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CEL PRACY

I. CEL PRACY
Trombina to osoczowe białko pełniące rozmaite funkcje w organizmie 

począwszy od katalizowania najważniejszej reakcji kaskady krzepnięcia krwi 

- przekształcania fibrynogenu w fibrynę, poprzez udział w angiogenzie, skończywszy 

na zdolności stymulacji proliferacji i migracji rozmaitych typów komórek 

m.in. komórek nabłonkowych oraz fibroblastów. W związku z tym trombina wydaje się 

być doskonałym celem terapii przeciwzakrzepowej oraz antyproliferacyjnej. 

Przedstawicielem kwasów nukleinowych, który ma udowodnione działanie 

antykoagulacyjne jest aptamer wiążący trombinę (TBA, ang. thrombin binding 

aptamer). Jest to cząsteczka DNA, zdolna do inhibicji aktywności trombiny poprzez 

związanie się z jej miejscem zewnętrznym I.

Głównym celem niniejszej pracy doktorskiej była analiza właściwości 

termodynamicznych, strukturalnych oraz biologicznych modyfikowanych chemicznie 

G-kwadrupleksów opartych na sekwencji aptameru wiążącego trombinę. Mając 

na uwadze realizację powyższych zadań badawczych określono wpływ pojedynczego 

oraz wielokrotnego podstawienia resztami 4-tiourydyny i izoguanozyny w serii RNA 
i UNA oraz resztami adenozyny, cytydyny, guanozyny i urydyny w serii UNA 

na; stabilność termodynamiczną, zmiany w topologii fałdowania struktury, wartość 

stałej dysocjacji, właściwości antykoagulacyjne i antyproliferacyjne oraz stabilność 

biologiczną w osoczu krwi ludzkiej G-kwadrupleksów opartych o sekwencję TBA.

Zastosowanie kwasów nukleinowych w celach terapeutycznych jest niezwykle 

korzystne ze względu na odwracalność ich działania oraz stosunkowo łatwą produkcję. 

Co więcej, ich właściwości biologiczne i fizykochemiczne można poprawiać poprzez 

wprowadzanie modyfikacji szkieletu fosfocukrowego oraz zasad heterocyklicznych. 

Przeprowadzone badania wpłynęły na poszerzenie wiedzy z zakresu badań 

nad wpływem modyfikacji na właściwości fizykochemiczne i biologiczne kwasów 

nukleinowych.
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II. STRESZCZENIE
Choroby układu krążenia stanowią plagę XXI wieku. Według statystyk 

Światowej Organizacji Zdrowia zajmują pierwsze miejsce wśród głównych przyczyn 

zgonów, trzykrotnie przewyższając śmiertelnością choroby nowotworowe. Szybkie 

tempo życia, zła dieta oraz używki przyczyniają się do rozwoju tej klasy schorzeń. 

Wbrew obiegowej opinii nie są to już choroby wieku podeszłego, coraz młodsi ludzie 

zaczynają przejawiać symptomy niewydolności układu krążenia. Jak szacują naukowcy, 

problem ten dotyka już 1 na 16 osób, które ukończyły 40 lat. Z roku na rok coraz 

większa rzesza ludzi staje się odbiorcami leków przeciwzakrzepowych, co pociąga 

za sobą poważne koszty społeczne. Aktualnie dostępne antykoagulanty, chociaż wciąż 

udoskonalane, nadal są obarczone szerokim wachlarzem działań ubocznych takich 

jak małopłytkowość, epizodyczne krwawienia oraz zwiększenie skłonności 

do wystąpienia zmian skórnych. Firmy farmaceutyczne nie ustają w wysiłkach 

w opracowaniu nowych leków przeciwzakrzepowych by sprostać rosnącym potrzebom 

i zminimalizować niepożądane efekty.

Trombina jest osoczową proteazą serynową, która odgrywa kluczową rolę 

w utrzymaniu hemostazy organizmu poprzez przekształcanie rozpuszczalnego 

fibrynogenu w nierozpuszczalną fibrynę, a także w tworzeniu usieciowienia skrzepu. 

Ponadto, aktywuje również czynnik V, VIII i XIII oraz wykazuje właściwości 

proliferacyjne względem komórek nabłonkowych i fibroblastów poprzez oddziaływanie 

z receptorami aktywowanymi proteazami.

Aptamer wiążący trombinę został odkryty w 1992 roku przez Louis’a Bock’a 

w wyniku przeprowadzenia selekcji in vitro. Jest to 15-nukleotydowy oligomer DNA 

przyjmujący strukturę wewnątrzcząsteczkowego, antyrównoległego kwadrupleksu 

o konformacji krzesłowej. Jego rdzeń stanowią dwie tetrady guanozynowe 

stabilizowane jonami potasu, połączone trzema pętlami: dwiema krótszymi o sekwencji 

TT oraz jedną dłuższą o sekwencji TGT. Na postawie badań krystalograficznych i NMR 

ustalono, że TBA oddziałuje z trombiną za pomocą dwóch pętli TT. Wraz z odkryciem 

aptameru wiążącego trombinę pojawiły się nadzieje na jego zastosowanie jako nowego 

leku przeciwzakrzepowego. Niestety TBA został odrzucony w pierwszej fazie badań 

klinicznych ze względu na konieczność zastosowania zbyt dużej dawki w celu 

osiągnięcia pożądanego efektu terapeutycznego. W związku z tym pojawiła się 

konieczność opracowania nowych wariantów omawianego aptameru, których użycie
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wiązałoby się z osiągnięciem znakomitych korzyści leczniczych przeważających nad 

niepożądanymi efektami. Ponadto, w 2015 roku pojawiły się doniesienia literaturowe 

świadczące o użyteczności wariantów TBA jako potencjalnych związków 

antyproliferacyjnych zdolnych do zahamowania wzrostu komórek nowotworowych.

Głównym celem niniejszej praey doktorskiej było zbadanie wpływu obecności 

modyfikowanych reszt nukleotydowych na stabilność termodynamiczną, strukturę oraz 

właściwości biologiczne eząsteczki TBA.

W pierwszym etapie realizacji pracy doktorskiej zaprojektowano ponad 100 

wariantów TBA zawierających pojedyncze oraz wielokrotne podstawienie resztami 

4-tiourydyny i izoguanozyny w serii RNA i UNA oraz resztami adenozyny, cytydyny, 

guanozyny i urydyny w serii UNA. Następnie przeprowadzono badania 

termodynamiezne z wykorzystaniem metody topnienia UV/VIS (ang. UV-melting), 

które umożliwiły określenie wpływu pojedynczego lub wielokrotnego podstawienia 

wybranymi resztami modyfikowanych nukleotydów na stabilność termodynamiczną 

wariantów TBA. Dodatkowo, prześledzono zmiany w topologii strukturalnej badanyeh 

oligonukleotydów poprzez wykonanie widm dichroizmu kołowego oraz 

temperaturowych widm różnicowych. Ponadto, określono aktywność biologiczną 

wszystkich wariantów TBA wykonując test trombinowy na osoczu krwi ludzkiej. 

Uzyskane na tym etapie wyniki umożliwiły wyłonienie kilku najlepszych wariantów 

TBA, odznaczających się najkorzystniejszymi parametrami termodynamicznymi 

i antykoagulacyjnymi.

W dalszej części realizacji pracy doktorskiej wyznaczono stałą wiązania 

aptamer-trombina z wykorzystaniem zjawiska powierzchniowego rezonansu 

plazmonowego. Pomiary wykonano dla wybranych wariantów TBA o najbardziej 

obiecujących parametrach biologicznych i termodynamicznych. Dodatkowo, ustalono 

miejsce oddziaływania pochodnych TBA z cząsteczką trombiny poprzez zastosowanie 

testu amidolitycznego oraz zbadano ich stabilność biologiczną w osoczu krwi ludzkiej. 

