymy, ktore otrzymatam nie wykazuja aktywnosci w
obecnosci jondéw Cd**, natomiast sa aktywne w niskim pH $rodowiska (Rys. 21-25).
Eksperymenty selekcji in vitro zwiazane sg zawsze z ryzykiem, ze nie otrzymamy wariantOw
o pozadanych wiasciwosciach lub otrzymamy warianty o szerszym spektrum aktywnosci niz
przez nas zaktadane. Ciesiotka i wsp. [144] otrzymali aptamery RNA wiazace jony Zn",
ktore jak sie okazalo wiaza takze jony Ni** i Co*. Innym przykladem swego rodzaju
nieprzewidywalnosci wyniku procesu selekcji in vitro byla selekcja wariantow intronow
grupy | [168] oraz wariantow RNazy P [169] w obecnosci jonow Ca?*, gdzie otrzymane

warianty wykazywaly rowniez wysoka aktywno$¢ w obecnosci jonow Mg,
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charakterystyczng dla naturalnie wystepujacych rybozymow. Przypuszczatam, ze do tak
nieoczekiwanego wyniku przeprowadzonego przeze mnie pierwszego eksperymentu selekcji
in vitro mogly przyczyni¢ si¢ dwa czynniki: 1/ 23-nukleotydowy region random w
wyjsciowej bibliotece kombinatorycznej mogt by¢ za krotki do utworzenia centrum
katalitycznego zaleznego od wiazania jonéw Cd** oraz 2/ procedura selekcji ze
standardowym etapem stragcania DNA w pH 5,2, obnizonym w stosunku do pH 7,0 podczas
selekcji wariantow, mogla spowodowaé, ze w konsekwencji otrzymatam DNAzymy ,,pH-
zalezne”. Niemniej jednak, pomimo swego rodzaju ,,niepowodzenia” W przeprowadzonym
procesie selekcji in vitro, ktorej zakladany poczatkowo cel nie zostal osiggnigty,
postanowitam blizej przyjrze¢ si¢ wlasciwosciom Katalitycznym otrzymanych DNAzymow.

Jak dotychczas, wigkszo$¢ doniesien literaturowych odnoszacych si¢ do
katalitycznych czasteczek DNA dotyczy wariantéw, ktore do aktywnos$ci katalitycznej
wymagaja kofaktor6w w postaci jondw metali dwuwartosciowych oraz fizjologicznego pH
srodowiska. Co prawda, Gryer i Sen [74] zidentyfikowali DNAzym Na8 przecinajacy RNA w
obecnosci monowalentnych jonéw Na®, niezaleznie od obecnoéci jonoéw metali diwalentnych,
za$ Roth i Breakaer [75] otrzymali wariant HD2, ktory do swojej aktywnosci katalitycznej
wymaga histydyny. Stosunkowo niewiele jest natomiast informacji na temat czasteczek DNA,
ktore do swojej aktywnosci katalitycznej wymagaja niskiego pH $srodowiska [133, 170-174].
W zwigzku z tym, scharakteryzowanie wtasciwosci otrzymanych przez mnie DNAzymow
pH-zaleznych wydawato si¢ by¢ niezwykle interesujace.

Zbadatam kilka wariantow DNAzymoéw reprezentujacych kazda z otrzymanych
rodzin, réznigcych si¢ miedzy soba skladem nukleotydowym w obrgbie regionu
odpowiadajagcego regionowi random w bibliotece wyjsciowej. Podczas pierwszych
doswiadczen zaobserwowalam, ze otrzymane DNAzymy ulegaja przecigciu w miejscu
rybonukleotydu adeniny w buforach, ktorych pH jest < 6,0 bez udzialu jonéw metali.
DNAzym #27 wykazywat aktywno$¢ katalityczng w buforze 50 mM MES-NaOH o pH <
5,75, oraz w buforze 50 mM NH4OAc w pH < 5,75. W buforach o pH wyzszym niz 6,0
DNAzym ten byl nieaktywny (Rys. 23). Jayasena i Gold [175] otrzymali na drodze selekcji in
vitro czasteczki RNA, ktore rowniez wykazywaly aktywno$¢ katalityczng w niskim pH
srodowiska, przy czym silniejsze cigcia obserwowali dla reakcji prowadzonej w buforze Na-
MES niz np. octanie sodu czy kakodylanie sodu o tej samej wartosci pH. Podczas
szczegdtowe] analizy wlasciwosci katalitycznych otrzymanych przez mnie DNAzymow,
reprezentantow czterech rodzin, wyznaczytam profil ich aktywnosci jako funkcje zaleznosci

od zmian pH. Wyniki potwierdzily, ze wyselekcjonowane DNAzymy do swojej aktywnos$ci

134



Dyskusja wynikow

katalitycznej wymagaja niskiego pH srodowiska (Rys. 24), ze wskazaniem pH ok. 4,0 jako
optymalnego dla ich dziatania. DNAzym #27 z rodziny I ulegt 75% przecigciu w miejscu rA
w 50 mM cytrynianie sodu o pH 4,0, natomiast inny wariant z tej samej rodziny — DNAzym
#22 w 49%. Stopien przecigcia wariantow z rodzin Il i 1l byt odpowiednio o ok. 20-30%
nizszy od stopnia przecigcia DNAzymu #27 z rodziny I. DNAzym #15 z rodziny IV w
przeciwienstwie do wariantow z pozostatych grup, maksymalny ok. 50% stopien przecigcia
osiggat w pH 4,5, a nie w pH 4,0. Wraz z obnizaniem warto$ci pH do 2,5 stopien przeci¢cia
badanych wariantéw istotnie spadat, za§ w pH bliskim 6,0-7,0 nie wykazywaly one
aktywnosci katalitycznej (Rys. 24 i 25). Zréznicowany poziom aktywnosci katalitycznej
poszczegolnych wariantow wynika zapewne ze zréznicowanego sktadu nukleotydowego, a
tym samym z mozliwosci przyjmowania roznej konformacji. Zmienione nukleotydy w
obrebie 3’ konca regionu katalitycznego DNAzymu #22 w stosunku do DNAzymu #27 (Rys.
20), spowodowaty 25% spadek jego aktywnosci katalitycznej przy pH 4,0, chociaz obydwa
warianty naleza do rodziny I. Ponadto, zakres wartosci pH przy jakim Dz22 wykazywat
aktywnos¢ katalityczng byt istotnie wezszy od spektrum dziatania Dz27 (Rys. 25). Roznice w
sekwencji w obrebie regionu katalitycznego DNAzymow moga wplywaé na stabilno$é¢
termiczng czasteczek oraz na sposob ich zwijania si¢ — tym samym rézng strukturg
drugorzedowa. Co istotne, wigkszo$¢ poznanych dotychczas DNAzyméw do swojej
aktywnosci wymaga kofaktoréw w postaci jondw metali. Uwaza si¢, ze jony metali biorg
bezposredni udzial w reakcji katalitycznego cigcia RNA [14] oraz odpowiedzialne sg za
odpowiednie zwinigcie czasteczki DNAzymu 1 przyjecie przez nig konformacji, niezbednej do
wysokiej aktywnosci katalitycznej [86-87, 176]. Grupa badawcza profesora Li i wsp. [133],
otrzymata DNAzymy aktywne w niskim pH S$rodowiska, ktéore do swojej aktywnosci
katalitycznej wymagaja takze obecnos$ci wybranych jonéw metali. Na przykiad, DNAzym
pH4DZ1 najwyzsza aktywno$¢ katalityczng wykazywat w pH 4,0 i wymagal obecnosci
jonéw Mn?" czy Cd**, natomiast w obecnosci jondw Na* i K* byt nieaktywny. Natomiast
inny wariant, pH3DZ1, byt aktywny zarowno w obecnosci jonéw mono- jak i diwalentnych w
srodowisku o pH 3,0. Zaden z opisanych wariantow nie katalizowal reakcji ciecia RNA tylko
w wyniku obnizenia pH, obecno$¢ kofaktorow w postaci jonéw metali byta konieczna do
zajscia reakcji [133]. Wiasciwosci otrzymanych przeze mnie wariantow DNAzymow #15 i
#27 w obecnosci wybranych jonéw metali przy optymalnych dla nich warto$ciach pH,
odpowiednio pH 4,0, i 4,5, byly zaskakujace. Wariant Dz15 w pH 4,5 ulegat 50% przecigciu
bez udziatu jonéw metali, a obecnosé 1 mM badz 0,1 mM jonéw Mg*, zZn*, Sr**, Ca”,

Mn**, Co?*, Ni** oraz 100 mM Na' nie wplyneta istotnie na jego aktywnos¢ katalityczna.
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Jony Cd** o stezeniu 1 mM oraz jony K* o stezeniu 100 mM obnizaty aktywnos¢ Dz15 do
poziomu ok. 40% (Rys. 26). Podobny efekt uzyskano przy 100-krotnie wyzszym stezeniu
jonéw jednowartosciowych od stezenia jonow dwuwarto§ciowych, co potwierdza wigksza
zdolnos$¢ tych ostatnich do stabilizacji struktury kwaséw nukleinowych. Testowane jony
metali nie wptywaly takze na aktywno$¢ katalityczng wariantu Dz27. W pH 4,0 wariant Dz27
ulegal 80% przecigciu bez udziatlu jonéw metali. Wprowadzenie do reakcji szeregu
wybranych jonéw metali nie zwigkszato istotnie stopnia jego przeci¢cia. Co ciekawe, w
obecnosci 100 uM stezenia jonow cd* stopien przecigcia Dz27 wzrdost do ok. 90%, za$§ 1
mM stezenie tych jonéw zmniejszyto go 0 ponad 40% (Rys. 27). Jayasena i Gold [175]
podczas badan wariantu 8 RNA dziatajacego w niskim pH srodowiska, zaobserwowali takze,
Ze wraz ze wzrostem stgzenia jonow Mg2+, ca®*, Mn** czy Co?* dochodzi do caltkowitej
inhibicji reakcji cigcia. Prawdopodobnie, zwigckszone stezenie jondw zobojetniato tadunki
tancucha polinukleotydowego, powodujac zmiany w zwinieciu czasteczek i przyjecie przez
nie konformacji, w ktorej byly nieaktywne katalitycznie.

Przeprowadzone przeze mnie doswiadczenia sugeruja zalezno$¢ aktywnosci
katalitycznej deoksyrybozymoéw pH-zaleznych od przyjmowanej przez nie konformacji.
Otrzymane warianty najwyzsza aktywno$¢ wykazuja w srodowisku o pH 4,0-4,5, co
wskazuje, 1z wlasnie w tych warunkach dochodzi do zwinigcia DNAzymow w ,,aktywne”
formy. Co bardzo istotne, a zarazem dosy¢ nietypowe, DNAzymy pH-zalezne nie wymagaja
obecnosci jonéw metali w katalizie. Oznacza to, ze jony metali nie biora bezposredniego
udzialu w reakcji cigcia RNA. W wyniku obnizenia pH prawdopodobnie dochodzi do
protonacji wybranych grup funkcyjnych w obrebie sekwencji nukleotydowej tworzacej
centrum katalityczne. W tych warunkach potencjalnymi akceptorami protonu sg atomy azotu
reszt adeniny i cytozyny, odpowiednio N1 i N3. Co ciekawe, wartos¢ pKa dla N1 adeniny
wynosi 3,5, za$ dla N3 cytozyny 4,2 i przypadaja one w zakresie pH w jakim warianty pH-
zalezne wykazuja najwyzsza aktywnos¢. Jest zatem prawdopodobne, Ze to zasady azotowe
tancucha polinukleotydowego ulegajac protonacji, odgrywajg zarowno role¢ strukturalng, jak i

katalityczng w dziataniu tych DNAzymow [150].

4.3.2. Struktura DNAzymodw pH-zaleznych, a mechanizm ich dziatania

Scharakteryzowatam strukture drugorzedowa dwoch DNAzymoéow pH-zaleznych —
DNAzymu #15 oraz DNAzymu #27 metoda mapowania struktury drugorzedowej DNA przy
uzyciu nukleazy S1 oraz odczynnika chemicznego siarczanu dimetylu (DMS) (Rys. 28 i 29).

Uzyskane dane eksperymentalne zostaly wprowadzone do programu RNAstructure 5.6 [146].
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W przypadku DNAzymu #27 w obrgbie regionu Kkatalitycznego tworzy si¢ motyw
strukturalny typu spinki z duza petla 14-nukleotydowa badz spinki z petla 6-nukleotydowa
(Rys. 30B). Dla DNAzymu #15 program zaproponowal dwie prawdopodobne struktury
drugorz¢dowe, W ktorych region katalityczny nie posiada wyodrebnionych zadnych motywow
strukturalnych i przypomina region katalityczny powszechnie znanego DNAzymu 10-23 [6]
(Rys. 40A). Co istotne, w niskim pH mogg tworzy¢ si¢ nietypowe oddzialywania z
zaangazowaniem protonowanch reszt zasad azotowych; jest to prawdopodobne, tym bardziej,
ze regiony katalityczne otrzymanych wariantow ztozone sg z dwoch, trzech i czterech tych
samych nukleotydow np. TT, AAA, CCCC, AAA, CC [150]. Struktura jednoniciowych
czasteczek kwasoéw nukleinowych bogatych w powtarzajace si¢ reszty pirymidynowe czy
purynowe moze ulegac istotnym rearanzacjom w niskim pH $rodowiska w wyniku tworzenia
nietypowych par zasad z protonowana reszta cytozyny np. pary C'-C czy C*CG badz
protonowana reszta adeniny A*™-A” [151]. Grupa badawcza Li i wspotpracownikéw wykazala,
iz DNAzymy dziatajace w pH 5,0 [172], pH 4,0 [170] czy pH 3,0 [174] prawdopodobnie nie
posiadajg w swojej strukturze wigzan typu Watsona-Cricka, a zwiniecie czasteczki DNAzymu
nastgpuje w wyniku oddzialywan innego typu. Przeprowadzone przeze mnie badania
spektroskopowe z wykorzystaniem spektroskopii UV-vis oraz dichroizmu kotowego,
potwierdzity, ze wraz ze zmiang pH dochodzi do zmian w strukturze wariantow DNAzymow
pH-zaleznych skroconych z konca 5” i 3° (Rys. 36). Kandadai i wsp. [172] spekulujg, ze w
przypadku otrzymanych przez nich DNAzyméw pH-zaleznych (pH3DZ1, pH4DZI,
pHS5DZ1) brak oddziatywan typu Watsona-Cricka musi by¢ kompensowany dtugoscig danego
wariantu (ilo$cig nukleotydow), pozwalajaca na zwinigcie czasteczki w odpowiednig strukture
trzeciorzgdowa. W przypadku otrzymanych przez mnie DNAzyméw odcigeie 19
nukleotydowych fragmentow z konca 5°, jak i z konca 3’ wariantu #15 i wariantu #27 nie
wplyneto istotnie na ich wiasciwos$ci katalityczne, gdyz stopief przecigcia nie ulegl istotnej
zmianie (Rys. 31 i 32). Jednoczes$nie, wyznaczone stale szybkosSci katalizowanej reakcji (Kops)
potwierdzity, ze aktywnos$¢ katalityczna badanych DNAzymow jest zalezna od struktury jaka
przyjmuje dany wariant w okreslonych warunkach — wartosci kops dla Dz15WS w zaleznosci
od temperatury, w ktorej prowadzono reakcje, byly 3- i 5-krotnie nizsze od Kgps
wyznaczonych dla Dz27WS (Rys. 35).