W ostatnim etapie realizacji pracy doktorskiej określono stopień inhibicji wzrostu linii 

komórkowej HeLa. Do tego eksperymentu wybrano warianty TBA odznaezające się 

mniej korzystnymi właściwościami antykoagułacyjnymi, ale wciąż dobrymi 

parametrami termodynamicznymi, wskazującymi na zachowanie struktury 

G-kwadrupleksu w warunkach fizjologicznej temperatury ludzkiego organizmu.

Szczegółowa analiza uzyskanych wyników pozwoliła stwierdzić, 

że wprowadzenie reszt 4-tiourydyny i izoguanozyny w serii RNA lub UNA oraz reszt
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adenozyny, cytydyny, guanozyny i urydyny w serii UNA pozwala modulować 

stabilność termodynamiczną oraz biologiczną G-kwadrupleksu - uzyskany efekt jest 

silnie zależny od ich lokalizacji w szkielecie aptameru. Co ciekawe, warianty TBA 

zawierająee modyfikowane reszty nukleotydowe odznaczają się niezmienioną topologią 

fałdowania. Udowodniono również, że wprowadzenie wybranych reszt nukleotydowych 

w serii UNA powoduje zwiększenie właściwości antykoagulacyjnych analizowanych 

G-kwadrupleksów. Co więcej, niektóre warianty TBA charakteryzuj ąee się obniżoną 

zdolnością inhibicji aktywności trombiny, wykazują znaczny potencjał 

antypro 1 i feracyj ny.
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ABSTRACT

III. ABSTRACT
Cardiovascular diseases are said to be the seourge of the twenty-first century. 

Aceording to World Health Organization statistics, cardiovascular diseases are leading 

cause of death; the mortality rates for these conditions are three times higher than those 

for the cancer. Unhealthy lifestyle, poor diet, drugs, excessive alcohol consumption and 

low economic status contribute to the development of this class of disease. Contrary 

to popular belief, these conditions are no longer a disease of old age, more and more 

young people have developed symptoms of cardiovascular failure. Seientists estimate 

that this problem already affects 1 of 16 people under 40 years of age. From year to year 

a growing number of people initiate anticoagulant therapy, what eauses serious social 

cost. Contemporary anticoagulants, apart from their therapeutic potential, cause a wide 

variety of side effects such as thrombocytopenia, bleeding, and dermal changes. 

Pharmaceutical companies are still trying to create new anticoagulants with improved 

clotting properties to meet the growing need, and minimize side effeets.

Thrombin is a serine protease which plays a crucial role in hemostasis, 

by converting fibrinogen into fibrin clot. In addition, it also activates factor V, VIII and 

XIII and epithelial cells and fibroblasts proliferation via interactions with protease 

activated receptors.
i

Thrombin binding aptamer (TBA) was selected for the first time in 1992 

by Louis Bock using in vitro selection (SELEX). It is a 15-nt DNA oligonucleotide, 

which forms an intramolecular, antiparallel G-quadruplex structure with a ehair like 

conformation. The core of TBA consists of the G-tetrads, stabilized with potassium 

ions, linked by three loops: two shorter TT edge-wise loops and one longer TGT loop. 

Based on crystallographic and NMR studies, it was concluded that TBA interacts with 

thrombin molecule via two TT loops. The great anticoagulant properties of TBA were 

noticed simultaneously with its discovery. However, the therapeutic dose was too high 

for it to successfully come through clinical trials. Therefore, there was a need to create 

new TBA variants that would provide significant therapeutic benefit, outweighing the 

side effects. In addition, in 2015, TBA variants were said to be potential 

antiproliferative agents able to inhibit cancer cells growth.

The main goal of this thesis was to investigate the influenee of certain modified 

nucleotide residues on thermodynamic stability, structure and biological properties 

of TBA variants.
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In the first stage of the project, over 100 various TBA variants, containing single 

and multiple incorporation of 4-thiouridine and isoguanosine in RNA and UNA 

{i.e. RNA analogue with increased flexibility) series or single and multiple 

incorporation of all four canonical UNAs, were designed and synthesized. Next, 

the thermodynamic studies using UV/VIS melting method, which allowed 

determination of the influenee of single and multiple incorporation of certain modified 

nucleotide residues on thermodynamic stability TBA variants, were eondueted. 

In addition, the possible changes in the folding topology of quadruplex structure were 

monitored by CD and thermal difference spectra. The biological activity 

of the oligonucleotides was verified by performing thrombin test on human plasma. 

The results obtained at this stage allowed for selection of the most beneficial TBA 

variants, which possess improved thermodynamic and anticoagulant properties.

In the next stage of the thesis, the binding affinity of the TBA variants 

to the thrombin molecule by means of surface plasmon resonance (SPR) was 

determined. The measurements were performed for the TBA variants with the most 

promising biological thermodynamic properties. In addition, the binding site of the TBA 

variants to the thrombin molecule by means of amidolytic assay and its biological 

stability in human serum were determined. In the last part of the thesis, the degree 

of inhibition of HeLa cell lines growth was specified. For this last experiment, the TBA 

variants characterized by less favorable anticoagulant properties, but having reasonable 

thermodynamic stability, indicating that G-quadruplex structure is preserved in human 

body physical temperature, were chosen.

The detailed analysis of results revealed that 4-thiouridine and isoguanosine 

in RNA and UNA {i.e. RNA analogue with increased flexibility) series, as well 

as all four canonical UNAs, can modulate G-quadruplex thermodynamic and biological 

stability - the effect is strongly position dependent. Interestingly, TBA variants 

containing modified nucleotide residues are characterized by unchanged folding 

topology. It was also proven that ineorporation of certain modified nucleotide residues 

in UNA series cause an increase in the level of G-quadruplex anticoagulant properties. 

In addition, some TBA variants, characterized by reduced thrombin inhibition ability, 

possess significant antiproliferative properties.
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IV. CZĘSC LITERATUROWA

1. Wstęp

Leki są aktywnymi substancjami wywierającymi działanie farmakologiczne 

w diagnozie, leczeniu, łagodzeniu oraz zapobieganiu chorobom lub wpływającymi 

na funkcjonowanie ludzkiego organizmu (według definicji Amerykańskiej Agencji 

ds. Żywności i Leków, ang. Food and Drug Administration, FDA) [1]. Stosowanie 

substancji leczniczych w celu zwalczania procesów patologicznych w ludzkim 

organizmie sięga starożytności. Początkowo leki były ściśle powiązane z religią 

i duchowością, składały się głównie z wyciągów pochodzenia roślinnego i zwierzęcego 

oraz sproszkowanych minerałów. Podstawę tworzenia preparatów leezniczych, 

aż do połowy XIX wieku, stanowiło określenie wpływia danej substancji 

na funkcjonowanie organizmu ludzkiego bez znajomości dokładnego mechanizmu jej 

działania. Wraz z postępem cywilizacyjnym zaczęto stosować bardziej zaawansowane 

techniki otrzymywania leków, w związku z czym odkrywano ich coraz więcej. 

Prawdziwy przełom nastąpił w 1928 roku, kiedy to A. Fleming odkrył penieylinę. 

Właśnie ten moment jest uważany za poezątek współczesnego przemysłu 

farmaeeutycznego [1]. Jednak do prawdziwej rewolucji w tej dziedzinie doprowadził 

dynamiczny rozwój biochemii i biologii molekularnej w kolejnych latach. Odkrycie 

oraz określenie struktury kwasu deoksyrybonukleinowego (DNA, ang. deoxyribonucleic 

acid), a następnie kwasu rybonukleinowego (RNA, ang. ribonucleic acid), 

mechanizmów ekspresji genów i syntezy białek, szlaków regulaeji tych procesów, 

a w końcu poznanie ludzkiego genomu stało się kamieniem milowym w leczeniu 

chorób człowieka [2]. Od tej pory rozpoezęto projektowanie nowej klasy leków 

w oparciu o dogłębne zrozumienie podstawowyeh, molekularnych mechanizmów 

patogenezy chorób, skierowanych specyficznie przeeiwko czynnikom prowadzącym 

do ich powstawania [3].