Badania DNAzymow wykonane za pomocg dichroizmu kotowego sugerujg obecno$¢
formy B-DNA, o czym $wiadczy pozytywny efekt Cottona przy ~277 nm oraz negatywny
efekt Cottona przy ~250 nm. Co wigcej, brak pozytywnego sygnatu przy 290 nm oraz

negatywnego przy ok. 260 nm wskazuje, ze badane czasteczki nie tworzg
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charakterystycznych dla sekwencji bogatych w cytozyne tzw. kwadrupleksow cytozynowych,
inaczej okreslanych jako i-tetrapleksy (Rys. 36, panel lewy) [177-178]. Zaréwno dla
DNAzymu 15WS-dA, jak i dla DNAzymu 27WS-dA mozna natomiast zaobserwowac istotny
spadek nat¢zenia pasma absorpcji wraz ze spadkiem pH do 4,0, podczas pomiaréw
prowadzonych z wykorzystaniem spektroskopii UV-vis (Rys. 38 i 39). Obserwacja ta moze
wskazywa¢ na tworzenie struktur dwuniciowych wraz z obnizaniem pH. Przy pH ok. 4,0
dochodzi do przesunigcia pasm absorpcyjnych w kierunku fal dluzszych (przesunigcie
batochromowe). Efekt batochromowy wyst¢puje w przypadku czasteczek charakteryzujacych
si¢ obecno$cig wigzan podwodjnych lub wolnych par elektronowych. Przy pH 3,0-2,5
dochodzi natomiast do wzrostu natgzenia pasma absorpcji (Rys. 36, panel prawy), co
wskazuje na proces rozplatania fragmetéow dwuniciowych struktury DNAzyméw pH-
zaleznych. Podwyzszenie absorbancji jest wynikiem tego, ze elektrony z aromatycznego
pier§cienia zasad nie sg zaangazowane w oddzialywania warstwowe I stajg si¢ podatne na
wzbudzanie UV. Przeprowadzone badania spektroskopowe (spektroskopia CD, UV-vis)
wskazaty, ze w $rodowisku o pH 4,0-4,5 najprawdopodobniej dochodzi do istotnych
rearanzacji w strukturze DNAzymoéw pH-zaleznych i wowczas warianty te wykazuja
najwyzszg aktywnos¢ katalityczng (Rys. 37-39). Aby potwierdzi¢ zmiany w strukturze, w
dalszych badaniach moznaby wyznaczy¢ przebieg temperaturowego topnienia wybranych
DNAzyméw pH-zaleznych. Denaturacja czasteczek DNA w wyniku dziatania wysokiej
temperatury prowadzi do zniszczenie ich struktury drugo- i trzeciorzgdowej. Procesowi temu
towarzyszy zwiekszenie pochlaniania $wiatta w nadfiolecie — czyli efekt hiperchromowy.
Wielko$¢ tego efektu jest proporcjonalna do ilosci nukleotydow znajdujacych sie w
helikalnych fragmentach czasteczki. Pod wptywem wzrostu temperatury struktury dupleksow
DNA:DNA ulegaja zniszczeniu i rozpadaja si¢ na pojedyncze nici. Monitorowanie przebiegu
temperaturowego topnienia okreslonego DNAzymu w réznych warunkach pH pozwoliloby
scharakteryzowac stabilno$¢ fragmentow helikalnych, jesli takowe dany wariant posiada.
Otrzymane wyniki sugerujg, ze reakcja cigcia katalizowana przez DNAzymy pH-
zalezne zachodzaca w optymalnym zakresie pH 4,0-4,5 przebiega dzigki protonacji
wybranych grup funkcyjnych w obrebie centrum katalitycznego, a nastepnie zwinigcia
czasteczek 1 przyjecia przez nie konformacji odpowiedniej dla katalizy. Wtasciwosci
biochemiczne otrzymanych DNAzymoéw pH-zaleznych — aktywno$¢ w $ci$le okreslonych
warunkach pH przy braku koniecznosci wprowadzania jonow metali jako kofaktorow reakcji
katalitycznego cigcia — na tle dotychczasowych informacji literaturowych wydaja si¢ by¢

nietypowe i unikalne. Kontynuacja tych badan z zastosowaniem technik wysokorozdzielczych
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typu spektroskopia magnetycznego rezonansu jadrowego czy krystalografia rentgenowska,
pozwolitaby na szczeg6towe okreslenie, w jaki sposob zmienia si¢ struktura DNAzymow pH-
zaleznych podczas obnizania pH $rodowiska i jakie regiony zaangazowane sg w tworzenie
centrum Katalitycznego. Takie informacje bylyby bardzo przydatne dla potencjalnego
wykorzystania otrzymanych wariantow jako kaset przelacznikowych (stan ON/stan OFF) w
konstrukcji biosensorow. Tego typu DNAzymy moga by¢ bardzo pomocnymi modutami

strukturalnymi, gdyz mozna kontrolowac ich aktywnos$¢ przez zmiang pH srodowiska.

4.4. DNAzymy Cd**-zaleine

4.4.1. Warianty DNAzymu 8-17, czyli skutek ,,ewolucji w probéwce”

Podczas drugiego eksperymentu selekcji in vitro wykorzystatam dwie biblioteki
kombinatoryczne DNAzymow — jedng z 23-nukleotydowym, a druga z 40-nukleotydowym
regionem random. Po czterech cyklach selekcji nie udato si¢ powieli¢ biblioteki DNAzymow
z dluzszym regionem random. Wiele doniesien literaturowych sugeruje, ze biblioteki z
dlugim regionem random ze wzgledu na ztozono$¢ przyjmowanych struktur zapewniaja
otrzymanie wariantow o wysokiej aktywnosci katalitycznej [55]. Jednak Legiewicz i wsp.
[179] badajac wplyw uzycia bibliotek kombinatorycznych o zréznicowanej dtugosci regionu
random na wyniki selekcji aptamerow RNA wiazacych izoleucyng, wykazali, ze funkcjonalne
motywy strukturalne moga by¢ uzyskane z wykorzystaniem biblioteki kombinatorycznej o
krotkim regionie random. Poza tym, opisano w literaturze, ze pomimo zastosowania
dhuzszych regionéow random, liczacych okoto 40-50 nukleotydow, w szeregu przypadkach
otrzymywano DNAzymy posiadajace stosunkowo proste motywy strukturalne, ktore
decydowaty o ich wtasciwosciach katalitycznych [5-6, 57-58].

Kontynuowatam zatem selekcje wariantow z 23-nukleotydowym regionem random w
bibliotece wyjsciowej przez 10 cykli, przy zmieniajagcym si¢ czasie inkubacji od 60 minut w
pierwszym cyklu do 5 minut w dziesigtym cyklu, a takze zmieniajagcym si¢ stezeniu jonow
Cd** z 1 mM do 100 uM. Proces selekcji zakonczyt sie wzbogaceniem wyjsciowej biblioteki
w warianty o pozadanych wlasciwosciach, tak ze podczas 5 minutowej inkubacji w obecnos$ci
0,1 mM jondéw Cd** ulegato przecigciu okoto 3% czasteczek (Rys. 44). Wezeéniej, Santoro i
Joyce [6] przeprowadzili takze 10 cykli selekcji i do etapu klonowania wykorzystali pule
wariantow uzyskane po 8 i1 10 cyklu, wykazujace najwyzszy stopien przecigcia. Wsrod
DNAzymoéw, ktore otrzymali pojawily si¢ warianty o zroznicowanej strukturze — wariant 17 z

8 cyklu posiadat charakterystyczng spinke w obrebie regionu katalitycznego, za$ region

139



Dyskusja wynikow

katalityczny wariantu 23 z 10 cyklu nie tworzyl Zzadnych motywow strukturalnych. W
zwigzku z powyzszymi doniesieniami, po przeprowadzonych 10 cyklach selekcji do etapu
klonowania i sekwencjonowania wybratam takze dwie pule wariantow, uzyskane po 7 i 10
cyklu selekcji. Zidentyfikowane sekwencje klonéw pogrupowatam w 5 rodzin na podstawie
podobienstwa w obrgbie regionu odpowiadajacego regionowi random w bibliotece
wyjsciowej (Rys. 45). Co interesujace, zaobserwowalam, ze warianty z grupy 1, 3 1 4
posiadajg charakterystyczne motywy sekwencyjne w obrgbie przypuszczalnego regionu
katalitycznego, a mianowicie trojnukleotydowy motyw AGC oraz pigcionukleotydowy
fragment o sekwencji ACGAA (Rys. 50). DNAzymy z tych rodzin wykazywaty w obecnosci
jondéw metali dwuwarto$§ciowych wysoka aktywnos$¢ katalityczng. Stopien przecigcia w
obecnosci jonow Ccd* byl na poziomie 10-54%, natomiast w obecno$ci mieszaniny jonow
dwuwartosciowych na poziomie 25%-80% (Rys. 45). Przy czym, co istotne, warianty z grupy
1 wykazywaly zblizony stopien przecigcia w obecnosci mieszaniny jondéw metali
dwuwartosciowych (Sr?*, Ni%*, Ca®*, Co**, Mn?* i Zn?") i w obecnosci jonow Cd?*, natomiast
warianty z grupy 3 czy z grupy 4 ulegaty przecieciu istotnie silniej w obecnosci mieszaniny
jonéw metali dwuwartoSciowych. Powyzsze obserwacje wskazuja, iz warianty z dwdch
ostatnich rodziny sa mniej wybidrcze w stosunku do jonoéw metali niz warianty z grupy 1.
Zatem mozna przypuszczaé, ze motywy sekwencyjne AGC 1 ACGAA nie decyduja o
specyficznoéci wobec jondw metali, natomiast moga decydowaé o aktywnosci katalitycznej.
Warianty z rodziny 2 i 5, ktore nie posiadaja wspomnianych motywoéw sekwencyjnych nie
wykazywaty aktywnos$ci, badz stopien ich przecigcia w zastosowanych warunkach byt tak
niski, ze nie udato si¢ go zmierzy¢ (Rys. 45).

W toku kolejnych do$wiadczen okazato sig¢, ze obecnos¢ motywow sekwencyjnych
AGC i ACGAA nie byla przypadkowa. W wyniku analizy in silico prawdopodobnej struktury
drugorzedowej DNAzymu 1/VII, przeprowadzonej za pomocg programu RNAstructure 5.6
[146], z uwzglednieniem danych eksperymentalnych z mapowania chemicznego siarczanem
dimetylu i enzymatycznego nukleazg S1, otrzymatam cztery modele strukturalne DNAzymu
VI (Rys. 49). Trzy sposrod wygenerowanych struktur posiadaja w obrebie regionu
katalitycznego motywy strukturalne charakterystyczne dla opisanego w literaturze DNAzymu
8-17 [6], a mianowicie motyw nieduzej spinki z krotkim trzonem ztozonym z trzech par zasad
oraz trojnukleotydowsa petla apikalng AGC oraz 5-nukleotydowy fragment jednoniciowy o
sekwencji WCGAA (gdzie W: A lub T). Dodatkowo, wszystkie warianty posiadaja cztery
konserwatywne nukleotydy, mianowicie nukleotydy cytozynowy i guaninowy w obrebie

wspomnianego 5-nukleotydowego fragmentu jednoniciowego oraz w obrebie petli apikalnej
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nukleotydy adeninowy i guaninowy [85, 95, 98-99]. Analiza in silico mozliwych aranzacji
struktury skroconych z konca 5’ i 3’ wariantow DNAzyméw z rodziny 1 (Dz1/VIIWS),
rodziny 3 (Dz15/XWS) oraz rodziny 4 (Dz5/XWS) wykazala, ze wygenerowane struktury
posiadajg takze motywy charakterystyczne dla DNAzymu 8-17 (Rys. 51). Podczas szeregu
opisanych w literaturze selekcji in vitro, kilka niezaleznych grup badawczych réwniez
otrzymato warianty typu 8-17 pomimo, ze warunki selekcji byly zréznicowane, zaréwno pod
wzgledem dlugosci oligonukleotydow tworzacych wyjsciowg pule wariantow, jak rowniez
wykorzystania roznych czynnikow selekcyjnych np. kofaktorem reakeji byly jony Ca®* [98],
jony Zn* [57], mieszanina jondéw Cu®*/Mg*/Mn®" [164] czy zwiazki niskoczasteczkowe np.
histydyna [76—77]. Otrzymanie wariantow DNAzymu 8-17 podczas szeregu niezaleznych
selekcji, prowadzonych w zroznicowanych warunkach, jest niezwyktym przyktadem ewolucji
konwergentnej. Zjawisko powtérnego wystgpowania katalitycznych kwaséw nukleinowych
podczas prowadzonych selekcji zostalo odnotowane réwniez dla rybozymoéw. Dla przyktadu,
rybozym hammerhead odkryty jako samozwijajacy si¢ fragment genomowego RNA
roslinnych wiroidow i wirusoidow [180], wystepujacy naturalnie, jak si¢ pdzniej okazato,
takze w wielu organizmach nie tylko roslinnych, np. u ptazéw czy §wierszczy [181-182]
zostal otrzymany na drodze selekcji in vitro w trzech niezaleznych eksperymentach [183—
185]. Innym przykltadem jest wystepowanie kluczowych dla zachowania aktywnoS$ci
katalitycznej nukleotydow w przypadku syntetycznych wariantéw rybozymoéow ligujacych
Klasy I, pochodzacych z trzynastu odrebnych selekcji [186]. Powyzsze wyniki i obserwacje
sugeruja, ze otrzymywanie okreslonych motywow katalitycznych wariantow sekwencyjnych
DNAzyméw 1 rybozymoéw w szeregu prowadzonych niezaleznie procesach selekcji in vitro
jest dosy¢ czgsto odnotowywanym zjawiskiem.

Santoro i Joyce [6] otrzymali DNAzym 8-17 z wykorzystaniem biblioteki
kombinatorycznej z 50-nukleotydowym regionem random, a miejsce katalitycznego cigcia
stanowit 12-nukleotydowy fragment RNA. W wigkszosci prowadzonych eksperymentéw
selekcji in vitro, w wyniku ktorych otrzymano motywy 8-17, wykorzystano nie w petni
reprezentatywne biblioteki kombinatoryczne, posiadajace dtugie regiony random. W
przeprowadzonym przez mnie eksperymencie selekcji do konstrukcji  biblioteki
kombinatorycznej wybrana zostata strategia, w ktorej mozliwe bylo uzyskanie wszystkich
mozliwych wariantow w wyjsciowej puli czasteczek. Krotki, 23-nukleotydowy region
random odpowiadat ok. 0,7 x 10" réznych czasteczek DNA i zlokalizowany byt naprzeciw
pojedynczego wigzania fosfodiestrowego typu rybo, bedacego miejscem katalitycznego

cigcia, a z obydwu stron ograniczony byt segmentami dwuniciowymi DNA. Pomimo
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istotnych  réznic pomigdzy strategia dotyczaca konstrukcji wyjsciowej biblioteki
kombinatorycznej zaproponowang przez Santoro i Joyce [6], a strategiag wybrang przeze mnie
do uzyskania DNAzyméw Cd**-zaleznych, jak réwniez pomimo wyraznych roznic
dotyczacych procedury selekcji (wariant 8-17: MgCl,, 1M NaCl, 50 mM Tris-HCI, pH 7,5,
37°C; wariant Cd2+-zaleZny 1/VIIL: CdCly, 100 mM NaCl, 50 mM HEPES-NaOH, pH 7,0,
25°C) w jej wyniku otrzymatam warianty DNAzymu 8-17. Wydaje si¢ zatem, ze tylko
warianty typu 8-17 byly zdolne do spelnienia wymaganych Kryteriow selekcji. Przy czym
zaden wariant nie wykazywatl podobienstwa do DNAzymu typu 10-23 [6, 80, 90]. Rowniez w
kilku innych eksperymentach selekcji, w wyniku ktorych otrzymano warianty DNAzymu 8-
17, nie odnotowano obecnosci wariantow DNAzymu 10-23. Jest to zaskakujace, biorgc pod
uwage taka samg dtugos¢ regiondéw katalitycznych obu DNAzyméw. Jest prawdopodobne, iz
DNAzym 10-23 jest zdolny tylko do przecinania substratu jakim jest czasteczka RNA, za$
DNAzym 8-17 moze przecina¢ substrat w postaci tancucha RNA, jak i substrat DNA z
pojedynczym wigzaniem typu rybo (DNA/RNA) [94].

Co zatem jest przyczyna, iz w wyniku szeregu przeprowadzonych selekcji in vitro
generowane s3 kolejne warianty DNAzymu 8-17? Wiele grup badawczych spekuluje, Ze
istnieje kilka czynnikéw majacych na to wptyw, miedzy innymi: 1/ maty rozmiar — centrum
katalityczne stanowi 15-nukleotydowy fragment, w zwigzku z tym wystgpowanie
zroznicowanych motywow strukturalnych w jego obrebie jest mato prawdopodobne 2/
unikalne cechy strukturalne pozwalajace na odpowiednie ustawienie, ulokowanie grup
funkcjonalnych w miejscu wigzania jonu metalu oraz 3/ powszechnie wykorzystywana
strategia rozdziatu czgsteczek aktywnych od nieaktywnych na kolumnach, stosowana podczas
eksperymentow selekcji in vitro [85]. Wydaje si¢ jednak, ze sam sposob separacji
oligonukleotydéow aktywnych katalitycznie od nieaktywnych na drodze chromatografii
powinowactwa z udziatem kompleksu streptawidyna—biotyna [5-7, 57] nie ma wplywu na
otrzymywanie w wyniku selekcji wariantow DNAzymu 8-17. W swoich eksperymentach,
podobnie jak Cruz i wsp. [94], do rozdzialu wariantoéw aktywnych i nieaktywnych
wykorzystalam elektroforeze w denaturujacym zelu poliakryloamidowym, a mimo to
otrzymatam warianty Cd**-zalezne DNAzymu 8-17. Mozna zatem spekulowaé, ze
najistotniejszym czynnikiem powodujgcym izolowanie wariantow typu 8-17 z okreslonej puli
czasteczek jest maly rozmiar regionu katalitycznego oraz duza zmiennos$¢ jego sekwencji —
tylko cztery nukleotydy sa wysoce konserwatywne i niezb¢dne do osiggnigcia aktywnosci

katalitycznej [85, 91, 100].
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4.4.2. Jony metali dwuwartosciowych, a aktywnos¢ katalityczna DNAzymow

Kwasy nukleinowe sg biopolimerami, ktorych tancuch fosfo-cukrowy obdarzony jest
ujemnym fadunkiem elektrycznym, stad kationy metali biorg udziat w stabilizacji
funkcjonalnej konformacji czasteczki DNA czy RNA. Wigkszo$¢ katalitycznych kwaséw
nukleinowych do swojej aktywno$ci wymaga obecnosci jondw metali. Wigzanie si¢ jonow
metali jest konieczne do zwinigcia czasteczki i przyjecia katalitycznie aktywnej konformacji.
Ponadto, niektore jony metali dwuwarto$ciowych prawdopodobnie bezposrednio uczestniczg
w reakcjach katalizy [14, 187]. Spekuluje si¢ takze, ze jony metali wplywaja na przyjmowana
strukture trzeciorzegdowa DNAzymow czy rybozyméw. W przeciwienstwie do enzymow
biatkowych czy rybozymoéw, stosunkowo niewiele wiadomo na temat czynnikow
decydujacych o selektywnosci DNAzymow wobec jonow metali. Jest to zwigzane z brakiem
informacji na temat struktury trzeciorzedowej tych czasteczek w Kkatalitycznie aktywnej
konformacji [188]. Jedynie Plashkevych i Chattopadhyaya [189] w oparciu o wyniki badan
dotyczacych mapowania funkcjonalnych grup fosforanowych w regionie katalitycznym
DNAzymu 10-23, prowadzonych przez Nawrot i wsp. [93], przeprowadzili symulacje
komputerowe struktury DNAzymu 10-23 i uzyskali model czasteczki w katalitycznie
aktywnej konformacji.