Do powyższej klasy terapeutyków zaliczane są leki oligonukleotydowe. W ich 

skład wchodzą substancje czynne będące jednoniciowymi lub dwunieiowymi 

polimerami DNA lub RNA, składającymi się z czterech reszt nukleozydowych: 

adenozyny, cytydyny, guanozyny, tymidyny (DNA) lub urydyny (RNA) połączonych 

ze sobą wiązaniem 5'-3' fosfodiestrowym. W przypadku cząsteczki DNA część cukrową 

stanowi deoksyryboza, natomiast w przypadku cząsteczki RNA ryboza [4, 5]. Pierwsze 

doniesienia o możliwości zastosowania oligonukleotydów jako terapeutyków pochodzą
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z pracy Paula Zamecnik’a oraz Mary Stephenson [6, 7]. Amerykańscy naukowcy 

zastosowali 13-nukleotydowy oligomer DNA komplementarny do regionów 

terminalnych genomu wirusa mięsaka Rousa, przez co uzyskali zahamowanie jego 

replikacji w fibroblastach embrionów kurzych. Chociaż badania Paula Zamecnik’a były 

prawdziwym przełomem w medycynie, a jego samego uważa się za ojca terapii 

antysensowej, dopiero automatyzacja syntezy DNA oraz rozpoczęcie prac związanych 

z zastosowaniem oligonukleotydów w leczeniu zakażeń ludzkim wirusem niedoboru 

odporności (H1V, ang. human immunodeficiency virus) doprowadziły do popularyzacji 

tej klasy leków [8, 9],

Choroby układu krążenia stanowią zróżnicowaną grupę schorzeń, która 

w ostatnich latach zajmuje pierwsze, niechlubne miejsce wśród przyczyn zgonów 

na świecie, wyprzedzając w zestawieniu choroby nowotworowe. Aktualne warunki 

życia przyczyniły się do obniżenia wieku pacjentów z pierwszymi objawami 

niewydolności układu sercowo-naczyniowego. Do grupy tych chorób można zaliczyć 

między innymi nadciśnienie tętnicze, miażdżycę, zawał mięśnia sercowego, chorobę 

wieńcową oraz zakrzepicę. Główną przyczyną tego ostatniego schorzenia jest tworzenie 

się skrzepu w miejscu uszkodzenia nabłonka wyścielającego żyłę w wyniku przewlekłej 

reakcji zapalnej. Prowadzi to do zmniejszenia światła naczynia krwionośnego, co może 

utrudnić ukrwienie zmienionego chorobowo organu. W poważniejszych przypadkach 

skrzep może ulec oderwaniu i doprowadzić to zatoru tętnicy płucnej, w następstwie 

czego może dojść do zgonu.

Jednym z głównych czynników biorących udział w rozwoju chorób układu 

krążenia jest trombina. To osoczowe białko pełni rozm^aite funkcje w organizmie 

począwszy od katalizowania najważniejszej reakcji kaskady krzepnięcia krwi 

- przekształcania fibrynogenu w fibrynę, poprzez udział w angiogenzie, skończywszy 

na zdolności stymulacji proliferacji i migracji rozmaitych typów komórek 

m.in. komórek nabłonkowych oraz fibroblastów. W związku z tym trombina wydaje się 

być doskonałym celem terapii przeciwzakrzepowej oraz przeciwproliferacyjnej. 

Doskonałym przykładem oligonukleotydu o udowodnionych właściwościach 

inhibicyjnych względem cząsteczki trombiny jest odkryty w 1992 roku aptamer 

wiążący trombinę.

W niniejszej części pracy zostanie przedstawiona struktura i dojrzewanie 

trombiny z proenzymu oraz jej rola w organizmie, a także udział w patogenezie 

wybranych chorób człowieka. Ponadto, będzie można również zapoznać się
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z zagadnieniami związanymi z tematyką aptamerów ze szczegółowym opisem kwasów 

nukleinowych nakierowanych na inhibicję aktywności wyżej wymienionego białka 

enzymatycznego.

2. Trombina

Trombina jest proteazą serynową. kluczowym enzymem kaskady krzepnięcia 

krwi, biorącą również udział w wielu złożonych procesach w ludzkim organizmie [10]. 

Historia jej odkrycia sięga początków XIX wieku, kiedy to Alexander Buchanan 

zaobserwował krzepnięcie osocza pod wpływem dodania skrzepu krwi. Jednak dopiero 

Alexander Schmidt zdołał wyizolować i oczyścić omawiane białko, a także 

sformułować obowiązującą do dnia dzisiejszego teorię jego funkcjonowania. Zakłada 

ona. że trombina powstaje z nieaktywnej formy nazywanej zymogenem pod wpływem 

działania czynników komórkowych, by następnie w bardzo krótkim czasie przekształcić 

fibrynogen w fibrynę. W związku z powyższym to właśnie A. Schmidta uważa się 

za odkrywcę tego enzymu.

2.1 Powstawanie trombiny w organizmie

Hemostaza jest procesem występującym w warunkach fizjologicznych mającym 

na celu zapewnienie ciągłości przepływu krwi oraz uniemożliwienie jej nadmiernego 

wypływu ze światła naczyń krwionośnych [11]. W procesie tym biorą udział 

nieaktywne formy enzymów (zymogeny, oznaczane dużymi, rzymskimi cyframi), 

przekształcane następnie w postać aktywną (oznaczane dużymi, rzymskimi cyframi 

z dodatkiem małej litery a) w skomplikowanej kaskadzie wzajemnie powiązanych 

reakcji, w których produkt poprzedniej jest odpowiedzialny za przebieg następnej 

(Rys. 1). Hemostaza składa się z czterech zasadniczych faz: inicjacji, amplifikacji, 

propagacji oraz inhibicji.

Czynnikiem inicjującym pierwszy etap hemostazy jest uszkodzenie nabłonka 

wyścielającego naczynia krwionośne i wskutek tego odsłonięcie położonych głębiej 

składników macierzy zewnątrzkomórkowej (głównie kolagenu i czynników 

tkankowych). Krążące w krwiobiegu płytki krwi (trombocyty) przyłączają się do tego 

miejsca przez oddziaływanie z receptorami (czynniki von Willebranda, vWF, ang. von 

Willebrand factor), co powoduje ich częściową aktywację, degranulację i uwolnienie 

czynnika Va (Rys. 1). Równocześnie następuje adhezja fibrynogenu do powierzchni 

uszkodzonego naczynia krwionośnego [10]. Krążący we krwi czynnik VII ulega
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związaniu z czynnikiem tkankowym (TF, ang. tissue factor) płytek krwi 

i przekształceniu w formę aktywną (Vila). Powstały kompleks TFA^IIa katalizuje 

aktywację cząsteczek X i IX. Czynnik Xa oddziałuje z czynnikiem Va tworząc 

protrombinazę, która odpowiada za tworzenie małych ilości trombiny (Ila) 

zprotrombiny (II) na powierzchni płytek krwi [11]. Czynnik Ila łączy się 

z aktywowanymi częściowo wcześniej trombocytami, dokonuje hydrołizy receptora 

PAR (receptor aktywowany proteazami, ang. protease activated recptor) będącego 

śródbłonowym białkiem, odgrywającym ważną rolę w transdukcji informacji 

ze środowiska zewnętrznego do wnętrza komórki. W swojej budowie posiada ukryty 

naN-końcowym fragmencie ligand, który w wyniku hydrolizy proteazą ulga 

odsłonięciu. Tak wyeksponowany nowy koniec wiąże się do receptora, powodując 

związanie białka G w domenie cytoplazmatycznej i przeniesienie sygnału [12]. 

Aktywacja białka PAR powoduje pełną aktywację płytek krwi, która przejawia się 

ekspozycją na powierzchni ujemnie naładowanych fosfatydyloseryn oraz zmianami 

morfologicznymi, co w efekcie skutkuje ich degranulacją. W tej fazie hemostazy 

trombina tworzy małe ilości fibryny z fibrynogenu, które biorą udział w formowaniu 

skrzepu pierwotnego, stanowiącego pierwszy etap hamowania wycieku krwi z naczynia 

krwionośnego [10]. Zespół powyższych reakcji został nazwany zewnątrzpochodnym 

szlakiem krzepnięcia krwi.