DNAzymy, ktoére otrzymatam, s3 wariantami metalozaleznymi, ktore najwyzsza
aktywnos$¢ wykazuja w obecnos$ci jonow Cd?, nizsza w obecnosci jonow Co®, Mn** i Zn*,
natomiast w obecnosci jondw Mg?* i Sr®* sa praktycznie nieaktywne (Rys. 46). Reakcja
przecinania sic DNAzymu 1/VII przebiegata najszybciej w obecnosci 100 uM jonow Cd?*,
Obnizenie stezenia tych jonow do 50 uM powodowato ponad 50% spadek statej szybkosci
reakcji cigcia Kops do ok. 0,004 min™. W obecnosci 50 UM jonow Mn?*, Zn?* oraz Co?" stale
kobs byly odpowiednio o 15%, 40% i 60% nizsze niz w obecnosei 50 uM jondw Cd?* (Rys.
47). Usuniecie 19 nukleotydéw z konca 5° oraz 3’ skutkowalo obnizeniem stopnia przecigcia
DNAzymu 1/VII. Po 30 minutach inkubacji w obecnosci 100 pM Cd** wyniost on 9%,
podczas gdy dla wariantu petnej dtugosci byt na poziomie 27% (Rys. 46 i 52). Nelson i wsp.
[188] wskazali na istotng rol¢ w reakcji katalizy elementow dystalnych tj. konca 5 i 3’
czasteczki DNAzymu aktywnego w obecnos$ci jonow Co?*. Po ich usunigciu nastgpita zmiana
preferencji wobec jondw metali — stata szybkos$ci dla reakcji prowadzonej w obecnosci jonow
Co?" byta prawie dwukrotnie nizsza niz dla jonéw Zn?*. W przypadku DNAzymu 1/VII 19-
nukleotydowe fragmenty konca 5’ i 3 nie s3 wymagane do reakcji katalizy. Mimo, iz stopien
przecigcia skroconego wariantu Dz1/VIIWS mierzony po 30 minutach trwania reakcji byt 3-

krotnie nizszy od stopnia przeciecia peilnej dlugosci DNAzymu, to jednak wyznaczone
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wartosSci statych Kops wykazaly, ze skrocenie DNAzymu 1/VII z obu koncdéw nie obnizyto
szybkosci reakcji — w obecnosci 50 uM Cd?* stata Kops dla wariantu skroconego byta 4-krotnie
wyzsza niz dla DNAzymu pelnej dlugosci. Co wigcej, wariant skrocony wykazywat nizsze
powinowactwo do jonéw Zn*, gdyz po usunieciu dystalnych elementéw sekwencyji wartosé¢
statej Kops ulegla obnizeniu prawie o 40% (Rys. 47 i 54).

Inne warianty, skrocone o 19 nukleotydoéw z konca 3’ i 5° — Dz5/XWS, Dz15/XWS, o
zroznicowanym  sktadzie nukleotydowym w obrebie trzonu spinki zakonczonej
trojnukleotydowa petla typu AGC, zaangazowanej w tworzenie struktury regionu
katalitycznego, nie sg wysoce selektywne wobec jonéw metali dwuwarto$ciowych, podobnie
jak wariant 1/VIIWS. Badane warianty sa aktywne nie tylko w obecnosci jonéw Cd**, ale
takze Zn®" i Mn** w temperaturze 25°C (Rys. 54), co sugeruje, ze tworzenie kompleksu jon—
DNAzym nie wymaga wysoce specyficznego sposobu koordynacji jonu. Co ciekawe, gdy
reakcja prowadzona byla w temperaturze 37°C nastgpil znaczacy spadek aktywnosci
wariantow DzI1/VIIWS, Dz5/XWS, Dz15/XWS, doszto takze do zmiany preferencji
DNAzymu 15/XWS wobec jonow metali — wariant ten wykazywal wyzsza aktywno$¢ w
obecnosci jonéw Mn®* niz w obecnosci jondw Zn®* (Rys. 54).

Wydaje si¢, ze w przypadku DNAzymow optimum temperatury dziatania zalezy od
temperatury stosowanej podczas ich selekcji. Selekcja DNAzyméw Mg -zaleznych
przeprowadzona w temperaturze 37°C doprowadzita do otrzymania dwoch klas DNAzymow:
10-23 oraz 8-17 najbardziej aktywnych w temperaturze 37°C [6]. Natomiast selekcje
przeprowadzone w temperaturze pokojowej, DNAzymoéw o aktywnosci fosfoesterazy [5] czy
tez opisanych w tej dysertacji Cd**-zaleznych, pozwolily na otrzymanie DNAzymoéw
aktywnych w temperaturze pokojowej. Mozna sadzi¢, ze nieoczekiwany efekt nizszej
aktywnosci badanych przeze mnie DNAzymoéw w temperaturze 37°C moze by¢ zwigzany ze
zmianami w ich strukturze drugorzedowej, a co za tym idzie przyjeciem konformacji
katalitycznie nieaktywnej. Ponadto, jest prawdopodobne, ze roézne warianty wykazuja
zréznicowane powinowactwo wobec jonoéw metali badZ jony metali wigzg si¢ z DNAzymami
bardziej lub mniej poprawnie, co wptywa na efektywnos$¢ reakcji cigcia.

Wigkszo$¢ dotychczas otrzymanych wariantow DNAzymu 8-17 wykazuje szerokie
spektrum tolerancji w stosunku do jonow metali dwuwartosciowych jako kofaktorow reakc;ji
katalitycznego ciecia. Wariant 17E najszybciej katalizuje reakcje cigcia w obecnosci jonow
Zn?*, aczkolwiek aktywno$¢ katalityczng wykazuje takze w obecnosci innych jonow metali:
Mn®* ~ Co** > Cd*" > Ni** > Mg?* ~ Ca?* > Sr** ~ Ba** [57]. DNAzym Mg5 otrzymany na

drodze selekcji in vitro prowadzonej w obecnosci jonéow Mg?* oraz histydyny, wykazuje
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znacznie wyzszy stopien przeciecia w obecnosci jonow Ca?* czy Mn®* [98-99]. Jony metali
przejsciowych sg znacznie czgéciej kofaktorami reakcji cigcia wariantow DNAzymu 8-17 niz
jony metali ziem alkalicznych. Na zroznicowane preferencje i powinowactwo wobec tych
jonow wptywac¢ moze odmienna dlugos¢ promienia jonowego, geometria czgsteczki jonu czy
schemat koordynacyjny [57]. Otrzymane w toku realizacji tej pracy DNAzymy
metalozalezne, zarowno pelnej dtugosci jak i1 skrocone z konca 5° 1 3°, sg praktycznie
nieaktywne w obecno$ci jonow Mg2+, Sr** i nieznacznie aktywne w obecnosci jonow Ca*
czy Ni** (Rys. 52). Otrzymane przez innych badaczy warianty DNAzymu 8-17 przecinajace
substrat z pojedynczym wiazaniem typu rybo sa aktywne w obecno$ci jonéow Mn?* | Co** czy
Zn?*, natomiast nie wykazuja aktywnosci w obecnosci jonow Mg®* czy Ca®*. Z kolei, substrat
zawierajacy fragment nici RNA ulega wydajnemu przecigciu zardwno w obecno$ci jonow
Mg2+ czy Mn?* [64]. Wigksze powinowactwo w stosunku do jonéw metali przejsciowych,
takich jak np. jony Mn?* niz do jonow Mg?* czy Ca** wykazuja takze DNAzym 10-23 [80],
rybozym hammerhead [190-191] czy rybozym HDV [192].

4.4.3. Zmiany w poziomie aktywnosci katalitycznej DNAzymow, czyli konsekwencje
ukierunkowanej mutagenezy

Jak dotad, DNAzymy katalizujace reakcj¢ cigcia RNA sg najlepiej poznanymi sposrod
katalitycznych czasteczek DNA. Wiele grup badawczych koncentrowato si¢ na szczegotowe;j
analizie funkcji jaka pelnig poszczegdlne jednostki nukleotydowe w domenie katalitycznej
DNAzymu 8-17 w kontekscie oddziatywan z jonami metali, a takze zwinigcia czasteczKi i
przyjecia przez nig konformacji aktywnej katalitycznie [86-87, 95, 101, 156]. Zastosowanie
metody ukierunkowanej mutagenezy pozwolito wskaza¢ nukleotydy, ktore sg wysoce
konserwatywne. Kluczowa rolg dla aktywnosci odgrywaja cztery nukleotydy, mianowicie
nukleotyd C13 i G14 w obrgbie 5-nukleotydowego fragmentu jednoniciowego oraz w obrebie
petli apikalnej AGC nukleotydy A6 i G7 (Rys. 7 i 50) [85, 91, 94-95]. Sugeruje si¢, ze zasady
azotowe nukleotydéw w wyzej wymienionych pozycjach czasteczki DNAzymu 8-17 biorg
udzial w formowaniu centrum katalitycznego oraz moga bezposrednio uczestniczy¢ w
mechanizmie katalizy [32, 100]. Pozostate jednostki nukleotydowe regionu katalitycznego nie
sg wysoce zachowawcze 1 nie majg fundamentalnego znaczenia dla aktywnos$ci katalitycznej
DNAzymu [85, 95].

DNAzymy Cd**-zalezne, ktére otrzymatam w wyniku przeprowadzonego procesu

selekcji in vitro posiadaja charakterystyczne dla wariantow DNAzymu 8-17 motywy
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strukturalne w obrebie regionu katalitycznego, z uwzglednieniem czterech konstytutywnych
nukleotydoéw (A6, G7, C13 i G14). Podczas doswiadczen prowadzonych przy wykorzystaniu
ukierunkowanej mutagenezy skupitam sie przed wszystkim na tych elementach regionu
katalitycznego, ktorymi otrzymane przeze mnie warianty roznity si¢ od innych wcze$niej
wygenerowanych wariantow DNAzymu 8-17. Byty to: nukleotyd adenozynowy w pozycji 12
oraz tworzace pary Watsona-Cricka nukleotydy trzonu spinki zakonczonej trojnukleotydowsa
petlg apikalng AGC (Rys. 57).

Okazato si¢, ze obecno$¢ zasady purynowej w pozycji 12 jest konieczna do
zachowania aktywno$ci katalitycznej DNAzymu 1/VIl skroconego z konca 5° i 3’
(Dz1/VIIWS). Podstawienie w tej pozycji zasady pirymidynowej, tyminy lub cytozyny
skutkowato duzym spadkiem aktywnos$ci katalitycznej. Po 30 minutach inkubacji mutanty
Dz1/VIIWS_12C oraz Dz1/VIIWS_12T wykazywaly w obecnosci jonow Cd**, odpowiednio
10-krotny i 14-krotny spadek aktywnosci. Natomiast wprowadzenie w ta pozycje reszty
guaniny skutkowato tylko 1,7-krotnym spadkiem aktywnosci w obecnosci 50 pM jonéw Cd**
(Rys. 57A). Mozna przypuszczaé, ze zarOwno stopien protonacji puryn, ich budowa,
struktura, jak i sita tworzonych przy ich udziale wigzan, wptywaja na przyjecie przez
DNAzymy aktywnej katalitycznie konformacji. By¢ moze obecno$¢ puryn pozwala na lepsze
zwigzanie jonow metali z grupami funkcyjnymi tworzacymi kieszen katalityczna.

Wang i wsp. [100] wykazali, ze nukleotyd w pozycji 12 moze peti¢ dwie funkcje
istotne dla zachowania aktywnosci katalitycznej DNAzymu. Po pierwsze, moze dziata¢ jako
swego rodzaju ,,stabilizator”, ktory zapewnia odpowiednie usytuowanie konserwatywnego
nukleotydu C13 odpowiedzialnego za zachowanie aktywnosci DNAzymu. Delecja
nukleotydu w pozycji 12 moze wptywaé na sie¢ wigzan wodorowych czy oddziatywania
warstwowe, co z Kkolei skutkuje zmianami w utozeniu C13 w centrum katalitycznym i
spadkiem badz wutrata aktywno$ci. Po drugie, moze peti¢ funkcje elementu
»chaperonowego”, ktory jest istotny dla odpowiedniego zwinigcia DNAzymu w forme
aktywna katalitycznie.

Weczedniejsze badania dotyczace DNAzymu 8-17 wykazaty, Ze zastgpienie reszty
tyminy w pozycji 12 inng zasada azotowa skutkowato spadkiem aktywnosci katalitycznej w
obecnosci jonow Mg?*, Ca?* i Mn?, przy czym wprowadzenie cytozyny powodowato, iz
aktywno$¢ katalityczna ulegta zmniejszeniu w najnizszym stopniu podczas reakcji cigcia
prowadzonej w obecnosci jondow Mg®* i Ca**. Natomiast wprowadzenie adeniny i guaniny
powodowato, iz aktywnos$¢ najmniej spadia podczas reakcji cigcia prowadzonej w obecnosci

jonéw Mn?* [99]. W innych do$wiadczeniach poziom aktywnosci katalitycznej DNAzymu
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Zn**-zaleznego ulegt 8-krotnemu spadkowi kiedy w pozycji 12 zamiast tyminy podstawiono
adening. Co ciekawe, wprowadzenie adeniny z jednoczesng zmiang trzech par zasad
tworzacych trzon spinki (pozycje 3-5 oraz 9-11) skutkowato obnizeniem aktywnoS$ci
DNAzymu jedynie o 25% [85]. Mozemy zatem przypuszczaé, ze zarowno nukleotydy
budujace trzon spinki, a takze nukleotyd w pozycji 12 moga bra¢ razem udziat w
wyznaczaniu preferencji wariantow DNAzymu 8-17 w stosunku do jonéw metali, a rowniez
w pewnym stopniu wpltywaé na ich aktywnos¢ katalityczna.

Mutageneza nukleotydow w obrebie drugiej pary zasad trzonu spinki obechej w
regionie katalitycznym wariantu Dz1/VIIWS oraz wariantu Dz5/XWS potwierdzita, ze trzon
spinki moze wptywaé na aktywnos¢ katalityczng obydwu DNAzymow oraz ich preferencje
wobec jondw metali. Wariant Dz1/VIIWS z mutacjag A4C/T10G wykazywat zblizony stopien
przecigcia do wariantu typu dzikiego w obecnosci jonow Cd*" oraz ponad 3-krotnie nizszy i
0 75% wyzszy stopien przeciccia w obecno$ci odpowiednio jonow Mn?* i Zn?* (Rys. 57A).
Natomiast poziom aktywno$ci katalitycznej wariantu Dz5/XWS z mutacja T4C/A10G w
obecnosci jonow Cd*, zn** oraz Mn* byt okoto 5-krotnie nizszy w stosunku do aktywnos$ci
Dz5/XWS typu dzikiego (Rys. 57B). Zatem obecnos¢ srodkowej pary zasad trzonu C4-G10
nie zwigksza aktywnos$ci katalitycznej badanych wariantow, jak sugerowano wcze$niej.
Peracchi i wsp. [99] stwierdzili, ze wszystkie warianty posiadajace srodkowg pare zasad inng
niz kanoniczna para C4-G10, wykazujg istotnie nizsza aktywnos¢ katalityczng. Ponadto, ilo$¢
par zasad typu C-G w obrebie trzonu spinki nie decyduje o wiasciwosciach katalitycznych
otrzymanych przeze mnie wariantow DNAzymow skroconych z konca 5° i 3°. Cruz i wsp.
[94], wykazali iz warianty 8-17 nie posiadajace w obrebie trzonu spinki par typu C-G
posiadaja wlasciwosci katalityczne. Co wigcej, rOwniez warianty posiadajace wybrzuszenie
czy niesparowanie w trzonie spinki pozostaja aktywne. Co ciekawe, wariant Dz24/XWS z
grupy 3 ze spinka zakonczong pigcionukleotydows petla, czyli posiadajacy trzon zbudowany
z dwoch par zasad, nie przejawial aktywnosci katalitycznej (Rys. 51).

Wydaje si¢ ze, trzon spinki ztozony z trzech par zasad, usytuowany w obrgbie regionu
katalitycznego DNAzymu moze uczestniczyé w wigzaniu jonu metalu, a takze moze byc¢
zaangazowany w tworzenie oddziatywan dalekiego zasiggu, ktoére istotne sa dla przyjecia
przez DNAzym odpowiedniej struktury decydujacej o jego wlasciwosciach katalitycznych.

W toku do$wiadczen majgcych na celu otrzymanie DNAzymu 1/VIIWS dziatajacego
w uktadzie dwuczasteczkowym (in trans), zaobserwowatam, ze charakterystyczna dla
wszystkich otrzymanych przeze mnie wariantow petla typu GNRC (N-dowolny nukleotyd, R-
puryna), (Rys. 49 i 51) jest niezbedna do zachowania aktywnos$ci katalitycznej. Wigkszos¢
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opisywanych w literaturze DNAzyméw dziata w uktadzie dwuczasteczkowym. Warianty
dwuczasteczkowe, ktore zaprojektowalam poprzez przecigcie petli GNRC nie wykazywatly
wilasciwos$ci katalitycznych (Rys. 59 i 60). Nelson i wsp. [188] stwierdzili, iz odcigcie petli
taczacej ni¢ substratu z nicig DNAzymu istotnie wptynelo na obnizenie selektywnoSci
DNAzymu aktywnego w obecnosci jondw Co?*. Mozna przypuszczaé, ze w wyniku odcigcia
petli dochodzi do zablokowania formowania si¢ charakterystycznych dla danych jonéw metali
kieszeni wigzacych, obecnych gdy DNAzym dziala w ukladzie jednoczgsteczkowym. W
ramach kontynuacji badan zmierzajgcych do otrzymania DNAzymu dziatajacego w uktadzie
in trans mozna pokusi¢ si¢ o wprowadzenie modyfikacji w postaci nukleotydow 2’-O-
metylowanych badz nukleotydow LNA (ang. locked nucleic acid) w obrgbie nukleotydow
ramion wigzacych substrat [117, 193].

Zbadano takze aktywno$¢ katalityczng DNAzymu 1/VIIWS z modyfikacja w postaci
grupy tiofosforanowej w miejscu cigcia. Poniewaz szereg jonéw metali dwuwarto$ciowych, w
tym jony Cd**, wykazuje silne powinowactwo do ligandéw zawierajacych siarke, niewiazacy
atom tlenu grupy fosforanowej w miejscu cigcia katalitycznego zastgpiono atomem siarki.
Nawrot i wsp. [93] zbadali aktywno$¢ DNAzymu 10-23 wprowadzajac w poszczeg6lne
pozycje grupy tiofosforanowe, przy czym obecnosé¢ tiofosforanu w pozycjach P1, P8 i P15
zwigkszata aktywno$¢ DNAzymu. Huang i Liu [157] wykazali, ze grupa tiofosforanowa w
miejscu ciegcia DNAzymu Cel3d zmienita preferencje wobec jonow metali, z jonow
lantanowcoéw - ceru na jony kadmu czy rteci. Podobne zjawisko zaobserwowano dla
rybozymu hammerhead [194] czy rybozymu HDV [195] — modyfikacja w postaci grupy
tiofosforanowej inhibowata aktywno§¢ Kkatalityczna w obecnosci jondw Mg?*, ktora
odzyskiwano wobec jonow tiofilowych (tzw. rescue effect). Natomiast inny DNAzym
aktywny w obecnosci jonéw lantanowcow, takich jak: tul, erb czy holm po wprowadzeniu
grupy tiofosforanowej w miejscu ciecia tracit wlasciwosci katalityczne w obecno$ci
latanowcow, ktorych nie odzyskiwal wobec jonow tiofilowych [196]. Wprowadzenie grupy
tiofosforanowej w miejsce ciecia katalitycznego otrzymanego przeze mnie DNAzymu
1/VIIWS nie wplynegto znaczaco na jego wiasciwosci katalityczne w obecnosci 50 uM
stezenia jonow Cd?*, ale istotnie obnizylo aktywno$é w obecnosci jonow Zn** i Mn?* (Rys.
52A i 58). Co wiecej, wariant z grupg tiofosforanows, w przeciwienstwie do DNAzymu bez
modyfikacji, wykazywal wyzszy stopien przecigcia w obecnosci jondw Zn** niz Mn?"
Podobne zjawisko zaobserwowano dla DNAzymu Zn**-zaleznego — modyfikacja w postaci
grupy tiofosforanowej w miejscu cigcia powodowata istotny spadek jego aktywnosci

katalitycznej [157]. Natomiast po wprowadzeniu nukleotydéw z modyfikacjg w postaci grupy
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tiofosforanowej w obrebie sekwencji ramion wigzacych substrat odnotowano spadek
aktywnosci katalitycznej DNAzymu 10-23, ttumaczac to obnizeniem jego powinowactwa w

stosunku do czasteczki substratu [117].
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5. Podsumowanie

Przystepujac do realizacji niniejszej pracy postanowitam otrzyma¢ DNAzymy
aktywne w obecnosci jonow Cd**. Do tego celu wykorzystatam chemicznie zsyntetyzowang
biblioteke kombinatoryczng wariantow DNAzymoéw z 23-nukleotydowym odcinkiem typu
random oraz metode selekcji in vitro. Nieoczekiwanie, w wyniku pierwszej selekcji
otrzymatam warianty sekwencyjne DNAzyméw aktywnych w niskim pH $rodowiska, z
optimum dziatania przy pH 4,0-4,5. Eksperymenty selekcji in vitro zwiazane sg zawsze z
ryzykiem, ze nie otrzymamy wariantow o pozadanych wlasciwos$ciach. Do takiego wyniku
selekcji mogty przyczyni¢ si¢ dwa czynniki: 1/ w zastosowanych warunkach selekcji 23-
nukleotydowy region random w wyjsciowej bibliotece kombinatorycznej mogt by¢ za krotki
do utworzenia centrum katalitycznego zaleznego od wiazania jondw Cd?* oraz 2/ procedura
selekcji ze standardowym etapem stragcania DNA w pH 5,2, obnizonym w stosunku do pH 7,0
podczas selekcji wariantow, mogta spowodowacé, ze w konsekwencji otrzymatam DNAzymy
»pH-zalezne”. Po zmodyfikowaniu procedury selekcji, w kolejnym eksperymencie
otrzymalam DNAzymy aktywne w obecnoéci jonow Cd**. Z uwagi na interesujace
wlasciwos$ci, wybrane DNAzymy z obu eksperymentow selekcji poddatam szczegdtowym

badaniom.
5.1. DNAzymy pH-zalezne

W wyniku przeprowadzonych 11 cykli selekcji in vitro, klonowania wzbogaconej biblioteki i
sekwencjonowania wybranych klonow uzyskano 46 wariantow DNAzymow, ktore zostaty
pogrupowane w 4 rodziny na podstawie podobienstwa motywow sekwencyjnych w regionie
odpowiadajgcym regionowi random w bibliotece wyj$ciowej. Zaskakujgce bylo pojawienie
si¢ w tym regionie motywoéw sekwencji ztozonych powtarzajacych si¢ z dwoch, trzech i

czterech tych samych nukleotydow.

Przeprowadzone testy aktywnos$ci katalitycznej wykazaty, ze otrzymano DNAzymy, ktore
aktywowane sg w wyniku obnizenia pH srodowiska. Okreslono profil pH szesciu wybranych
wariantow DNAzymow, bedacych przedstawicielami czterech uzyskanych rodzin. Otrzymane
DNAzymy wykazywaty najwyzszy stopien przeci¢cia W pH mieszczacym si¢ w zakresie 4,0—
4,5, natomiast w pH bliskim 6,0-7,0 byly nieaktywne. Z szesciu testowanych DNAzymow
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dwa warianty: Dz15 oraz Dz27 wykazywaty najwyzsza aktywnos¢ katalityczna, odpowiednio
w pH 4,5 oraz 4,0.

Zbadano wptyw wybranych jonéw metali: cd?, Mgz+, Zn®*, Sr**. Ca®*, Mn?*, Co?", Ni®*, Na*
oraz K* na wtaéciwosci Katalityczne dwoch DNAzymow pH-zaleznych: Dz15 oraz Dz27.
Stwierdzono, ze do aktywnosci katalitycznej nie wymagaja one obecno$ci jondw metali, w
przeciwienstwie do znanych z literatury DNAzymow 8-17, 10-23 czy pH6DZ1. Oznacza to,
ze W tym przypadku jony metali nie biorg bezposredniego udzialu w reakcji ciecia RNA.
DNAzym #15 w buforze o pH 4,5 ulegat 50% przecigciu, natomiast DNAzym #27 w buforze

0 pH 4,0 ulegat 80% przeci¢ciu bez udziatu jonéw metali.

Wykazano, iz odcigcie 19 nukleotydowych fragmentow z konca 5°, jak 1 z konca 3’
DNAzymoéow #15 1 #27 nie pogorszyto ich wlasciwosci katalitycznych. Stopien przecigcia
skroconego DNAzmu #15 w pH 4,0-4,5 ulegt zwickszeniu w stosunku do czgsteczki o pelnej
dlugosci, natomiast stopien przeciecia skroconego DNAzymu #27 nieznacznie spadt w pH 4,0
oraz nieznacznie wzrdst w pH 4,5. Zatem skrocone warianty DNAzyméw pH-zaleznych sa
aktywne katalitycznie i wykazujg optimum dzialania w zakresie pH 4,0-4,5. Wariant
Dz27WS, jako przedstawiciel grupy | wariantdow otrzymanych w procesie selekcji,
wykazywatl istotnie wyzsza aktywno$¢ Kkatalityczng w stosunku do wariantu Dz15WS,
bedacego przedstawicielem grupy IV. State szybkosci reakcji cigcia (Kops) Wariantu Dz27WS,

w zaleznoS$ci od temperatury reakcji, byty 3- i 5-krotnie wyzsze.

Okreslono strukturg drugorzgdowa wybranych DNAzymoéw z wykorzystaniem mapowania
nukleaza S1 1 siarczanem dimetylu oraz programu do przewidywania struktur
drugorzgdowych RNAstructure 5.6. Region katalityczny DNAzymu #15 nie posiada
wyodrebnionych Zadnych motywow strukturalnych i przypomina region Katalityczny
powszechnie znanego DNAzymu 10-23, natomiast w przypadku DNAzymu #27 w obrgbie
tego regionu tworzy si¢ motyw strukturalny typu spinki z duza petla 14-nukleotydowa badz
spinki z petla 6-nukleotydowa. W przypadku DNAzymow dziatajacych w niskim pH
srodowiska jest wielce prawdopodobne, ze tworzg si¢ nietypowe pary zasad z protonowang

reszta cytozyny np. pary C*-C czy C*-CG badz protonowang reszta adeniny A*™-A".

Przeprowadzono badania spektroskopowe (technikg CD i UV-vis), ktore wykazaty, ze w

srodowisku o pH 3,5-5,0 natezenie absorpcji $wiatla dla warianow Dz15WS-dA oraz
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Dz27WS-dA spada. Najwigkszy spadek intensywnosci pasm absorpcyjnych odnotowano w
zakresie pH 4,0-4,5. Otrzymane wyniki sugeruja, ze w $srodowisku o pH 4,0-4,5 dochodzi
do protonacji wybranych grup funkcyjnych w obrebie sekwencji tworzacej centrum
katalityczne, a nast¢pnie zwinigcia czgsteczek DNAzymow i przyjecia konformacji

umozliwiajacej katalize reakcji cigcia.

Mozliwy mechanizm katalizy zaktada, ze w wyniku obnizenia pH dochodzi do protonacji
wybranych grup funkcyjnych w obrebie sekwencji tworzacej centrum katalityczne. W
kwasnym pH srodowiska potencjalnymi akceptorami protonu w czasteczce DNAzymow sg
atomy azotu adenozyny i cytydyny odpowiednio N1 i N3. Co ciekawe, warto$¢ pKa dla N1
adenozyny wynosi 3,5, za$ dla N3 cytydyny 4,2 i przypadajag one w zakresie pH w jakim
warianty pH-zalezne wykazuja najwyzszy stopien przecigcia. Jest zatem wielce
prawdopodobne, ze to zasady azotowe tancucha fosfo-cukrowego deoksyrybozymdw ulegajac

protonacji, odgrywaja zarowno rol¢ strukturalna, jak i katalityczng.

Zaprojektowano, wazne z punktu widzenia praktycznych zastosowan, warianty DNAzymow
pH-zaleznych dziatajace w ukladzie dwuczgsteczkowym (in trans). Oligonukleotydowy
substrat ulegat 70-80% przecigciu w obecnosci DNAzymu 15WS trans i niespetna 10%
przecigciu w obecnosci DNAzymu 27WS trans w pH 4,0-4,5.

Otrzymane podczas realizacji niniejszej pracy DNAzymy pH-zalezne, w odrdéznieniu od
opisanych wczesniej w literaturze, posiadajg zdolno$¢ prowadzenia katalizy bez udziatu
jonow metali. Z tego wzgledu, moga by¢ szczegdlnie uzyteczne w konstrukeji narzedzi
molekularnych wykorzystywanych w biologii i biotechnologii. W szczegdlnosci, DNAzym
moglby zosta¢ uzyty jako modut strukturalny — kaseta przetacznikowa (stan ON/stan OFF), w
konstrukcji biosensorow stuzgcych do detekcji jonéw metali. Biosensor taki mozna by
»wlacza¢” badz ,,wyltacza¢” w kontrolowanych warunkach pH, a kaseta przelacznikowa

dziatataby niezaleznie od innych elementéw biosensora.

5.2. DNAzymy Cd**-zaleine

Eksperyment selekcji in vitro DNAzyméw aktywnych w obecnosci jonéw Cd** prowadzony
przez 10 cykli zakonczyl sie wzbogaceniem wyjsciowej biblioteki z 23-nukleotydowym

regionem random w warianty o pozadanych wiasciwos$ciach. W obecnosci 0,1 mM jonow
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Cd** ulegato przecicciu 3-5% czasteczek biblioteki w czasie od 5 minut do 1 minut, w
cyklach selekcji VII-X. Po etapie klonowania i sekwencjonowania otrzymano 49
DNAzymoéw, ktore zostaty pogrupowane w 5 rodzin na podstawie podobienstw w ich

sekwencji nukleotydowej.

Zbadano aktywnos¢ katalityczng jedenastu wybranych DNAzyméw stwierdzajac, ze wysoka
aktywnos$¢ katalityczng wykazuja w obecno$ci jonow Cd?**, chociaz sg takze aktywne w
obecnosci jondw Co?*, Mn?* czy Zn**. Mozna zatem sadzi¢, ze tworzenie kompleksu jon —
DNAzym nie wymaga wysoce specyficznego sposobu koordynacji jonu metalu. Otrzymane
DNAzymy metalozalezne, zarowno peilnej dlugosci jak i1 skrocone z konca 5° i 3°, byly
praktycznie nieaktywne w obecno$ci jonow Mg2+, Sr?* i nieznacznie aktywne w obecnosci
jondw Ca?* czy Ni*. Sposrod szesciu wariantow DNAzymow skonstruowanych w ukfadzie

dwuczasteczkowym (in trans) zaden nie wykazywat aktywnosci katalityczne;j.

Wysoka aktywnos$¢ Katalityczng warianty: Dz1/VIIWS, Dz5/XWS oraz Dz15/XWS
wykazywaty w temperaturze 25°C, co moze by¢ zwigzane z odpowiednim zwinigciem
czasteczek w Kkatalitycznie aktywng konformacje. W temperaturze 37°C obserwowano
znaczacy spadek aktywnosci, a takze zmiane preferencji DNAzymoéw wobec jondw metali.
Badane DNAzymy w temperaturze 37°C katalizowaty reakcje¢ cigcia w obecnosci jondw Zn**,
Mn®* czy Cd** od 5 do 15-razy wolniej, w poréwnaniu do reakcji w temperaturze 25°C.
Uogolniajac, wydaje si¢, ze w przypadku DNAzymoéw optimum temperatury ich dziatania

zalezy od temperatury stosowanej podczas ich otrzymywania w procesie selekcji in vitro.

Okreslono strukture drugorzedowa DNAzymu 1/VII z wykorzystaniem mapowania nukleaza
S1 i siarczanem dimetylu oraz programu komputerowego do przewidywania struktur
drugorzedowych RNAstructure 5.6. Na podstawie uzyskanych wynikow, a takze porownania
sekwencji wszystkich otrzymanych w procesie selekcji wariantow stwierdzono, iz nalezg one
do DNAzymow typu 8-17, gdyz region katalityczny posiada charakterystyczny motyw spinki
z trojnukleotydows petla apikalng typu AGC oraz 5-nukleotydowy fragment jednoniciowy o
sekwencji ACGAA. Dodatkowo, wszystkie warianty posiadajg cztery konserwatywne
nukleotydy, mianowicie C13 i G14 w obrgbie wspomnianego 5-nukleotydowego fragmentu

jednoniciowego oraz w obrgbie petli apikalnej A6 1 G7.
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Zbadano aktywnos¢ katalityczng DNAzymu 1/VII skroconego z konca 5 1 3° z modyfikacja
w postaci grupy tiofosforanowej w miejscu cigcia. Poniewaz szereg jonéw metali
dwuwarto$ciowych, w tym jony Cd**, wykazuje silne powinowactwo do ligandow
zawierajagcych siarke, oczekiwano, ze zastgpienie niewigzgcego atomu tlenu grupy
fosforanowej w miejscu cigcia atomem siarki zmieni wiasciwo$ci DNAzymu. Okazalo sig, ze
wprowadzona grupa tiofosforanowa w DNAzymie 1/VIIWS nie poprawita jednak jego
wlasciwosci katalitycznych w obecnosci jonow Cd*, ale istotnie obnizyla specyficznos¢

wobec jondw Zn** i Mn?*.