Ila

V

i Ila
Ila

XIa-<-----XI

VIII

Ila
V ----- ►

-►VIIIa +Va+IXa IX

^ ^ Vila
Va + Xa

Ila

uszkodzony
nabłonek
naczyń

krwionośnych
monomer
fibryny

■fibrynogen

i
polimer
fibryny

Xllla.^-----XIIIi
fibryna

stabilizowana

Rysunek 1. Schemat reakcji kaskadowej krzepnięcia krwi.
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Na etapie amplifikacji następuje wytworzenie większej ilości trombiny. 

Wspomniany wcześniej czynnik IXa łączy się na powierzchni płytek krwi z czynnikami 

V i VIII tworząc kompleks aktywujący czynnik X. Ten ostatni w połączeniu 

z czynnikiem V tworzy protrombinazę. Od tego momentu następuje wytwarzanie 

dużych ilości trombiny. Powyższe procesy są określane wspólnym mianem 

wewnątrzpochodnego szlaku krzepnięcia krwi [12].

Kolejny etap hemostazy stanowi propagacja, w której następuje wytworzenie 

95% trombiny. Utworzony w stadium amplifikacji kompleks protrombinazy generuje 

produkcję tego enzymu na wysokim poziomie, w konsekwencji czego powstaje również 

duża ilość fibryny. Tworzy ona połączoną podłużnie i poprzecznie sieć włókien 

fibrynowych stabilizowaną wiązaniami kowalencyjnymi indukowanymi przez czynnik 

XIII. Trombina stymuluje zwrotnie swoje powstawanie poprzez aktywację czynników 

V, VIII i XI. Ten ostatni powoduje wytwarzanie aktywnej formy czynnika IX, który 

przekształca czynnik X w czynnik Xa. W ten sposób powstaje jeszcze więcej 

trombiny [10].

W celu zachowania równowagi w organizmie zostały wykształcone mechanizmy 

umożliwiające zahamowanie reakcji kaskadowej krzepnięcia krwi, by w ten sposób 

zapobiec rozwojowi zakrzepie. Powierzchnia nabłonka wyściełającego światło naczynia 

krwionośnego posiada błonowe białko, trombomodulinę (TM), która po przyłączeniu 

trombiny powoduje jej inaktywację oraz zwiększenie aktywacji białka C (PC, ang. 

protein C). PC powoduje zahamowanie wytwarzania czynnika Ila poprzez hydrolizę 

wiązania peptydowego w cząsteczkach Va i Villa [10, 13]. Komórki nabłonka naczyń 

krwionośnych wydzielają heparynopodobne glikozaminoglikany (GAG) [14], które 

również odgrywają ważną rolę w inhibicji reakcji kaskadowej krzepnięcia krwi poprzez 

związanie trombiny oraz katalizę reakcji przyłączenia do niej antytrombiny i kofaktora 

heparyny II (HCII, ang. heparin cofactor II) [10]. Cząsteczki te są również zdolne 

do inhibicji działania czynnika II.

Powyżej opisane szlaki powstawania trombiny zostały opracowane na podstawie 

oddzielnych badań w warunkach in vitro, w związku z czym nie można wykluczyć 

wzajemnego przenikania się i łączenia tych silnie ze sobą powiązanych procesów 

w warunkach fizjologicznych. Jak wiadomo w organizmie ludzkim proces hemostazy 

przebiega w świetle naczynia krwionośnego, gdzie wszystkie składniki kaskady 

krzepnięcia krwi mają ze sobą swobodny kontakt [11].
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2.2 Struktura trombiny

Pierwszą strukturę trzeciorzędową trombiny opublikował w 1989 roku W. Bode 

wraz ze współpracownikami [15]. Od tamtej pory enzym ten stał się jednym 

z najczęstszych obiektów badań strukturalnych. Omawiane białko jest zbudowane 

z dwóch łańcuchów polipeptydowych; krótszego składającego się 49 reszt 

aminokwasowych oraz dłuższego, w skład którego wchodzi 259 reszt 

aminokwasowych. Obie podjednostki, połączone ze sobą mostkiem dwusiarczkowym, 

są zaangażowane w bliskie oddziaływania niekowalencyjne [10]. W budowie trombiny 

można wyróżnić 4 zasadnicze domeny strukturalne: miejsce proteolityczne (miejsce 

aktywne), miejsce wiązania jonów sodu oraz obdarzone dodatnim ładunkiem miejsca 

zewnętrzne I (miejsce wiązania fibrynogenu) i II (miejsce wiązania heparyny) (Rys. 2) 

[10, 16, 17]. W miejscu aktywnym trombiny występują reszty seryny, histydyny

miejsce
aktywne

miejsce
'zewnętrzne I’

Rysunek 2. Schemat obrazujący domeny strukturalne trombiny.

oraz kwasu asparaginowego określane mianem triady katalitycznej, zaangażowanej 

bezpośrednio w hydrolizę wiązania peptydowego substratu [16]. Kolejna domena 

strukturalna jest odpowiedzialna za oddziaływania z jonami sodu, niezbędnymi 

do poprawnego fałdowania i efektywnego działania trombiny. Dane strukturalne 

mutantów pozbawionych miejsca wiążącego jony sodu wyraźnie wskazują 

na fundamentalne znaczenie tych oddziaływań. Miejsce zewnętrzne I znajduje się 

w bliskim położeniu centrum aktywnego trombiny i zawiera reszty aminokwasów 

obdarzonych dodatnim ładunkiem: argininy (Arg67, Arg73, Arg75, Arg77), lizyny 

(Lys36, Lys70, LysllO) seryny (Ser36, Ser72), tyrozyny (Tyr76), izoleucyny (Ile82), 

leucyny (Leu65), metioniny (Met84) oraz fenyloalaniny (Phe34) [10, 18]. Jego główną 

rolę stanowi rozpoznawanie i wiązanie substratów omawianej proteazy serynowej

22





CZĘSC LITERATUROWA

- fibrynogenu, czynników krzepnięcia krwi (V, VIII, XI, XIII), białka C, receptorów 

aktywowanych proteazami oraz trombomodulin. Miejsce zewnętrzne II jest najbardziej 

dodatnio naładowanym fragmentem trombiny, oddalonym od centrum aktywnego 

enzymu. Zawiera reszty aminokwasowe argininy (Arg93, Arg97, ArglOl, Arg233) oraz 

lizyny (Lys236, Lys240). W tej części omawianego białka związaniu ulegają heparyna, 

siarczan heparyny, czynniki krzepnięcia krwi (V i VIII), a także glikoproteiny 

występujące na powierzchni płytek krwi (GPIba), zaangażowane w ich aktywację [18].

2.3 Funkcje trombiny i rola w patogenezie chorób

Trombina jako kluczowy enzym kaskady krzepnięcia krwi odgrywa ważną rolę 

w procesie hemostazy. Uczestniczy w powstawaniu fibryny, której prekursor stanowi 

wytwarzany w wątrobie fibrynogen, zbudowany z dwóch monomerów połączonych 

wiązaniami dwusiarczkowymi. Każda z tych podjednostek zawiera te same łańcuchy 

polipeptydowe: Aa, B[3 oraz y [19]. W wyniku proteolitycznej hydrolizy katalizowanej 

przez trombinę na N-końcach cząsteczek Aa i B(3 następuje uwolnienie fibrynopeptydu 

A i B oraz odsłonięcie fragmentów odpowiedzialnych za polimeryzację monomerów 

fibryny w nierozpuszczalne włókna fibrynowe. Dalsza aktywność omawianej proteazy 

serynowej prowadzi do zwiększania usieciowienia i stabilizacji tego kompleksu 
w wyniku aktywacji transglutaminazy - czynnika Xllla (aktywowanego przez 

trombinę), który odpowiada za tworzenie wiązań kowalencyjnych poprzecznych 

pomiędzy łańcuchami y-y oraz y-a fibryny. Powstała sieć włókien fibrynowych stanowi 

rusztowanie skrzepu, do którego przyłączają się komórki nabłonka, leukocyty, płytki 

krwi oraz inne białka osoczowe w celu utworzenia czopu i zahamowania wycieku krwd 

ze światła naczynia krwionośnego [19, 20].