Obecnos¢ zasady purynowej (adeniny lub guaniny) w pozycji 12 DNAzymu 1/VIIWS okazata
si¢ niezbe¢dna dla zachowania jego aktywnosci katalitycznej. Wprowadzenie w ta pozycje
zasady pirymidynowej (tyminy lub cytozyny) skutkowato duzym spadkiem aktywnosci. Po
30 minutach inkubacji mutanty Dz1/VIIWS 12C oraz DzI1/VIIWS 12T wykazywaly w
obecnosci jonow Cd?*, odpowiednio 10-krotny i 14-krotny spadek aktywnosci katalityczne;j.
Prawdopodobnie zarowno stopien protonacji puryn, ich budowa i sita tworzonych wigzan

wplywaja na odpowiednie zwinigcie si¢ DNAzymow w aktywne katalitycznie warianty.

Wykazano, ze sktad nukleotydowy trzonu spinki obecnej w regionie katalitycznym
DNAzymoéw skroconych z konca 57 i 3° — Dz1/VIIWS i Dz5/XWS wpltywa na poziom ich
aktywnosci katalitycznej oraz preferencje wobec jonéw metali. Ponadto, ilo$¢ par zasad typu
C-G w trzonie spinki nie decyduje o wtasciwosciach katalitycznych otrzymanych przeze mnie
DNAzymoéw, inaczej niz sugerowano w literaturze dotyczacej innych wariantow 8-17.
Roéwniez obecnos¢ srodkowej pary zasad budujacej trzon C4-G10 nie zwieksza aktywnosci
katalitycznej. Wariant Dz1/VIIWS z mutacja A4C/T10G wykazywatl zblizony stopien
przecigcia do wariantu typu dzikiego w obecnos$ci jonow Cd%, natomiast poziom aktywnosci
katalitycznej czasteczki zmutowanej Dz5/XWS_T4C/A10G w obecnosci jonoéw Cd** byl 5-
krotnie nizszy niz aktywnos¢ Dz5/XWS. Wydaje si¢, ze trzon spinki zakonczonej
trojnukleotydowa petla AGC, usytuowanej w obrebie regionu katalitycznego, moze
uczestniczy¢ w wigzaniu jonu metalu. Moze by¢ takze zaangazowany w tworzenie
oddziatywan dalekiego zasigegu, istotnych dla przyjecia przez DNAzym odpowiedniej

struktury, decydujacej o jego wilasciwos$ciach katalitycznych.

W wyniku przeprowadzonej selekcji in vitro otrzymano szereg wariantow DNAzymow

preferujacych w katalizie jony Cd*. Szczegbtowa analiza ich wiasciwosci dostarczyla
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nowych informacji dotyczacych znaczenia okre§lonych elementow struktury DNAzymow dla
wykazywanej przez nie aktywno$ci katalitycznej oraz specyficznos$ci dziatania.
Wyselekcjonowane DNAzymy mogg zosta¢ uzyte w dalszych badaniach, opartych o metode
cze$ciowej mutagenezy i re-selekcje in vitro aktywnych wariantow, majgcych na celu

polepszenie wlasciwosci DNAzymdw pod katem ich praktycznego zastosowania.
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6. Materiaty i metody

6.1. Aparatura

Zestaw do elektroforezy plytowej S2 (Life Technologies)
Maty zestaw do elektroforezy ptytowe;j

Zasilacz E863 (Consort)

Zasilacz PS 3003 (Apelex)

Zasilacz PS 3002 (Apelex)

Termocykler UNO Il (Biometra)

Termocykler T-Gradient (Biometra)

S20 SevenEasy pH metr (Mettler Toledo)

Waga laboratoryjna WPT 1 (Radwag)

Waga laboratoryjna BP 2215 (Sartorius)

Lampa UV (Camag)

Wiréwka 5415D (Eppendorf)

Wiréwka Universal 32R (Hettich)

Cieplarka do hodowli bakterii (Memmert)

Inkubator Heidolph 1000

Termowtrzasarka Comfort (Eppendorf)

Spektrofotometr UV/VIS NanoDrop (Thermo Scientific)
Licznik scyntylacyjny MicroplateCounter 2450 (PerkinElmer)
Zestaw do wizualizacji zeli UVP2000

Skaner radioaktywnosci FLA-5100 (Fuji-Film)

Suszarka do zeli GelDryer 583 (Bio-Rad)

Pompa prozniowa (Laboport)

Komora laminarna Aura mini (BioAir)

Spektrofotometr Cary 50 Bio (Varian Inc.)
Spektropolarymetr Jasco J-715 (JASCO, Japan Spectroscopic Co.)

6.2. Odczynniki i materiaty
Odczynniki pochodzity z firm: Sigma-Aldrich, Life Technologies, Serva, Thermo Scientific
lub Fluca. Filtry strzykawkowe Milex GP pochodzity z firmy Merck Millipore. IPTG

zakupiono w firmie Lab Empire.
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6.2.1. Zwiazki promieniotworcze
= [y**P]ATP (4000-5000 Ci/mmol) Hartmann Analytic
= [¢**P]dCTP (4000-5000 Ci/mmol) Hartmann Analytic

6.2.2. Enzymy
Tagq DNA polimeraza, T4 kinaza polinukleotydowa, nukleaza S1 (MBI Fermentas)

6.2.3. Zestawy odczynnikow

= Zestaw do izolacji plazmidowego DNA z komorek bakterii (Bio Basic i Qiagen)

» Zestaw do oczyszczania produktéw PCR QIAquick PCR Purification Kit (Qiagen)
= Zestaw do klonowania produktow PCR TOPO TA Cloning Kit (Life Technologies)

6.2.4. Plazmidy
Plazmid pCR2.1-TOPO (Invitrogen)

6.2.5. Szczepy bakteryjne
E. coli TOP10 oraz E. coli TOP10F’ (Invitrogen)

6.2.6. Standardy do oznaczania wielkosci makroczasteczek

» Marker do analizy dtugosci fragmentow DNA (0,1-10 kb) na podstawie migracji podczas
elektroforezy w zelach agarozowych GeneRuler DNA Ladder Mix (Thermo Scientific)

= Marker do analizy dlugosci fragmentow DNA (0,01-0,3kb) na podstawie migracji
podczas elektroforezy w zelach agarozowych GeneRuler Ultra Low Range DNA Ladder

(Thermo Scientific)

6.2.7. Oligonukleotydy

Wszystkie oligomery DNA uzyte w toku wykonywania pracy doktorskiej zostaly zakupione
w Future Synthesis Poznan, IDT Leuven lub IBB Warszawa (www.oligo.pl). Zsyntetyzowane
chemicznie oligomery DNA oczyszczano stosujac elektroforeze w 8%  zelu
poliakryloamidowym, w warunkach denaturujgcych. Po wizualizacji metoda wygaszania
fluorescencji, z zelu wycinano pasma zawierajace oligomery o pozadanej dtugosci. Wyciete z

zelu pasma umieszczano w buforze do elucji, nastgpnie eluowano, wytragcano etanolem i
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odwirowywano (wymienione metody i zastosowane bufory zostaly opisane w kolejnych

podrozdziatach).

Tabela 7. Zestawienie oligodeoksyrybonukleotydow stosowanych w pracy

Nazwa czgsteczki

Sekwencja w orientacji 5’-3’

DNA
M1 GTGCCAAGCTTACCGTCACN23GAGATGTCGCCATCTCTTCCTATAGTGAGTCGTATTAG
M2 GTGCCAAGCTTACCGTCACNAOGAGATGTCGCCATCTCTTCCTATAGTGAGTCGTATTAG
P1 GTGCCAAGCTTACCG
P2 CTGCAGAATTCTAATACGACTCACTATAGGAAGAGATGGCGAC
P3 GGGCAGAATTCTAATACGACTCACTATrA
P3.1 GGGCAGAATTCTAATACGACTCACTATA
P3.2 CTCACTATrAGGAAGAGATGGCGAC
P4 CAACAACAACAA(Spacer18)GTGCCAAGCTTACCG
Dz1/VIIWS CTCACTATrAGGAAGAGATGGCGACATCTCATCTAACAGCGTTACGAAATAGC
Dz1/VIIWS-dA CTCACTATAGGAAGAGATGGCGACATCTCATCTAACAGCGTTACGAAATAGC

Dz1/VIIWS_A12C

CTCACTATrAGGAAGAGATGGCGACATCTCATCTAACAGCGTTCCGAAATAGC

Dz1/VIIWS_A12T

CTCACTATrAGGAAGAGATGGCGACATCTCATCTAACAGCGTTTCGAAATAGC

Dz1/VIIWS_A12G

CTCACTATrAGGAAGAGATGGCGACATCTCATCTAACAGCGTTGCGAAATAGC

Dz1/VIIWS_A4C/T10G

CTCACTATrAGGAAGAGATGGCGACATCTCATCTACCAGCGGTACGAAATAGC

Dz1/VIIWS_PS CTCACTATrA*GGAAGAGATGGCGACATCTCATCTAACAGCGTTACGAAATAGC
Dz15/XWS CTCACTATrAGGAAGAGATGGCGACATCTCTACTGTCAGCGACACGAGATTGT
Dz24/XWS CTCACTATrAGGAAGAGATGGCGACATCTCATCTGTCAGCAACACGAAATAGG
Dz5/XWS CTCACTATrAGGAAGAGATGGCGACATCTCATCTGTCAGCGACACGAAATAGG

Dz5/XWS_T4C/A10G

CTCACTATrAGGAAGAGATGGCGACATCTCATCTGCCAGCGGCACGAAATAGG

Dz15WS

CTCACTATrAGGAAGAGATGGCGACATCTCTTACAAACCCCAAACCTTCTCTT

Dz27WS CTCACTATrAGGAAGAGATGGCGACATCTCCTACCCTCAAGCGACTTCTCTCG
Dz15WS-dA CTCACTATAGGAAGAGATGGCGACATCTCTTACAAACCCCAAACCTTCTCTT
Dz27WS-dA CTCACTATAGGAAGAGATGGCGACATCTCCTACCCTCAAGCGACTTCTCTCG
1/VIIS CGCTGTAGAGAAGGrATATCACTCA
1/VIIE GCGACATCTCATCTAACAGCGTTACGAAATAGTGAGT
1/VIIWS_S1 CTCACTATrAGGAAGAGATGGC
1/VIIWS_E1 GACATCTCATCTAACAGCGTTACGAAATAGC
5/XWS_E1 GACATCTCATCTGTCAGCGACACGAAATAGG
Dz15WS_E1 GACATCTCTTACAAACCCCAAACCTTCTCTT
Dz27WS_E1 GACATCTCCTACCCTCAAGCGACTTCTCTCG
1/VIIWS_S2 CTCACTATrAGGAAGAGATG
1/VIIWS_E2 CATCTCATCTAACAGCGTTACGAAATAGC
8-17S CGATCCTTrGGCTTCTCA
8-17E TGAGAAGTGTCAGCGACACGAAAAGGATCG
Dz1/VIIS CGATCCTTrAGCTTCTCA
Dz1/VIIE TGAGAAGTAACAGCGTTACGAAAAGGATCG
N23; N40 23- i 40-nukleotydowy region random rA rybonukleotyd adeniny
Spacer 18 18 jednostek glikolu etylenowego rA* rybonukleotyd adeniny z tiofosforananem
rG rybonukleotyd guaniny
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6.2.8. Bufory, roztwory i pozywki

Bufory do rozpuszczania DNA

= TE: 10 mM Tris-HCI pH 8,0, 1 mM EDTA,

= 50 mM HEPES-NaOH pH 7,0, 100 mM NacCl

Bufor do elektroforezy 1xTBE
100 mM Tris, 100 mM kwas borowy, 1 mM EDTA, pH 8,3

40% roztwor zelu poliakryloamidowego 29:1 (w/w)

38,67 g akryloamidu, 1,33 g bisakryloamidu, H,O do 100 ml

Roztwory do naktadania na zel probek zawierajgcych DNA

» Elektroforeza w warunkach denaturujacych:

8 M mocznik, 20 mM EDTA, 0,02% (w/v) biekit bromofenolowy, 0,02% (w/v) ksylencjanol

» Elektroforeza w zelu agarozowym w warunkach ,,natywnych”:

10 mM Tris-HCI pH 7,6, 60% glicerol, 0,02% (w/v) bigkit bromofenolowy, 0,02% (w/v)
ksylencjanol, 60 mM EDTA

Bufor ,,stop”
8 M mocznik, 20 mM EDTA, 0,02% (w/v) btekit bromofenolowy, 0,02% (w/v) ksylencjanol

Bufor do reakcji katalitycznego ciecia

50 mM HEPES-NaOH pH 7,0, 100 mM NaCl

Bufor do trawienia nukleazg S1

40 mM NaCl, 10 mM Tris-HCI pH 7,5, 10 mM MgCl,

Bufor do modyfikacji chemicznej za pomocq siarczanu dimetylu (DMS)

80 mM HEPES-NaOH pH 7,0, 40 mM NacCl, 10 mM MgCl,
Bufor do elucji kwasow nukleinowych z zelu poliakryloamidowego

= 300 mM octan sodu pH 52, 1 mM EDTA; stosowany dla oligomerow
wykorzystywanych w do$§wiadczeniach dotyczacych DNAzymow pH-zaleznych
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= 50 mM HEPES-NaOH pH 7,0, 100 mM NaCl, 1 mM EDTA; stosowany dla oligomeréw
wykorzystywanych w do$wiadczeniach dotyczacych DNAzymow metalozaleznych

Pozywka stata LB do hodowli bakteryjnych
5 g tryptonu, 2,5 g ekstraktu drozdzowego, 2,5 g NaCl, 7,5 g agaru, 1 ml 1 M NaOH, H,0 do
500 ml

Pozywka ptynna LB do hodowli bakteryjnych
5 g tryptonu, 2,5 g ekstraktu drozdzowego, 2,5 g NaCl, 1 ml 1 M NaOH, H,0 do 500 ml

Antybiotyki
Ampicylina — 50 mg/ml w H,0O; stezenie koncowe antybiotyku w pozywce do hodowli
bakteryjnej wynosito 50 pg/ml pozywki.

6.3. Metody standardowe

6.3.1. Elektroforeza kwasow nukleinowych w zelu poliakryloamidowym w warunkach
denaturujacych

Metode wykorzystywano m.in. w trakcie syntezy biblioteki kombinatorycznej DNAzymow,
do odseparowania z dsDNA pojedynczych nici DNA o sekwencji deoksyrybozymoéw, a takze
$ledzenia zmian stopnia przereagowania puli DNAzymoéw w trakcie eksperymentu selekcji in
vitro oraz analizy produktow reakcji katalitycznego cigcia wybranych deoksyrybozymow.
Ponadto, metodg¢ te¢ wykorzystano do oczyszczania oligomerow DNA po syntezie chemicznej,
jak roéwniez czasteczek DNA po znakowaniu radioizotopowym oraz do analizy produktow
otrzymanych po badaniu struktury drugorzgdowej DNAzymow metodami enzymatycznymi i
chemicznymi.

Do elektroforezy stosowano zel poliakryloamidowy o usieciowaniu 29:1 (stosunek
wagowy akryloamidu do bisakryloamidu) z 8,3 M mocznikiem oraz bufor elektroforetyczny
IxTBE. Procentowos¢ zelu uzalezniona byta od dtugosci rozdzielanych fragmentéw 1 wahata
si¢ od 8 do 12%. Przed nalozeniem na zel, probki mieszano z roztworem 8 M mocznika z
barwnikami elektroforetycznymi w stosunku 1:1. Kazda elektroforez¢ poprzedzano
preelektroforezg prowadzonag przy natgzeniu pradu 10 mA, az do ustalenia parametréw

pradowych. Podczas rozdziatu elektroforetycznego stosowano natezenie pradu 20 mA (zel
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20x20 cm) lub 40 mA (zel 30x40 cm). Do wizualizacji wynikow wykorzystywano:
znakowanie radioizotopowe oligomerow, oczyszczanie produktow reakcji PCR —
autoradiografi¢; oczyszczanie oligomerow DNA po syntezie chemicznej — wygaszanie §wiatla
UV; mapowanie struktury drugorzedowej DNA, okreSlanie aktywnos$ci katalitycznej

DNAzymow — ekrany odwzorowujace i skaner radioaktywnosci.

6.3.2. Elektroforeza DNA w zelu agarozowym

Elektroforeze w zelu agarozowym stosowano do analizy fragmentéw DNA otrzymanych
metoda PCR. W zaleznosci od dlugos$ci rozdzielanych fragmentéw stosowano 1-2% (w/v) zel
agarozowy z dodatkiem bromku etydyny (0,1 pg/ml), a jako bufor elektroforetyczny 1xTBE.
Przed natozeniem na zel probki DNA mieszano z roztworem do naktadania probek DNA, w
stosunku 6:1. Elektroforeze prowadzono w temperaturze pokojowej przy stalym natezeniu

pradu 60 mA. Fragmenty DNA obserwowano w §wietle UV.

6.3.3. Elucja kwaséw nukleinowych z zelu poliakryloamidowego

Po elektroforezie prazki odpowiadajace oligomerom DNA wizualizowano w $wietle UV.
Wycigte pasma zelu inkubowano w buforze do elucji przez 3 godziny w temperaturze
pokojowej z okresowym wytrzasaniem. Podczas eksperymentu selekcji in vitro DNAzymow
pH-zaleznych elucje czasteczek DNA prowadzono w buforze: 300 mM octan sodu pH 5,2, 1
mM EDTA, natomiast do elucji czasteczek DNA w trakcie i po selekcji DNAzymow
metalozaleznych stosowano bufor 50 mM HEPES pH 7,0, 100 mM NaCl, 1 mM EDTA.

6.3.4. Wytracanie kwasow nukleinowych z roztworu
Wyeluowane z Zelu poliakryloamidowego oligomery DNA wytracano z roztworu za pomoca
trzech objetosci 96% etanolu w obecnosci 300 mM octanu sodu pH 5,2 — w przypadku
czgsteczek DNA podczas selekcji in vitro DNAzymow pH-zaleznych, badz w obecnosci 50
mM HEPES pH 7,0 i 100 mM NaCl — w przypadku czasteczek DNA podczas i po selekcji in
vitro DNAzyméw metalozaleznych. Przed stragceniem dodawano takze glikogen do st¢zenia
20 pg/ml roztworu. Probki stracano przez 20 minut w suchym lodzie lub w temperaturze -
20°C przez noc. Osad odwirowywano.

Wszystkie wytrgcone probki DNA, jesli nie zaznaczono inaczej, wirowano w tych
samych warunkach: 14000 rpm w temperaturze 4°C przez 20 minut. Supernatant usuwano, a

osad suszono i rozpuszczano:
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» w buforze TE, w przypadku oligomerow DNA

* w wodzie sterylnej, w przypadku oligomerow DNA/RNA wykorzystywanych w reakcjach
PCR

= W 5-krotnie rozcienczonym buforze TE, w przypadku produktéw PCR — DNAzyméw pH-
zaleznych

= w50 mM HEPES pH 7,0/100 mM NaCl, w przypadku produktow PCR — DNAzymow
metalozaleznych oraz w przypadku synetyzowanych chemicznie skroconych wariantow

DNAzymo6w pH-zaleznych i metalozaleznych.

6.3.5. Oznaczanie stezenia kwasow nukleinowych

Stezenie kwasu nukleinowego w probce oznaczano na podstawie pomiaréw absorpcji przy
dlugosci fali A = 260 nm z wykorzystaniem spektrofotometru NanoDrop. Stosowano
nastgpujace przeliczniki:

SSDNA: 1Az60/ml = 33 pg/ml,

dsDNA: 1Az6/ml = 50 pg/ml

6.3.6. Ekstrakcja fenolem

Procedurg wykorzystywano do oczyszczania produktow po reakcji PCR. Probke zawierajaca
DNA wytrzasano 2 minuty z jedng objetoscig fenolu (nasyconego buforem TE, pH 8,0) w
temperaturze pokojowej 1 wirowano 1 minute przy 10000 rpm w celu separacji faz. Nastepnie,
aby usung¢ resztki fenolu, do zebranej fazy wodnej dodawano jedng objeto$¢ mieszaniny
chloroform/alkohol izoamylowy w stosunku 24:1 (v/v) 1 wytrzasano 1 minut¢ w temperaturze
pokojowej, po czym wirowano 1 minutg przy 10000 rpm. Zbierano faz¢g wodng 1 wytracano

DNA.

6.4. Metody stosowane w badaniach wtasnych

W toku realizacji niniejszej pracy przeprowadzono dwa niezalezne eksperymenty selekcji in
vitro, w wyniku ktorych otrzymano dwa zestawy DNAzymow o odmiennej aktywnoS$ci
katalitycznej. W zwiazku z powyzszym, kazda selekcja zostata opisana oddzielnie w celu

przedstawienia réznic w obydwu procedurach eksperymentalnych.

162



Materiaty i metody

6.4.1. Otrzymywanie DNAzymow przecinajacych tanncuch RNA
6.4.1.1. Konstrukcja wyjsciowej biblioteki kombinatorycznej
Bibliotek¢ kombinatoryczng DNAzymoéw dziatajace w uktadzie jednoczasteczkowym (in Cis)
otrzymano poprzez wykorzystanie wypetniajacej reakcji PCR z uzyciem chemicznie
zsyntetyzowanych oligomeroéw, jednego zawierajacego 23-nukleotydowy odcinek random,
oznaczonego jako M1l (5’-GTGCAAGCTTACCGTCAC-N23-AGATGTCGCCATCTCT
TCCTATAGTGAGTCGTATTAG-3’) oraz komplementarnego do jego konca 3’ oligomeru
P3 (5°-GGGCAGAATTCTAATACGACTCACTATTrA-3’), zawierajacego rybonukleotyd
adeniny jako przewidywane miejsce cigcia katalitycznego. Reakcje prowadzono w 300 pl
buforu zawierajacego 20 mM (NH4),SO4, 75 mM Tris-HCI pH 8,8, 0,01% Tween 20, 2 mM
MgCls, 0,05 U/ul Taq DNA polimeraze, 10 ul [a-**P]dCTP oraz 0,2 mM kazdego z dNTP,
przez siedem cykli (po 1 min w 92°C, 52°C i 72°C); wstgpng denaturacj¢ prowadzono w
95°C, a koncowe wydtuzanie w 72°C przez 2 minuty. Nastepnie, do reakcji wprowadzono
roéwnomolowe ilosci (1 nmol) startera P3 oraz startera P4 (5’-CAACAACAA CAA(Spacerl8)
GTGCCAAGCTTACCG-3") i wykonano 7 cykli PCR. Produkty reakcji PCR, czyli
matrycowa pule dsDNA kodujaca DNAzymy, stragcano za pomocag trzech objetosci 96%
etanolu w obecnosci 300 mM octanu sodu pH 5,2 — w przypadku matrycowych czasteczek
dsDNA kodujacych DNAzymy pH-zalezne, badz w obecnosci 50 mM HEPES pH 7,0 i 100
mM NaCl w przypadku matrycowych czasteczek dsDNA kodujacych DNAzymy
metalozalezne. Osad odwirowywano i rozpuszczano w roztworze do nakltadania préb na zel
poliakryloamidowy. Jednoniciowe czasteczki DNA otrzymano poprzez rozdzielenie obu nici
dsDNA za pomoca elektroforezy w 12% denaturujacym zelu poliakryloamidowym (PAGE).
Poniewaz oligomer P4 zawiera tacznik sktadajacy si¢ z 18 reszt glikolu etylenowego, zatem
fatwo wybra¢ krotsza, 90-nukleotydowa ni¢ DNA o sekwencji DNAzymu, wykorzystujac
réznice w mobilnosci elektroforetycznej obydwu nici. Po wycigciu z zelu, pule DNAzymow
pH-zaleznych eluowano w buforze: 300 mM octan sodu pH 5,2, 1 mM EDTA, strgcano
etanolem i rozpuszczono w 5-krotnie rozcienczonym buforze TE. Natomiast pulg
DNAzymow metalozaleznych eluowano w buforze: 50 mM HEPES pH 7,0, 100 mM NacCl, 1
mM EDTA, dwukrotnie strgcano etanolem i rozpuszczano w buforze zawierajacym 50 mM
HEPES pH 7,0 i 100 mM NaCl. Tak przygotowane wyjsciowe biblioteki kombinatoryczne
DNAzymow uzyto w procesie selekcji in vitro.

Biblioteke¢ kombinatoryczng DNAzymoéw z 40-nukleotydowym regionem random
otrzymano w identyczny sposob jak bibliotek¢ kombinatoryczng DNAzymoéw z 23-

nukleotydowym regionem random, przy czym w pierwszej wypehniajacej reakcji PCR uzyto
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zamiast oligomeru M1, chemicznie zsyntetyzowany oligomer zawierajacy 40-nukleotydowy
odcinek random, oznaczony jako M2 (5’-GTGCAAGCTTACCGTCAC-N40-AGATGTC
GCCATCTCTTCCTATAGTGAGTCGTATTAG-3).

6.4.1.2. Selekcja in vitro DNAzymdw pH-zaleznych
Reakcja katalitycznego ciecia
Selekcje in vitro wariantow DNAzyméw aktywnych w niskim pH $rodowiska rozpoczgto z
wykorzystaniem biblioteki DNAzymow zawierajacej pojedynczy rybonukleotyd adeniny oraz
23-nukleotydowy odcinek random, co odpowiada 0,7 x 10*® réznych czasteczek DNA. Pulg
otrzymanych DNAzymoéw poddano reakcji katalitycznego cigcia w obecno$ci jondw Ccd* o
stezeniu 1 mM. Reakcje prowadzono w buforze o sktadzie 50 mM HEPES pH 7,0, 100 mM
NaCl przez 1 godzing w temperaturze 25°C. W celu selekcji wariantdow o wysokiej
aktywnosci katalitycznej, w kolejnych rundach selekcji skracano czas reakcji od 60 minut do
1 minuty. Obnizano takze stezenie jonéw Cd®* od 1 do 0,1 mM (Tab. 8).

Produkty po reakcji cigcia rozdzielano w 12% zelu poliakryloamidowym. Wycigty z
zelu 62-nukleotydowy oligomer DNA odpowiadajacy produktowi reakcji cigcia oraz 90-
nukleotydowy oligomer odpowiadajacy nieprzecigtej puli DNAzymow eluowano w buforze
zawierajacym 300 mM octan sodu pH 5,2, 1 mM EDTA, stragcano 3 objetosciami etanolu i
rozpuszczano w 20 ul buforu TE. Mierzac radioaktywnos$¢ biblioteki DNAzymow, ktora nie
ulegta przecigciu oraz produktow po reakcji cigcia odzyskanych z zelu poliakryloamidowego

obliczano stopien przecigcia ogolnej puli wariantow.

Tabela 8. Warunki stosowane w kolejnych cyklach selekcji DNAzymow pH-zaleznych.

. .. . o . s 2+
ST czas[lrr;li(:]bacu stezemF nj.::;;)w Cd

1 60 1

2 60 1

3 60 1

4 60 0,2
5 30 0,2
6 30 0,1
7 10 0,1
8 5 0,1
9 1 0,1
10 1 0,1
11 1 0,1
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Reakcja amplifikacji wariantow obecnych w puli DNAzymow

Odzyskany z zelu po | cyklu selekcji produkt reakcji cigcia uzyty zostat w nastepujacych po
sobie reakcjach PCR w celu odzyskania wariantow biblioteki DNAzymow 0 pelnej dtugosci.
Pierwsza rekacj¢ PCR prowadzono z uzyciem starteréw: P1 (5’-GTGCCAAGCTTACCG-3’)
i P2 (5-CTGCAGAATTCTAATACGACTCACTATAGGAAGGATGGCGAC-3’) o
stezeniu 0,5 uM kazdy, w 300 pl buforu zawierajgcego 20 mM (NH,)2,SO4 75 mM Tris-HCI
pH 8,8, 0,01% Tween 20, 2 mM MgCl; 0,05 U/ul Taqg DNA polimeraze, 0,2 mM kazdego z
dNTP oraz 12 pl mieszaniny oligomerow 62-nukleotydowych produktow reakcji cigcia.
Warunki reakcji PCR byly nastepujace: po 1 min w 92°C, 52°C i 72°C przez 25 cykli.
Otrzymane matrycowe dsDNA wytracano etanolem w obecnosci 300 mM octanu sodu pH
5,2. Osad odwirowywano i rozpuszczano w 40 ul buforu TE. Reakcje PCR w skali
preparatywnej poprzedzone byty reakcjami testowymi prowadzonymi w 6-krotnie mniejszej
objetosci przy roznej ilosci cykli w celu ustalenia optymalnych warunkéw amplifikacji. Po
okreslonej liczbie cykli pobierano 7 pl probki i produkty rozdzielano w 1% zelu agarozowym,
jak opisano w rozdziale 6.3.2.

Jedng trzecig objetosci tj. ok 13 ul matrycowej puli dsSDNA otrzymanej jak opisano
powyzej, wprowadzano wraz z réwnomolowymi ilosciami startera P3 (5’-GGGC
AGAATTCTAATACGACTCACTATrA-3’) oraz startera P4 (5-CAACAACAACAA
(Spacerl8)GTGCCAAGCTTACCG-3’) do kolejnej reakcji PCR. Objgtos¢ mieszaniny
wynosita 300 pl. Mieszanina reakcyjna zawierata 20 mM (NH4),SO4 75 mM Tris-HCI pH
8,8, 0,01% Tween 20, 2 mM MgCl, 0,05 U/ul Taq DNA polimeraze, 10 pl [a-**P]dCTP, 0,2
mM kazdego z ANTP oraz 13 pl dsDNA i po 1 nmolu startera P3 oraz startera P4. Stosowano
nastepujace warunki temperaturowe reakcji PCR: 95°C przez 3 minuty i 7 cykli: 92°C, 52°C i
72°C po 1 minucie, po czym w 72°C przez 5 minut. Produkty reakcji PCR stracano za
pomocg trzech objetosci 96% etanolu w obecnos$ci 300 mM octanu sodu pH 5,2. Osad
odwirowywano i rozpuszczano w roztworze do naktadania prob na zel poliakryloamidowy.
Produkty reakcji PCR rozdzielono w 12% zelu poliakryloamidowym. Po wycieciu z zelu
prazka odpowiadajacego nici sekwencyjnej DNAzymu o dlugosci 90 nukleotydéw, pule
wariantow eluowano w buforze: 300 mM octan sodu pH 5,2, 1 mM EDTA, strgcano etanolem
I rozpuszczano w 5-krotnie rozcienczonym buforze TE. Otrzymang w ten sposob wzbogacong
pule czasteczek ssDNA wprowadzano do kolejnego cyklu selekcji — poddano kolejnej reakcji

katalitycznego cigcia, a nastepnie amplifikowano.
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Selekcja negatywna

Pule DNAzyméw otrzymang po IV cyklu poddano procedurze tzw. selekcji negatywne;.
Reakcje prowadzono w buforze o sktadzie 50 mM HEPES pH 7,0, 100 mM NaCl w
obecnosci 0,2 mM stezenia jondw Zn>* w czasie 60 minut. Za pomoca elektroforezy w 12 %
zelu poliakryloamidowym rozdzielono frakcje wariantéw aktywnych i nieaktywnych
katalitycznie w tych warunkach, a wyeluowane z zelu warianty nieprzecicte (o dlugosci 90-
nukleotydow) uzyto w kolejnym cyklu selekcji. Kolejng selekcje negatywna przeprowadzono
po V cyklu selekcji w obecno$ci mieszaniny jonow metali dwuwartosciowych: 100 uM Mg2+
oraz 50 uM kazdego z jonow: Ca?*, Sr**, Mn*, Co*, Ni** i Zn?*, stosujac czas inkubacji 30

minut. Warianty nieprzeci¢te uzyto w VI cyklu selekcji.

6.4.1.3. Selekcja in vitro DNAzymow metalozaleinych

Reakcja katalitycznego ciecia

Selekcje in vitro wariantow DNAzymow aktywnych w obecnosci jonéw Cd*" rozpoczeto
stosujac rownolegle dwie biblioteki kombinatoryczne DNAzymow, zawierajace 23- oraz 40-
nukleotydowy region typu random. Zmodyfikowano procedure selekcji w stosunku do uzyte;j
w pierwszym eksperymencie, zmieniajac warunki elucji i stracania DNA z roztworu z pH 5,2
na pH 7,0. Pule otrzymanych DNAzymdéw poddano reakcji katalityczngo cigcia w obecnosci
jonow cd*. Reakcj¢ prowadzono w buforze o sktadzie 50 mM HEPES pH 7,0, 100 mM
NaCl w temperaturze 25°C. Tabela 9 przedstawia warunki jakie stosowano w kolejnych

cyklach selekgji.

Tabela 9. Warunki stosowane w kolejnych cyklach selekcji DNAzymoéw metalozaleznych.

.. czas inkubacji stezenie jonéw Cd**
cykl selekcji [min] [mM]

1 60 1

2 60 1

3 60 1

4 60 0,2
5 30 0,2
6 30 0,1
7 10 0,1
8 5 0,1
9 5 0,1
10 5 0,1
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Produkty po reakcji cigcia rozdzielono w 12% zelu poliakryloamidowym w
warunkach denaturujacych. Wyciete z zelu oligomery DNA odpowiadajgce produktom
reakcji ciecia (62-nukleotydowy oraz 79-nukleotydowy) oraz oligomery odpowiadajace
nieprzecietej puli DNAzymow (90-nukleotydowy i 107-nukleotydowy) eluowano w buforze:
50 mM HEPES pH 7,0, 100 mM NaCl, 1 mM EDTA, stracano etanolem i rozpuszczano w 20
pl buforu TE. Mierzac radioaktywnos¢ biblioteki DNAzymow, ktoéra nie ulegla przecigciu
oraz produktow po reakcji cigcia odzyskanych z zelu poliakryloamidowego obliczano stopien

przecigcia ogolnej puli wariantow.