Trombina wykazuje również zdolność zwrotnej stymulacji własnego 

powstawania w wyniku aktywacji czynników V, VIII oraz XI. W fazie inicjacji 

hemostazy powstają małe ilości tego enzymu, których głównym zadaniem jest 

dostarczenie sygnału zwiększającego efektywność przebiegu reakcji kaskadowej 

krzepnięcia krwi. Co ciekawe, aktywność tego białka może w specyficznych warunkach 

ulec przełączeniu ze ścieżki koagułacyjnej na antykoagulacyjną. Taka sytuacja 

ma miejsce w przypadku, gdy w wyniku rozrostu skrzepu w miejscu uszkodzenia 

dojdzie do kontaktu trombiny z nabłonkiem wyścielającym naczynie krwionośne i jej 

przyłączenia do trombomoduliny - receptora błonowego zlokalizowanego 

na powierzchni komórek nabłonkowych. Wskutek związania z TM następuje zmiana

23





CZĘŚĆ LITERATUROWA

profilu działania czynnika Ila: zmniejszeniu ulega zdolność hydrolizy fibrynogenu 

i białka PARl, zwiększając jednocześnie jego specyficzność względem zymogenu 

białka C, przekształcając go w formę aktywną [21], PC wraz ze swoim kofaktorem, 

białkiem S, powoduje inaktywację czynników Va i Villa, kofaktorów czynników Xa 

i IXa, kluczowych składników biorących udział w procesie powstawania trombiny. 

Utworzenie powyżej opisanego kompleksu ma za zadanie uniemożliwić miejscowe 

przekształcanie fibrynogenu w fibrynę na dużą skalę [22].

Jedną z istotniejszych funkcji trombiny w ludzkim organizmie jest aktywacja 

receptorów aktywowanych proteazami (PAR). Jak już nadmieniono wcześniej, stanowią 

one klasę śródbłonowych białek, odgrywających ważną rolę w transdukcji informacji 

ze środowiska zewnętrznego do wnętrza komórki. W swojej budowie posiadają ukryty 

w N-końcowym fragmencie ligand, który w wyniku hydrolizy proteazą ulga 

odsłonięciu. Tak wyeksponowany nowy koniec wiąże się do receptora, powodując 

związanie białka G zlokalizowanego w domenie cytoplazmatycznej [12] i aktywację 

ścieżek, w których uczestniczą kinazy: białkowa C (PKC, ang. protein kinase C) oraz 

aktywowana mitogenami (MAPK, ang. mitogen-activated protein kinase) [23]. 

Wyróżniono cztery klasy białek PAR, ale tylko trzy z nich: PARl, PAR3 i PAR4 

oddziałują z trombiną [12]. Stymulacja receptorów aktywowanych proteazami typu 

1 i 4 jest odpowiedzialna między innymi za aktywację płytek krwi. S. Coughlin wraz 

ze współpracownikami przeprowadzili serię eksperymentów z zastosowaniem 

przeciwciał nakierowanych na białka PARl i PAR4 [24]. Na podstawie uzyskanych 

wyników badań stwierdzono, że pierwsze z opisywanych białek do swojej aktywacji 

wymaga niskich stężeń trombiny, natomiast drugie wysokich. Poza błoną komórkową 

płytek krwi, receptory PAR ulegają również ekspresji na powierzchni monocytów, 

fibroblastów, limfocytów T, komórek nabłonkowych, nowotworowych oraz mięśni 

gładkich [25]. Za pośrednictwem właśnie tych transbłonowych białek zachodzi 

stymulowane trombiną różnicowanie i proliferacja wyżej wymienionych klas komórek

[16]. Jak dotąd najmniej poznana jest rola receptorów PAR3 w ludzkim organizmie. 

Ostatnie doniesienia literaturowe sugerują udział tych cząsteczek, wraz z PAR4, 

w procesie amplifikacji wytwarzania trombiny na powierzchni mięśni gładkich aorty 

w wyniku jej uszkodzenia, co ma duży wpływ na procesy naprawcze tego naczynia 

[26]. Ponadto, udowodniono również, że trombina stymuluje wytwarzanie insuliny 

poprzez aktywacje PAR3 [27].
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Ze względu na skomplikowaną sieć powiązań oraz wzajemnie przenikanie się 

szlaków powstawania, działania oraz inhibicji poziomu aktywności trombiny w ludzkim 

organizmie niezwykle ważne dla zachowania hemostazy jest utrzymanie równowagi 

pomiędzy tymi procesami. Nadmierne wytwarzanie omawianego białka oraz niedobór 

jego naturalnych inhibitorów może doprowadzić między innymi do zespołu 

nadmiernego wykrzepiania naczyniowego (DIC, ang. disseminated intravascular 

coagulation) [28]. Jest to jednostka chorobowa spowodowana najczęściej patologiczną 

aktywacją układu krzepnięcia krwi, prowadzącą do rozwoju skrzepów w świetle małych 

naczyń krwionośnych narządów, czego efektem końcowym jest ich uszkodzenie. 

Co ciekawe, w przebiegu tego schorzenia następuje zużycie depozytu płytek krwi 

prowadząc do epizodów krwawienia. Występowanie DIC obserwuje się najczęściej 

w nowotworach, sepsie, w wyniku powikłań położniczych i pooperacyjnych oraz 
w ciężkich urazach.

W ostatnim czasie pojawiły się doniesienia literaturowe dostarczające mocnych 

dowodów na udział trombiny w procesie rozwoju astmy oskrzelowej [23, 29]. 

Uszkodzenie tkanki płucnej, które w przebiegu tej choroby występuje w wyniku 

nadmiernej reakcji zapalnej, zwiększa przepuszczalność ścian naczyń włosowatych 

płuc, ułatwiając tym samym przenikanie osoczowych białek takich jak trombina 

i fibrynogen oraz mediatorów stanu zapalnego do światła pęcherzyka płucnego. 

Opisany mechanizm zaburza hemostazę w tym organie, stymulując tym samym 

zwiększoną migrację i proliferację fibroblastów oraz ich różnicowanie w miofibroblasty 

[23, 29]. Wszystkie wyżej wymienione procesy zachodzą poprzez aktywację 

receptorów PAR za pośrednictwem trombiny i są ściśle związane z dalszą propagacją 

stanu zapalnego oraz przebudową struktury tkanki płucnej obserwowaną w rozwoju 

astmy oskrzełowej. N. Asokananthan wraz ze współpracownikami wykazali wyraźne 

powiązanie pomiędzy stymulacją receptorów PARl i PAR2 a różnicowaniem 

fibroblastów w miofibroblasty, czego przejawem jest podwyższona ekspresja 

alfa-aktyny mięśni gładkich (a-SMA, ang. alpha smooth muscle actin) oraz uwalnianie 

mediatorów stanu zapalnego: IL-6, IL-8 i prostaglandyny E2 [29]. Powyższe wyniki 

eksperymentów in vitro znalazły potwierdzenie w badaniach in vivo przeprowadzonych 

na grupie 164 pacjentów cierpiących na astmę oskrzelową, u których zaobserwowano 

zwiększoną produkcję trombiny oraz zmniejszenie fibrynolizy [30].

Trombina odgrywa również istotną rolę w progresji choroby nowotworowej. 