Amplifikacja puli DNAzymow
Odzyskane z zelu po I cyklu selekcji produkty reakcji cigcia wprowadzano do reakcji PCR w
celu uzyskania pelnej dlugosci wariantow biblioteki DNAzymow. Mieszanina reakcyjna
zawierata po 150 pmol startera P1 (5’-GTGCCAAGCTTACCG-3’) oraz startera P2 (5’-CT
GCAGAATTCTAATACGACTCACTATAGGAAGGATGGCGAC-3%), 20 mM (NH,)2SO4,
75 mM Tris-HCI pH 8,8, 0,01% Tween 20, 2 mM MgClI; 0,05 U/ul Taq DNA polimerazg, 0,2
mM kazdego z ANTP oraz 12 pl oligomeréow stanowigcych 62- lub 79-nukleotydowe
produkty reakcji cigcia. Objetos¢ mieszaniny wynosita 300 pl. Stosowano nast¢pujace
warunki temperaturowe reakcji PCR: 95°C przez 3 minuty i 25 cykli: 92°C, 52°C i 72°C po 1
minucie, po czym w temperaturze 72°C przez 5 minut. Produkty reakcji PCR stracano za
pomoca trzech objetosci 96% etanolu w obecnosci buforu 50 mM HEPES pH 7,0, 100 mM
NaCl. Osad odwirowywano i rozpuszczano w 40 ul buforu TE. W celu ustalenia optymalnej
liczby wymaganych cykli wlasciwa reakcj¢ PCR poprzedzano reakcjami testowymi
prowadzonymi w zmniejszonej skali. Objetos¢ mieszaniny reakcyjnej wynosita 50 pl.
Produkty rozdzielano w 1,5 % zelu agarozowym, jak opisano w rozdziale 6.3.2

Kolejng reakcje PCR prowadzono z uzyciem starterow P3 (5’-GGGCAGA
ATTCTAATACGACTCACTATIA-3’) i P4 (5-CAACAACAACAA(Spacerl8)GTGCCAA
GCTTACCG-3) o stezeniu 3,3 uM kazdy w 300 pl buforu zawierajacego 20 mM (NH,),SO4,
75 mM Tris-HCI pH 8,8, 0,01% Tween 20, 2 mM MgCl,, 0,05 U/ul Taq DNA polimerazg, 10
ul [0-**P]dCTP, 0,2 mM kazdego z dNTP oraz 13 pl otrzymanej w opisanej powyzej,
pierwszej reakcji PCR matrycowej puli dsDNA. Warunki reakcji PCR byty nastepujace: po 1
min w 92°C, 52°C i 72°C przez 7 cykli. Otrzymane matrycowe dsDNA wytrgcano 3
objetosciami etanolu w obecnosci 50 mM HEPES pH 7,0 i 100 mM NaCl. Osad
odwirowywano i rozpuszczano w roztworze do naktadania prob na zel poliakryloamidowy.

Produkty reakcji PCR rozdzielono w 12% zelu poliakryloamidowym. Pulg wariantow
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DNAzymu o diugosci 90 nukleotydow oraz pule wariantow DNAzymu o dlugosci 107
nukleotydéw eluowano w buforze: 50 mM HEPES pH 5,2, 100 mM NaCl, 1 mM EDTA i
stragcano 3 objetosciami 96% etanolu. Wzbogacong pule czasteczek ssDNA rozpuszczano w

50 mM HEPES pH 7,0, 100 mM NacCl, a nast¢pnie wprowadzano do kolejnego cyklu selekcji.

Selekcja negatywna

Selekcje negatywna przeprowadzono po IV cyklu selekcji w obecnosci mieszaniny jonéw
metali dwuwartosciowych: 100 pM Mg oraz 50 uM kazdego z jonéw: Ca®*, Sr**, Mn*,
Co?*, Ni*" i Zn?*. Reakcje prowadzono w buforze: 50 mM HEPES pH 7,0, 100 mM NacCl
przez 60 minut w temperaturze 25°C. Za pomocg elektroforezy w zelu poliakryloamidowym
rozdzielono frakcje wariantoéw aktywnych 1 nieaktywnych katalitycznie w tych warunkach, a
wyeluowane z zelu warianty nieprzeciete (odpowiednio, o dtugosci 90 1 107 nukleotydow dla
obu bibliotek) uzyto w kolejnym cyklu selekcji.

6.4.2. Klonowanie matrycowej puli dsDNA kodujacej DNAzymy
Pule DNAzymow pH-zaleznych z 10 cyklu selekcji oraz pule DNAzyméw metalozaleznych z
71 10 cyklu poddano reamplifikacji. Reakcja PCR zawierata: dwa startery P1 i P2 o stgzeniu
0,5 uM, 12 ul matrycowego DNA z odpowiedniego cyklu selekcji, 0,05 U/ul Tag DNA
polimerazg, 2 mM MgCl,, 20 mM (NH4),SO4, 75 mM Tris-HCI (pH 8,8 at 25°C), 0,01%
Tween 20 oraz 0,2 mM kazdego z dNTP. Stosowano nastepujace warunki temperaturowe
reakcji PCR: 95°C przez 2 minuty, a nastepnie 10 cykli: 92°C, 52°C i 72°C po 60 s, po czym
w temepraturze 72°C przez 10 minut. Produkty reakcji PCR, czyli matrycowe pule dsDNA
kodujace DNAzymy oczyszczano z wykorzystaniem zestawu QIlAquick PCR Purification Kit
firmy Qiagen.

Matrycowe pule dsDNA kodujace DNAzymy z odpowiedniego cyklu selekcji i wektor
pCR2.1-TOPO mieszano w stosunku molowym 2:1. Do reakcji dodawano roztwor soli (1,2 M
NaCl, 60 mM MgCl,) i prowadzono inkubacje w temperaturze pokojowej (22°C) przez 20

minut. Mieszaning reakcyjna bez oczyszczania transformowano komorki E. coli.

6.4.3. Transformacja komorek E. coli
Plazmidowy DNA wprowadzono do komorek kompetentnych E. coli TOP10 lub E. coli
TOP10’ metoda szoku cieplnego. Komorki kompetentne rozmrazano w lodzie przez 30 min.

Nastepnie dodawano 3 pl mieszaniny ligacyjnej i inkubowano przez 30 min na lodzie.
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Zawiesing bakteryjng umieszczano na 30 sekund w temperaturze 42°C, po czym przenoszono
na 2 minuty do lodu, dodawano 250 pl pozywki SOC i komdrki hodowano przez 1 godzing w
temperaturze 37°C z wytrzgsaniem (200 rpm). Komorki bakteryjne nierozcienczone, 5x 1 25x
rozcienczone rozprowadzano na powierzchni szalek z pozywka LB i ampicyling. Hodowle
prowadzono przez 16 godzin w temperaturze 37°C. Po inkubacji wybierano wyraznie
oddzielone kolonie bakteryjne i przeprowadzano test na obecno$¢ insertu. Minimalng ilo$¢
kazdej kolonii przeniesiono do probowki z 30 ul wody i inkubowano 10 minut w 95°C, z
czego pobierano po 5 ul jako matryce do reakcji PCR. Warunki temperaturowe reakcji byty
nastepujace: 95°C—3 minuty oraz 30 cykli: 95°C-30 s, 55°C-30 s, 72°C—1 min. Mieszanina
reakcyjna PCR zawierata dwa startery: M13f (5'-GTAAAACGACGGCCAG-3") i M13r (5'-
CAGGAAACAGCTATGAC-3") o stezeniu 0,5 uM, 0,03 U/ul Taq DNA polimeraze, 1,5 mM
MgCl,, 20 mM (NH,;)2SO4, 75 mM Tris-HCI (pH 8,8), 0,01% Tween 20 oraz 0,2 mM
kazdego z ANTP. W przypadku uzyskania pozytywnej reakcji PCR pozostate bakterie
pochodzace z pojedynczej koloni, zawierajace insert zawieszano w 3 ml pozywki LB z
ampicyling 1 inkubowano przez 12 godzin w temperaturze 37°C przy 220 rpm. Izolacje
plazmidu prowadzono z wykorzystaniem komercyjnego zestawu odczynnikow firmy Bio

Basic. Otrzymane plazmidy sekwencjonowano.

6.4.4. Synteza wariantow

Do otrzymania DNAzymow do badan aktywnosci katalitycznej 1 struktury drugorzedowe;j
wykorzystano plazmidowe dsDNA kodujace okreslone warianty petnej ditugosci tj. 90-
nukleotydowe wariant dziatajgce w uktadzie in cis. Wybrane DNAzymy z poszczegdlnych
rodzin byly powielane metoda PCR z wykorzystaniem starterow P3 (5’-GGGCAGAAT
TCTAATACGACTCACTATrA-3%) i P4 (5>-CAACAACAACAA(Spacerl8)GTGCCAAGC
TTACCG-3").

Przy syntezie nieprzecinajgcego si¢ wariantu DNAzymu do reakcji PCR wprowadzano
zamiast startera P3 jego odpowiednik — starter P3.1 (5’-GGGCAGAATTCTAATACGACT
CACTATA-3’), ktory na koncu 3’ zamiast rybonukleotydu posiadat deoksyrybonukleotyd.
Mieszanina reakcyjna zawierata 20 mM (NH4).SO4, 75 mM Tris-HCI pH 8,8, 0,01% Tween
20, 2 mM MgCly, 0,05 U/ul Taqg DNA polimeraze, 10 pl [a-*?P]dCTP, 0,2 mM kazdego z
dNTP, 60 ng dsDNA oraz po 150 pmoli startera P3 lub P3.1 oraz startera P4. Objetosé
mieszaniny reakcyjnej wynosita 300 pl. Stosowano nast¢pujace warunki temperaturowe
reakcji PCR: 95°C przez 3 minuty i 25 cykli: 92°C, 52°C i 72°C po 1 minucie, po czym

inkubacja w 72°C przez 5 minut. Produkty reakcji PCR strgcano etanolem. Osad
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odwirowywano i rozpuszczano w roztworze do nakladania prob na zel poliakryloamidowy.
Produkty reakcji PCR rozdzielono w 12% zelu poliakryloamidowym. Po wycieciu z zelu
prazka odpowiadajgcego nici sekwencyjnej DNAzymu, DNA eluowano i strgcano etanolem,
zgodnie z protokotem opisanym w rozdziatach 6.3.3-6.3.4. Osad odwirowywano i
rozpuszczano w buforze 50 mM HEPES pH 7,0, 100 mM NaCl. Skrocone z konca 5’
warianty DNAzymow otrzymywano w reakcji PCR w identyczny sposob jak warianty pelne;j
dhugosci, stosujgc zamiast startera P3, starter P3.2 (5’-CTCACTATrAGGAAGAGATGG
CGAC-3’).

Skrécone z konca 3’ i 5° warianty DNAzymow, dziatajace w ukladzie
jednoczasteczkowym (usunigto 19-nukleotydowe fragmenty sekwencji z konca 3 i 5’
czasteczek) oraz warianty DNAzymow dzialajacych w ukladzie dwuczasteczkowym zostaly
zsyntetyzowane przez firm¢ FutureSynthesis z Poznania. Zsyntetyzowane chemicznie
DNAzymy oczyszczano stosujac elektroforeze w zelu poliakryloamidowym, w warunkach

denaturujacych badz wysokosprawng chromatografi¢ cieczowa — HPLC.

6.4.5. Znakowanie kwasow nukleinowych na koricu 5' izotopem 32p

Mieszanina reakcyjna zawierata 100 pmoli oligomeru DNA bedacego DNAzymem
dziatajagcym w uktadzie in cis lub 10 pmoli oligomeru DNA stanowiacego substrat dla
DNAzymu w uktadzie in trans, 2 pl [y-P]JATP o aktywnosci 4000-5000 Ci/mmol, bufor
reakcyjny (50 mM Tris-HCI pH 7,6, 10 mM MgCl;, 5 mM DTT, 0,1 mM spermidyna) oraz
10 U T4 kinazy polinukleotydowej. Po dodaniu enzymu reakcj¢ prowadzono przez 30-40
minut w temperaturze 37°C. Znakowane oligomery DNA oczyszczano w 12% zelu
poliakryloamidowym w warunkach denaturujacych. Wyznakowane izotopem %2p na koncu 5°
czasteczki wizualizowano przez autoradiografi¢, wycinano z zelu, eluowano, stracano
etanolem, a osad wirowano i suszono. Poziom radioaktywnosci wyznakowanych czasteczek

DNA mierzono za pomocg licznika scyntylacyjnego.

6.4.6. Okreslanie struktury drugorzedowej DNAzymow

Wszystkie prezentowane wyniki doswiadczen mapowania struktury drugorzedowej
DNAzyméw byly wizualizowane z wykorzystaniem autoradiografii lub ekranéw
odwzorowujacych i skanera FLA-5100 z oprogramowaniem MultiGauge (FujiFilm). Synteze

wybranych wariantow prowadzono zgodnie z procedurg opisang w rozdziale 6.4.4.
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6.4.6.1. Modyfikacja chemiczna DNA w pozycji N3 reszt cytozyny za pomoca siarczanu
dimetylu

Mapowanie struktury DNAzyméw znakowanych na koficu 5° izotopem 2P (50000 cpm)
poprzedzono ich renaturacjg w buforze zawierajacym: 80 mM HEPES (pH 7,0), 40 mM
NaCl, 10 mM MgCI; oraz no$nikowy tRNA, ktorego koncowe stezenie wynosito 2 Azgo/ml tj.
0,08 pg/ul. Warunki renaturacji byly nastepujgce: inkubacja w 65°C przez 5 minut i
schtadzanie w czasie 5 minut w temperaturze pokojowej. Nastepnie dodawano 10 ul roztworu
siarczanu dimetylu (DMS) w etanolu (1:12, v/v) do koncowego stgzenia 0,4%. Reakcje
prowadzono przez 10 minut lub 30 minut w temperaturze pokojowej i zatrzymywano poprzez
umieszczenie probki na lodzie i dodanie 3 objetosci 96% etanolu. DNA stragcano dwukrotnie
etanolem w obecnosci 0,3 M octanu sodu i glikogenu. Osad odwirowywano i rozpuszczano w
10 pl schtodzonego roztworu hydrazyny w wodzie (1:1, v/v). Prébe inkubowano 10 minut na
lodzie, a nastepnie dwukrotnie stracano 96% etanolem w obecnosci 0,3 mM octanu sodu i
glikogenu. Po odwirowaniu osad rozpuszczano w 20 ul 10-krotnie rozcienczonej piperydyny i
inkubowano 15 minut w 60°C. Po dwukrotnym wytraceniu 3 objetosciami 96% etanolu osad
rozpuszczano w roztworze do nakladania prob na zel poliakryloamidowy. Produkty reakcji

rozdzielono w 12% zelu poliakryloamidowym w warunkach denaturujacych.

6.4.6.2. Modyfikacja chemiczna DNA w pozycji N7 reszt guaniny za pomoca siarczanu
dimetylu

Mapowanie struktury DNAzyméw znakowanych na koncu 5’ izotopem *2P (50000 cpm)
poprzedzono ich renaturacja: 100°C przez 1 minute, 0°C przez 10 minut, a nast¢gpnie 25°C
przez 10 minut w buforze zawierajacym: 50 mM HEPES (pH 7,0) oraz nosnikowy tRNA 0
stezeniu 2 Aggo/ml. Po etapie renaturacji dodawano roztwor siarczanu dimetylu (DMS) do
koncowego stezenia 0,2%. Reakcj¢ prowadzono przez 2, 10 lub 30 minut w temperaturze
pokojowej 1 zatrzymywano poprzez umieszczenie na lodzie 1 wytragcenie w obecnosci
butanolu. Osad odwirowywano 1 rozpuszczano w 150 pl 10-krotnie rozcienczonej
piperydyny. Probe inkubowano 30 minut w 90°C. Po wytraceniu w obecnosci butanolu, osad
odwirowano i rozpuszczano w 150 pl 1% SDS. Po powtérnym wytragceniu proby w obecnosci
butalonu, otrzymany osad rozpuszczano w roztworze do nakladania prob na zel

poliakryloamidowy.
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6.4.6.3. Enzymatyczne mapowanie struktury drugorzedowej DNA

Mieszanina reakcyjna zawierata znakowany izotopem **P na koncu 5° DNAzym (50000
cpm), 40 mM NaCl, 10 mM Tris-HCI pH 7,5, 10 mM MgCl, oraz 2 Azso/ml nosnikowego
tRNA. Bezposrednio przed reakcja DNAzym poddawano renaturacji w temperaturze 100°C
przez 2 minuty i schtodzanie w temperaturze 0°C przez 5 minut. Nastepnie dodawano 100-
krotnie rozcienczong nukleaza S1 do koncowego stezenia 275 U/ml i proby inkubowano w
temperaturze 25°C przez 2, 5 lub 10 minut. Reakcj¢ trawienia zatrzymywano dodajac bufor
»stop” w stosunku 1:1 i zamrazajagc mieszaning na suchym lodzie. Produkty trawienia

analizowano w 12% zelu poliakryloamidowym w warunkach denaturujacych.

6.4.6.4. Przewidywanie struktury drugorzedowej DNA in silico

Do przewidywania struktur drugorzedowych DNAzyméw uzyto program RNAstructure w
wersji 5.6 [146]. Do programu wprowadzano dane eksperymentalne pochodzace z
enzymatycznego mapowania struktury drugorzedowej oraz wyniki z mapowania chemicznego
DNA. Struktury drugorzedowe przewidywano takze w programach Kinefold [149], Mfold
[147] oraz RNAfold [148], przy czym te programy nie umozliwiaja wprowadzenie danych

eksperymentalnych.