Wyniki badań na myszach potwierdziły, że podanie inhibitorów opisywanego białka
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powoduje obniżenie częstości występowania przerzutów [31], Rozsiew nowotworu 

w organizmie z udziałem trombiny odbywa się za pośrednictwem rodziny receptorów 

aktywowanych proteazami typu 1, powodując aktywację płytek krwi oraz uwolnienie 

czynników wzrostu, chemokin oraz czynników stymulujących angiogenzę np. czynnika 

wzrostu śródbłonka naczyniowego (VEGF, ang. vascular endothelial growth factor), 

receptorów VEGF, metaloproteinaz (MMP) [32, 33]. Zaobserwowano również, 

że komórki nowotworowe charakteryzują się istotnym wzrostem poziomu ekspresji 

białek PARl na swojej powierzchni [32]. Początkowo zakładano, że rola trombiny 

ogranicza się do udziału w tworzeniu naczyń krwionośnych oraz przerzutów, jednak 

ostanie wyniki eksperymentów na myszach z defektem receptorów aktywowanych 

proteazami oraz fibrynogenu potwierdziły również udział tego białka we wzroście 

pierwotnego ogniska raka jelita grubego [34].

2.4 Leki hamujące aktywność trombiny

Trombina pełni w ludzkim organizmie nie tylko wiele kluczowych funkcji 

w procesach występujących w warunkach fizjologicznych, ale również odgrywa ważną 

rolę w patogenezie licznych chorób, co czyni ją doskonałym celem terapeutycznym. 

W związku z tym naukowcy na całym świecie podejmują próby stworzenia coraz 

doskonalszych preparatów zdolnych do inhibicji poziomu aktywności omawianej 

proteazy serynowej.

Pierwszą substancją zastosowaną w celu zahamowania działania trombiny była 

wyizolowana z psiej wątroby przez J. Macleana w 1916 roku heparyna [35]. Związek 

ten zaliczany jest do glikozaminoglikanów. Swoje działanie wywiera w sposób pośredni 

poprzez utworzenie kompleksu z endogenną antytrombiną (AT) i zmianę konformacji 

jej miejsca aktywnego. Powstały kompleks AT-heparyna odznacza się wyższą 

zdolnością wiązania z trombiną niż pojedyncza cząsteczka AT [36, 37]. Aktualnie 

w medycynie stosowane są dwa rodzaje heparyny: niefrakcjonowana (UFH, ang. 

unfractioned heparin) oraz niskocząsteczkowa (LMWH, ang. Iow molecular weight 

heparin) różniące się między sobą wielkością (UFH - od 4 do 40 kDa, LMWH 

- poniżej 6 kDa) oraz profilem działania [38, 39].

W 1956 roku grupa badawcza pod kierunkiem F. Markwardta przedstawiła 

dowody wskazujące na zdolność inhibicji aktywności trombiny przez substancję 

wyizolowaną ze ślinianek pijawek lekarskich, nazwaną hirudyną [40]. To zbudowane 

z 65 reszt aminokwasowych białko, wiąże się z miejscem zewnętrznym I i miejscem
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aktywnym wolnej oraz związanej z fibrynogenem trombiny tworząc niekowalencyjny, 

nieodwracalny kompleks [41, 42]. Pozyskiwanie naturalnej hirudyny okazało się 

problematyczne ze względu na trudną procedurę ekstrakcji oraz umieszczenie pijawek 

lekarskich na liście gatunków zagrożonych wyginięciem, w związku z tym naukowcy 

rozpoczęli poszukiwanie alternatywnych źródeł tej substancji [43]. Doprowadziło 

to do stworzenia rekombinowanej hirudyny różniącej się od naturalnego białka brakiem 

metylacji reszt tyrozyny w pozycji 63. Aktualnie stosowane są dwie jej formy, 

odznaczające się niemal identyczną z wyjściowym białkiem sekwencją aminokwasową 

z jedną różnicą na N-końcu cząsteczki. Pierwsza z nich nazywana leprudin zawiera 

reszty leucyny i tyrozyny w omawianym fragmencie, druga funkcjonująca pod nazwą 

desirudin posiada dwie reszty waliny [16]. Obie substancje odznaczają się 

poprawionymi względem heparyny właściwościami antykoagulacyjnymi i choć ich 

powinowactwo do cząsteczki trombiny jest niższe w porównaniu do naturalnej hirudyny 

to nadal są rozważane jako najbardziej obiecujące anty koagulanty [44]. Grupa pod 

kierunkiem K. Ramachandran poszła o krok dalej i stworzyła syntetyczny analog 

hirudyny składający się z jej dwudziestu C-końcowych reszt aminokwasowych, który 

nazwali hirugenem [45]. Cząsteczka ta charakteryzowała się odwracalnością działania, 
zdolnością zahamowania produkcji fibryny wskutek oddziaływania z miejscem 

zewnętrznym 1 trombiny oraz 50-krotnym spadkiem aktywności w teście APTT 

(czas częściowej tromboplastyny po aktywacji, ang. activated partial thromboplastin 

time) względem naturalnego odpowiednika, co mogło rzutować na przyszłe jej 

zastosowania w terapii. W związku z powyższym, ta sama grupa badawcza w celu 

poprawj' profilu działania hirugenu stworzyła biwalirudynę (hirulog) - koniugat 

składający się z C-końcowego fragmentu hirudyny połączonego łącznikiem 

zbudowanym z czterech reszt glicyny z trójpeptydową sekwencją 

fenyloalanina-prolina-arginina [46]. Te ostatnie reszty aminokwasowe wiążą się 

z miejscem aktywnym trombiny powodując jej odwracalną inhibicję z wyższą 

wydajnością w porównaniu do hirugenu. Ponadto, dodatkową zaletą biwalirudyny jest 

jej niższa immunogenność w stosunku do hirudyny [16].

Kolejną klasą związków zdolnych do zahamowania aktywności trombiny 

są analogi fibrynopeptydu A (FPA), będące jej naturalnym inhibitorem [47]. 

B. Blomback wraz ze współpracownikami na podstawie serii eksperymentów wysunęli 

wniosek, że za inhibicyjne właściwości FPA odpowiadają trzy reszty aminokwasowe: 

fenyloalanina (w pozycji 9), walina (w pozycji 2) oraz arginina (w pozycji 1), które
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zbliżają się do siebie poprzez wypętlenie oddzielających je aminokwasów [48]. 

Powyższe założenie znałazło potwierdzenie w badaniach strukturalnych 

z zastosowaniem techniki spektroskopii jądrowego rezonansu magnetycznego 

(NMR. ang. nuclear magnetic resonance) [49]. Bazując na opisanych obserwacjach 

naukowcy rozpoczęli próby tworzenia krótkich peptydowych związków zdolnych 

do zahamowania aktywności trombiny. W 1972 roku grupa badawcza kierowana przez 

Okamtota stworzyła preparat agratroban, będący pochodną argininy odznaczający się 

większą aktywnością antykoagulacyjną niż heparyna [50]. Mechanizm działania 

opisywanej substancji opiera się na odwracałnym wiązaniu do centrum aktywnego 

trombiny i hamowaniu tym samym jej aktywności [51]. Zachęceni sukcesem kolegów 

w połowie lat 80-tych naukowcy z firmy AstraZeneca stworzyli preparat melagatran, 

będący pochodną benzamidyny i jednocześnie pierwszym doustnym lekiem 

przeciwzakrzepowym [52]. Powoduje on inhibicję aktywności trombiny poprzez 

związanie się z jej miejscem aktywnym. Ze względu na słabe wchłanianie z przewodu 

pokarmowego omawiana substancja jest podawana w formie proleku - ximelagatranu 

o charakterze lipofilowym, który następnie ulega przekształceniu do melagatranu [53]. 

Bazując na podobnych założeniach naukowcy z firmy Boehringer Ingelheim stworzyli 

kolejną pochodną benzamidyny nazwaną dabigatran i podawaną w formie proleku 

eteksylanu dabigatranu, przekształcanego w aktywną postać przez osoczową esterazę 

|54]. Opisana substancja została dopuszczona do użytku jako lek antykoagulacyjny 

w profilaktyce chorób zakrzepowych u pacjentów po operacjach ortopedycznych [16].

Oprócz fibrynopeptydu A stworzono również analog kolejnego naturalnego 

inhibitora trombiny - trombomoduliny. Wspomniane białko składa się z pięciu domen: 

N - końcowej (Dl), podobnej do nabłonkowego czynnika wzrostu (D2), zawierającej 

liczne miejsca glikozylacji (D3), transbłonowej (D4) oraz cytoplazmatycznej (D5). 

K. Gomi wraz ze współpracownikami udowodnił, konstruując rekombinowany wariant 

(aTM, ART-123) i testując go na mysim modelu, że tylko trzy pierwsze domeny 

są kluczowe dla zahamowania aktywności trombiny [55, 56]. ART-123, produkowany 

w komórkach jajnika chomika chińskiego, wywiera inhibicyjny efekt poprzez 

aktywację szlaku białka C [56]. Rekombinowana trombomodulina przeszła pomyślnie 

trzy fazy badań klinicznych w Japonii i została dopuszczona do użytku w 2008 roku 

pod nazwą handlową Recomodulin™ jako skuteczny preparat przeciwzakrzepowy 

w leczeniu zespołu rozsianego wykrzepiania wewnątrznaczyniowego, schorzenia 

współtowarzyszącego między innymi chorobom onkologicznym [57-59].
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Współczesne trendy projektowania i syntezy związków zdolnych do wywierania 

efektu terapeutycznego w oparciu o dogłębne poznanie struktury oraz mechanizmu 

działania cząsteczki docelowej doprowadziły do podjęcia próby modulacji poziomu 

aktywności trombiny przy zastosowaniu oligonukleotydów DNA lub RNA. 

Niewątpliwą zaletą tego podejścia jest łatwość projektowania i modyfikacji, a także 

szybkość syntezy kwasów nukleinowych.

3. Aptamery

Aptamery są jednoniciowymi oligonukleotydami lub polipeptydami o masie 

ok. 8 - 15 kDa, których sekwencja determinuje przyjęcie określonej struktury 

przestrzennej. Umożliwia to wysoce specyficzne wiązanie docelowego białka lub innej

oligonukleotydy 
RNA lub ssDNA 

(~ 100 nt) ct
// w

przyjęcie przez oligomer 
odpowiedniej struktury

V •••

rozpoznanie białka 
docelowego przez 

aptamer

Rysunek 3. Schemat obrazujący działanie aptameru.

cząsteczki i w ten sposób modulację jej aktywności [60, 61] (Rys. 3). Ich nazwa 

pochodzi z języka greckiego od „aptus'\ co oznacza dosłownie pasować oraz „merus", 

cząsteczka. Aptamery często są określane mianem chemicznych przeciwciał, gdyż 

wartość stałej dysocjacji (Kd) dla tych cząsteczek zawiera się w zakresie 

mikro/nanomolamym. Ponadto, ich niekwestionowaną przewagą nad przeciwciałami 

jest łatwość syntezy i przechowywania, nieograniczona możliwość wprowadzania 

chemicznych modyfikacji [62, 63] oraz dobre parametry farmakokinetyczne takie jak 

np. korzystny klirens nerkowy [61, 64]. Wyróżniono cztery podstawowe klasy 

aptamerów: RNA, DNA, peptydowe oraz XNA (kwas ksenonukleinowy, ang. xeno
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nucleic acid) [64]. Te ostatnie stanowią nietypową klasę oligonukleotydów, 

posiadających w swojej budowie inną niż ryboza lub deoksyryboza resztę cukrową 

(np. arabinozę czy ksylozę) [65], Dzięki wprowadzeniu powyższych modyfikacji 

nadano tym cząsteczkom większą odporność na hydrolizę katalizowaną nukleazami 

komórkowymi, ponadto ich parametry farmakokinetyczne uległy znacznej poprawie
[64],

3.1 Metody otrzymywania aptamerów

Podstawową metodą otrzymywania aptamerów jest selekcja in vitro nazywana 

inaczej SELEX (ang. systematic evolution of ligands by expotential enrichment) 

[61, 64, 66] (Rys. 4). Jej pierwszy etap stanowi chemiczna synteza pełnej biblioteki

wejściowa biblioteka 
ssDNA/ RNA ’

reakcje klonowania i sekwencjonowania
C GGCG G CRACaGGAA CG AGC'

AGGAA GCCAA G GCAAGA ACG AGC 
GGAATCTCGGTATCG"AA'CGCACGTt

biblioteka ssDNA/ RNA 
o losowej sekwencji
TnrnTrrjjiif^'^^ eliminacja efektów

tfu' niespecyficznych
TTTrrrTTTTTTfd^^^ ^

Trn^’^TTTY^^TTtTrr

-it^TmTrmTTTTTTd
powtórzenie procesu selekcji

reakcja PCR

...................... .

imrnimiiiiimiiiiimiii

V
cząsteczką docelowa

• #
mrrrTTTt a ®

lUd rn
UiiiB ^
iiiiIR ^

reakcja odwrotnej
transkiypcji 

(aptamery RNA)

elucja związanych z 
cząsteczką docelową 

kwasów nukleinowTch

UJJIU. mrft

nukleinowych

Rysunek 4. Schemat obrazujący przebieg selekcji in vitro [64].

oligonukleotydowej (biblioteki kombinatorycznej). Składa się ona z puli oligomerów 

zbudowanych z dwóch zasadniczych części: regionu o losowej sekwencji oraz dwóch 

regionów oskrzydlających, o zdeterminowanej sekwencji, będących miejscem wiązania 

starterów łańcuchowej reakcji polimeryzacji (PCR, ang. polymerase chain reaction).
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Ilość cząsteczek w bibliotece jest zależna od długości badanej, losowej sekwencji 

zbudowanej z n-nukleotydów, według wzoru n"^. Stworzoną w ten sposób bibliotekę 

kombinatoryczną poddaje się inkubacji z docelową cząsteczką, w celu wybrania 

aptamerów odznaczających się największym powinowactwem względem czynnika 

selekcyjnego. Niezwiązane oligonukleotydy zostają odmyte, natomiast pozostałe 

poddawane są powieleniu w reakcji PCR. Opisane powyżej etapy składają się na jeden 

cykl selekcji, który jest wielokrotnie powtarzany aż do momentu uzyskania cząsteczek 

odznaczających się pożądanymi właściwościami (np. nanomolame wartości stałej 

wiązania, zdolność wiązania ligandów oraz odporność na hydrolizę nukleazami 

komórkowymi). Zwieńczenie procesu selekcji stanowi sekwencjonowanie uzyskanego 

aptameru oraz określenie jego parametrów kinetycznych [64]. Metoda SELEX została 

opracowana równolegle przez dwa niezależne zespoły A.D. Elligton i J. W. Szostaka 

oraz C. Tuerk i L. Gold [67, 68]. W pierwotnym kształcie selekcja dotyczyła 

oligomerów RNA, które z założenia odznaczają się większą różnorodnością 

strukturalną, co pociąga za sobą dostrzegalne różnice w sile wiązania docelowego 

ligandu. oraz możliwością syntezy w komórkach [64, 69]. Ze względu jednak 

na większą stabilność deoksyrybonukleotydów oraz mniejszą liczbę etapów 

wchodzących w skład jednego cyklu selekcyjnego (w selekcji aptamerów RNA 

występują jeszcze dwa dodatkowe etapy: reakcje transkrypcji in vitro oraz odwrotnej 

transkrypcji) SELEX znalazł większe zastosowanie przy poszukiwaniu aptamerów 

DNA [64]. Niemniej jednak w obu przypadkach technika ta jest bardzo czasochłonna 

i składa się z wielu cykli. W związku z tym podjęto próby skrócenia czasu potrzebnego 

na przeprowadzenie metody SELEX poprzez użycie elektroforezy kapilarnej, 

immobilizacji białka na magnetycznych kulkach i rozdziałowi za pomocą 

magnetycznego separatora oraz komputerowego projektowania aptamerów [64]. 