6.4.7. Wyznaczanie aktywnosci katalitycznej DNAzymodw

Badanie aktywnosci katalitycznej DNAzymow rozpoczynano od przygotowania wybranych
wariantow DNAzymow zgodnie z procedura przedstawiong w rozdziale 6.4.4. DNAzymy
wyznakowane wewnetrznie izotopem P pelnej diugosci tzn. warianty 90-nukleotydowe
otrzymywano w reakcji PCR z uzyciem radioaktywnego [a-*2P]dCTP oraz starterow P3 i P4.
Natomiast syntetyzowane chemicznie, skrocone z konca 3° i 5° warianty DNAzymow
dziatajace w uktadzie in cis (52-nukleotydowe czasteczki) oraz substraty oligonukleotydowe
dla DNAzyméw dziatajacych in trans, znakowano izotopem [y-*?P]JATP na koncu 5’ zgodnie
z procedurg przedstawiong W rozdziale 6.4.5. Sekwencje nukleotydowe skroconych z konca
3’ 1 5° wariantow DNAzymow dziatajacych w uktadzie in cis, DNAzymoéw dziatajacych in

trans oraz odpowiednich substratow przedstawiono w tabeli 7. w rozdziale 6.2.7.
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6.4.7.1. Reakcja ciecia katalitycznego DNAzymoéw pH-zaleznych

Wyznaczanie profilu pH

Aktywnos¢ katalityczng wybranych DNAzymoéw pelnej dlugosci jak i ich wariantow
skréconych z konca 5 oraz wariantow skroconych z konca 5° 1 3’ okreslano przy réznych
warto$ciach pH stosujgc nastepujace bufory: cytrynian sodu pH 2,5-5,5; MES-NaOH pH 5,5—
6,5 oraz HEPES-NaOH pH 6,5-7,0. Podczas wstepnej charakterystyki biochemicznej
DNAzymow (rozdz. 3.1.3) wykorzystywano takze bufory: TE pH 8,0; Tris-HCI pH 7,5; NaCl
pH 7,0; octan amonu pH 4,5-6,0. Do mieszaniny reakcyjnej zawierajacej znakowany
radioizotopowo DNAzym (10000-30000 cpm) wprowadzano bufor o odpowiednim pH do
koncowego stezenia 50 mM. Reakcj¢ prowadzono przez 60 minut w temperaturze 25°C, ktéra

nastepnie wygaszano dodajac bufor ,,stop” w stosunku 1:1.

Okreslanie specyficznosci DNAzymoéw petnej dtugosci wobec wybranych jonéw metali
Specyficzno$¢ DNAzymoéw wobec jonow metali badano w obecno$ci nastepujacych jonow:
Zn**, Sr¥*, Mg?*, Mn?*, Ni**, Ca?*, Co?* i Cd?*", ktorych koficowe stezenie wynosito 1 mM lub
100 uM, oraz w obecnosci 100 mM stezenia jonéw K i Na*. Mieszanina reakcyjna zawierata
DNAzym znakowany wewng¢trznie z uzyciem radioaktywnego [a-**P]dCTP, 50 mM
cytrynian sodu o pH 4,0 lub pH 4,5 oraz wybrany jon metalu. Reakcje prowadzono przez 60
minut w temperaturze 25°C, a nastepnie wygaszano dodajac bufor ,,stop” w stosunku 1:1.
Podczas wstepnej charakterystyki biochemicznej DNAzymow (rozdz. 3.1.3) wykorzystywano
jony Mg?* o stezeniu 10 mM.

Wyznaczanie statych szybkosci reakgji ciecia katalitycznego DNAzymow skréconych z konca
5i3

Do zbadania aktywnosci katalitycznej DNAzymow wybrane warianty znakowano na koncu 5’
z uzyciem radioaktywnego [y-2PJATP. Bezposrednio przed reakcja DNAzymy (30000 cpm)
— Dz15WS oraz Dz27WS poddawano procedurze denaturacji-renaturacji stosujgc 1-minutowa
inkubacje w 65°C, powolne schtadzanie do 35°C w tempie 0,5°C/minute, a nastepnie 10-
minutowa inkubacje w 25°C. W przypadku wyznaczania statych szybkosci reakcji cigcia
(Kobs) przebiegajacych w 37°C, etap powolnego schtadzania prowadzono do 37°C w tempie
0,5°C/minutg. Nastepnie dodawano 50 mM cytrynian sodu o pH 4,0 i proby inkubowano w
temperaturze 25°C lub 37°C. Z mieszaniny reakcyjnej pobierano probki po czasie 157, 307,

457, 1°,2°,3°,5°,10°, 20°, 30’ oraz 60’ trwania reakcji 1 wygaszano dodajac bufor ,,stop” w
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stosunku 1:1. Na podstawie danych eksperymentalnych wyznaczano stata szybkosci reakcji

katalitycznego cigcia (Kops)-

Aktywnos¢ katalityczna DNAzymoéw w uktadzie dwuczasteczkowym (in trans)

DNAzymy w ukladzie trans przygotowano przez zmieszanie znakowanego izotopem *P na
koncu 5’ substratu 1/VIIWS_S1 z oligomerem Dz15WS_E1 lub oligomerem Dz27WS_E1,
do koncowego stezenia 5 nM substratu 1 500 nM DNAzymu. Mieszaning inkubowano 10
minut w temperaturze 37°C. Reakcje cigcia inicjowano poprzez dodanie 50 mM cytrynianu
sodu o pH od 2,5 do 5,5. Reakcj¢ prowadzono przez trzy godziny w temperaturze 37°C, a

nastepnie wygaszano dodajac bufor ,,stop” w stosunku 1:1.

6.4.7.2. Reakcja ciecia katalitycznego DNAzymow metalozaleinych
Okreslanie specyficznosci wobec wybranych jonow metali

Aktywnos¢ katalityczng DNAzymow pelnej dlugos$ci jak 1 wariantow skroconych z
konca 5’ oraz wariantow skroconych z konca 5’ i 3° — Dz1/VIIWS, Dz1/VIIWS_A4C/T10G,
Dz1/VIIWS_A12C, Dz1/VIIWS_A12G, Dzl1/VIIWS_A12T, Dz1/VIIWS_PS, Dz5/XWS,
Dz5/XWS_T4C/A10G, Dz15/XWS oraz Dz24/XWS okreslano w obecnosci nastepujacych
jonow metali dwuwarto§ciowych: Zn?*, sr?t, Mgz+, Mn?*, Ni?*, Ca?*, Co®" i Cd*". DNAzymy
znakowane izotopem P (10000-30000 cpm) poddawano procedurze denaturacji-renaturacji
w buforze: 50 mM HEPES pH 7,0, 100 mM NacCl stosujac 1-minutowg inkubacje w 65°C,
powolne schtadzanie do 35°C w tempie 0,5°C/minute, a nastepnie 10-minutowa inkubacje w
25°C. Nastgpnie do prob wprowadzano jony metali dwuwarto$ciowych do koncowego
stezenia 50 uM lub 100 uM. Reakcje prowadzono przez 5 i 30 minut w temperaturze 25°C, a
nastepnie wygaszano dodajac bufor ,,stop” w stosunku 1:1. Podczas wstepnej analizy
specyficznoscei dziatania wariantéw 90-nukleotydowych stosowano jony Cd?* o stezeniu 100
uM oraz mieszanine jonéw metali: 100 pM Mg®* i 50 pM Sr**, Ni**, Ca®*, Co**, Mn?*, Zn?*
(rozdz. 3.5).

Wyznaczanie statych szybkosci reakcji ciecia katalitycznego

Wyznaczenie stalych szybkosci reakcji katalitycznego cigcia (Kops) dla DNAzymow pelnej
dtugosci przeprowadzono w obecnosei jonow: Zn?*, Sr**, Mg®*, Mn*, Ni?*, Ca*", Co* i Cd**,
natomiast dla skroconych wariantow — DzI1/VIIWS, Dz5/XWS, Dz15/XWS w obecnosci
jonéw Zn®*, Mn?* i Cd®*. Przed reakcja, znakowane izotopem **P DNAzymy (10000-30000
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cpm) poddawano procedurze denaturacji-renaturacji w buforze zawierajacym 50 mM HEPES
pH 7,0 oraz 100 mM NacCl. Probki inkubowano przez 1 minute w 65°C, schtadzano do 35°C
w tempie 0,5°C/minutg, a nastgpnie przeprowadzano 10-minutowg inkubacj¢ w 25°C. W
przypadku wyznaczania statych Kqns dla reakcji przebiegajacych w 37°C, etap powolnego
schiadzania prowadzono do 37°C w tempie 0,5°C/minut¢. Reakcje cigcia inicjowano poprzez
dodanie roztworu wybranego jonu metalu dwuwartosciowego do konicowego stezenia 50 uM
lub 100 uM. Proby inkubowano w temperaturze 25°C lub 37°C. Z mieszaniny reakcyjnej
pobierano probki po odpowiednim czasie trwania reakcji (107, 207, 307, 407, 1°, 2°, 3°, 57,
10°, 20’, 30’ — dla DNAzymow petnej dlugosci; 157, 30, 457, 1°,2°,3°, 57, 10°, 20°, 30°,60°
— dla skréconych wariantéw DNAzyméw) 1 wygaszano dodajac bufor ,,stop” w stosunku 1:1.
Na podstawie danych eksperymentalnych wyznaczano stalg szybkos$ci reakcji katalitycznego

cigcia (Kops).

Aktywnos¢ katalityczna DNAzymow dziatajacych in trans

Zsyntetyzowano dwa warianty DNAzymu 1/VIIWS  dzialajace w  uktadzie
dwuczasteczkowym: I/VIIWS_E1-1/VIIWS_S1 oraz 1/VIIWS_E2-1/VIIWS_S2.
Oznaczenie ich aktywnosci katalitycznej prowadzono w buforze 50 mM HEPES pH 7,0/100
mM NaCl w obecnosci jonéw Cd?* o stezeniu 0,1, 1 i 10 mM. DNAzym wprowadzany byt do
reakcji w 100-, 1000- i 10000-krotnym nadmiarze w stosunku do oligonukleotydowego
substratu znakowanego izotopem P na koricu 5°. Reakcje prowadzono w temperaturze 25°C
przez 30 minut, a nastepnie wygaszano poprzez dodanie buforu ,,stop” w stosunku 1:1.

Kolejny uktad dwuczasteczkowy DNAzymu stanowil znakowany izotopem 2p na
koncu 5’ substrat 1/VIIS wraz z DNAzymem 1/VIIE w buforze reakcyjnym o sktadzie: 50
mM HEPES pH 7,0 i 100 mM NaCl. Koncowe stezenie DNAzymu wynosito 500 nM.
DNAzym wprowadzano w 100-krotnym nadmiarze w stosunku do oligonukleotydowego
substratu. Mieszaning inkubowano 10 minut w temperaturze 37°C. Reakcj¢ cigcia inicjowano
poprzez dodanie jonow Cd** lub Mg do koncowego stezenia, odpowiednio, 100 uM i 1 mM.
Reakcje prowadzono przez 30 minut oraz 3 godziny w temperaturze 37°C, a nastepnie
wygaszano dodajac bufor ,,stop” w stosunku 1:1.

W przypadku wariantu DNAzymu w uktadzie in trans, w ktorym centrum Kkatalityczne
DNAzymu 1VIIWS zostalo wprowadzone w miejsce centrum katalitycznego DNAzymu 8-
17, podczas badania jego aktywnosci mieszanina reakcyjna zawierata substrat Dz1/VIIS lub
8-17S, znakowane z kofica 5’ z uzyciem radioaktywnego [y-*P]JATP, DNAzym Dz1/VIIE, 50
mM HEPES pH 7,0 i 100 mM NaCl. DNAzym wprowadzany byt do reakcji w 100-krotnym
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nadmiarze w stosunku do oligonukleotydowego substratu. Mieszaning inkubowano 10 minut
w temperaturze 37°C. Reakcje cigcia inicjowano poprzez dodanie jonéw Cd®* lub Mg®* do
koncowego stezenia 100 uM lub 1 mM, a nastgpnie prowadzono w temperaturze 25°C oraz
37°C. Reakcje wygaszano dodajac bufor ,,stop” w stosunku 1:1 po 30 minutach oraz po 3
godzinach jej trwania. Kontrole pozytywna reakcji stanowil uklad dwuczasteczkowy
DNAzymu 8-17 aktywnego w obecnosci jonow Mg?*: 8-17E/8-17S.

6.4.7.3. Analiza produktow reakcji ciecia
Produkty reakcji katalitycznego cigcia DNAzymow analizowano z  wykorzystaniem
elektroforezy w 12% zelu poliakryloamidowym w warunkach denaturujacych. Do oznaczen
iloSciowych wykorzystywano skaner radioaktywnosci FLA-5100 (Fuji-Film) wraz z
oprogramowaniem MultiGuage 3.0 firmy (Fuji-Film).
Aby obliczy¢ maksymalny stopien przereagowania danego wariantu DNAzymu dane

eksperymentalne podstawiano do nast¢pujacego rownania:

P*100%
- (PSY)

gdzie: Yy — oznacza maksymalny stopien przereagowania w czasie t, Py — oznacza frakcje

Yin[%]

DNAzymu przecietag w czasie t, St — oznacza frakcje DNAzymu, ktora nie ulegta przecigciu w
czasie t.

Badane DNAzymy s3a wariantami wolnotnagcym, gdyz przyrost ilosci produktu
przebiega bardzo wolno, a reakcja cigcia nawet po godzinie nie osiaga stanu plateau. W tej
sytuacji, dla otrzymania rzetelnych warto$ci stalych szybkos$ci reakcji, konieczne byto
podstawienie danych eksperymentalnych do réwnania linowego:

In(S)=kps *t+b
gdzie: kops — stata szybkosci reakcji, S oznacza ubytek substratu w czasie t oraz b — miejsce
przecigcia z osig OY. Do wyznaczenia prostej wybierano przedziat argumentow t, zaczynajac
od t = 0, odpowiadajacy prostoliniowemu odcinkowi wykresu wyktadniczego. Wartosci te

byty obliczane z wykorzystaniem oprogramowania OriginPro 8.5.

6.4.8. Badania spektroskopowe DNAzymoéw - spektroskopia CD i UV-vis
6.4.8.1. DNAzymy pH-zaleine

Do badan spektroskopowych wykorzystano dwa nieprzecinajace si¢ DNAzymy
Dz15WS-dA oraz Dz27WS-dA, ktéore W miejscu potencjalnego cigcia, zamiast
rybonukleotydu adeniny posiadaja deoksyrybonukleotyd adeniny. DNAzymy poddawano
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renaturacji: 65°C przez 1 minutg, powolne schtadzanie do 35°C (w tempie 0,5°C/minutg),
25°C przez 10 minut. Renaturacj¢ prowadzono w objetosci 250 pl, a koncowe stezenie
DNAzymu wynosito 10 uM. Nastepnie, do proby wprowadzano 50 mM cytrynian sodu o pH
w zakresie 2,5-7,0. Dtugos¢ drogi optycznej podczas pomiaréw technikag spektroskopii CD
jak i spektroskopii UV-vis wynosita 1 mm. Uzyskane widma sg $rednig z pigciu pomiarow,
ktorych dokonywano w zakresie dtugosci fali $wiatta od 220 do 400 nm. Do analizy danych
wykorzystywano oprogramowanie JASCO SpectraManager.

6.4.8.2. DNAzymy metalozaleine
Do badan spektroskopowych wykorzystano DNAzym Dz1/VIIWS-dA, ktory w miejscu
rybonukleotydu adeniny — miejscu cigcia posiadat deoksyrybonukleotyd adeniny (wariant
nieprzecinajacy si¢). DNAzym poddawano renaturacji w buforze: 50 mM HEPES pH 7,0, 100
mM NaCl stosujgc 1-minutowg inkubacje w 65°C, powolne schtadzanie do 35°C w tempie
0,5°C/minutg, a nastgpnie 10-minutowa inkubacje w 25°C. Objeto$¢ mieszaniny wynosita
250 pl, a koncowe stgzenie DNAzymu odpowiadato 10 pM. Po etapie renaturacji do proby
wprowadzano jony metali dwuwartosciowych: Cd®* (koncowe stezenia 5-2000 pM), Zn*
(koncowe stezenia 5-2000 puM) oraz Mg?* (koficowe stgzenia 5 puM—10 mM). Przed
pomiarem proby inkubowano 10 minut w temperaturze pokojowej. Diugos¢ drogi optycznej
podczas pomiarow spektroskopii CD jak i spektroskopii UV-vis wynosita 1 mm. Uzyskane
widma sg Srednig z pigciu odczytow, ktorych dokonywano w zakresie dlugosci fali Swiatta od
220 do 400 nm. Do analizy danych wykorzystywano oprogramowanie JASCO
SpectraManager oraz OriginPro 8.5.

W celu wyznaczenia statych dysocjacji jondw (K4) do czasteczki DNAzymu, dane
eksperymentalne podstawiano do réwnania hiperboli:

CD277:%,

gdzie Ky jest stata dysocjacji, CD,77 0znacza intensywno$¢ absorpcji przy dtugosci fali 277
nm dla jonow Cd*, dla jonow Zn?* i Mg* odczytywana maksymalna warto$¢ absorpcji byla
przy 275 nm, (Me2+) oznacza stezenie jonu metalu dwuwartosciowego. Wartosci te byly

obliczane z wykorzystaniem oprogramowania OriginPro 8.5.
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