Na uwagę również zasługują dwie, nowe odmiany tej techniki umożliwiające selekcję 

aptamerów bezpośrednio w komórkach tzw. Cell-SELEX oraz w żywych organizmach 

tzw. in vivo SELEX. W obu przypadkach nie jest konieczna znajomość docelowej 

cząsteczki będącej kryterium selekcyjnym. Co więcej, białko, które ma być docelową 

cząsteczką dla uzyskanego drogą Cell-SELEX aptameru, nie wymaga uprzedniego 

oczyszczania, a więc natywna struktura jest całkowicie zachowana wraz 

z ewentualnymi potranslacyjnymi modyfikacjami. Technika ta może z powodzeniem 

znaleźć zastosowanie w selekcji aptamerów, które mogą być wykorzystane w celowanej 

terapii onkologicznej oraz diagnostyce [70].
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3.2 Aptamery hamujące aktywność trombiny

Aptamery ze względu na wysokie powinowactwo względem docelowej 

cząsteczki, niskie wartości stałej dysocjacji oraz stosunkowo łatwą syntezę znalazły 

szereg zastosowań w medycynie. Mogą przede wszystkim stanowić wysoce specyficzny 

lek, charakteryzujący się odwracalnością działania oraz wydłużonym czasem 

półtrwania. Pierwszym aptamerem nakierowanym na inhibicję aktywności trombiny jest 

odkryty w 1992 roku przez L. Bocka, w wyniku przeprowadzenia selekcji in vitro, 

aptamer wiążący trombinę, występujący również pod nazwami ARC 183 oraz HDl 

[71, 72]. Ten 15 nukleotydowy oligomer DNA o sekwencji: 

5'-GGTTGGTGTGGTTGG-3' przyjmuje strukturę wewnątrzcząsteczkowego, 

antyrównoległego kwadrupleksu o konformacji krzesłowej [73]. Od momentu odkrycia 

TBA rozpoczęto szeroko zakrojone badania mające na celu stworzenie oligonukleotydu 

odznaczającego się poprawionymi właściwościami antykoagulacyjnymi.

Firma Archemix/Nuvelo stworzyła aptamer Nul 72 o sekwencji 

5'-CGCCTAGGTTGGGTAGGGTGGTGGCG-3', który postrzegany jest jako 

doskonały, potencjalnie skuteczniejszy w porównaniu do TBA, lek przeciwzakrzepowy 

[74]. Różnice w sekwencji trzonu oraz obecność dodatkowych reszt nukleozydowych 

na końcach 5' i 3' tego G-kwadrupleksu spowodowało, że jego struktura przestrzenna 

nie jest homogenna. Co więcej. Nul72 tworzy najstabilniejsze kompleksy z jonami 

Ba^^, Sr^^ oraz niskimi stężeniami K^. Pomimo tych różnic, 1 faza badań klinicznych 

omawianego aptameru zakończyła się sukcesem. W związku z powyższym Nul 72 

skierowano do dalszych testów mających na celu wdrożenie tego oligomeru 

do komercyjnego zastosowania [75].

Kolejnym aptamerem DNA zdolnym do inhibicji powstawania skrzepu, 

występującym pod nazwą HD22, jest 29-nukleotydowy oligomer o sekwencji 

5'-GTCCGTGGTAGGGCAGGTTGGGGTGAC-3' [76]. Wiąże się on z dużym 

powinowactwem do miejsca zewnętrznego II białka docelowego (miejsce wiążące 

heparynę) i w ten sposób hamuje jego aktywność. Omawiany aptamer może znaleźć 

zastosowanie jako składnik aptasensora nakierowanego na wykrywanie trombiny 

w próbkach krwi pacjentów [77].

Chociaż pierwsze aptamery zdolne do inhibicji aktywności trombiny były 

oligonukleotydami DNA, od tamtej pory udało się stworzyć kilka cząsteczek RNA 

wykazujących właściwości antytrombinowe. Jedną z nich jest 25 nukleotydowy
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oligomer Tog25 posiadający w wybranych pozycjach reszty nukleozydów 

pirymidynowych zawierające substytucję atomem fluoru przy atomie C2' pierścienia 

rybozy (5'-GGGAACAAAGCUGAAGUACUUACCC-3') [78], Został on odkryty 

w 2001 roku przez S. Long i współpracowników w wyniku przeprowadzenia selekcji 

in vitro z zastosowaniem dwóch czynników selekcyjnych (trombiny ludzkiej oraz 

świńskiej). Taki zabieg umożliwił stworzenie aptameru zdolnego do oddziaływania 

z białkiem pochodzącym od dwóch różnych gatunków, co w znaczący sposób 

umożliwiło miarodajne porównanie wyników badań prowadzonych in vitro 

i na zwierzętach. Tog25 w przeciwieństwie do swoich poprzedników nie jest 

G-kwadrupleksem, tworzy strukturę typu spinki do włosów z obustronnym 

wybrzuszeniem w części helikalnej [79]. Aptamer ten powoduje inhibicję powstawania 

skrzepów oraz aktywacji płytek krwi poprzez związanie z miejscem aktywnym II 

cząsteczki trombiny. W związku z powyższym, podobnie jak wcześniej opisany HD22, 

może znaleźć zastosowanie jako kompetycyjny czynnik kontrolujący działanie 

heparyny [80]. Na podstawie wyników badań krystalograficznych stwierdzono, 

że Tog25 przyjmuje złożoną strukturę trzeciorzędową, umożliwiającą oddziaływanie 

znaczną powierzchnią z cząsteczką trombiny. W stabilizacji tego kompleksu ważną rolę 

odgrywają wiązania wodorowe, oddziaływania van der Waals'a oraz warstwowe 

pomiędzy resztami adenozyny aptameru i argininy białka [78].

Niedawno ta sama grupa badawcza stworzyła 58 nukleotydowy oligomer RNA 

R9D-1T, zawierający w wybranych pozycjach reszty

2'-fluoro-2'-deoksyrybonukleozydów pirymidynowych [81]. Opisywany aptamer wiąże 

się specyficznie z cząsteczką protrombiny i trombiny w ich miejscu zewnętrznym I, 

hamując tym samym nie tylko procesy katalizowane przez docelowy enzym (tworzenie 

skrzepów fibrynowych, aktywację płytek krwi za pośrednictwem receptora PAR), 

ale również samo jego powstawanie. Dodatkową przewagą R9D-1T nad pozostałymi 

przedstawicielami tej klasy związków, jest jego stosunkowo duży rozmiar, który 

zapewnia mu większą powierzchnię oddziaływania z białkiem. Poprzez zastosowanie 

modyfikowanych reszt nukleozydowych aptamer ten odznacza się wydłużonym czasem 

półtrwania w osoczu ludzkim, co w połączeniu z jego wysokim powinowactwem 

do trombiny czyni go ciekawym obiektem badań mających na celu stworzenie nowego 

preparatu o potencjalnych właściwościach antykoagulacyjnych.

33





CZĘSC LITERATUROWA

3.3 Pozostałe przykłady zastosowań aptamerów

Oprócz powyżej opisanych cząsteczek kwasów nukleinowych w 1995 roku 

w celach medycznych zsyntetyzowano również aptamer bogaty w reszty guanozyny 

zdolny do zahamowania aktywności integrazy wirusa HIV, co stworzyło nowe 

możliwości leczenia tej jednostki chorobowej [82], Pierwszym dopuszczonym 

do użytku przez Amerykańską Agencję Żywności i Leków (PDA) aptamerem RNA był 

preparat o nazwie Macugen, którego cel terapeutyczny stanowił czynnik wzrostu 

śródbłonka naczyniowego, dzięki czemu znalazł zastosowanie w leczeniu zwyrodnienia 

plamki żółtej związanego z wiekiem (AMD, ang. age-relałed macular degeneration) 

[61, 83].

Niebywałą zdolność aptamerów do oddziaływania z cząsteczką docelową już 

na poziomie stężeń nanomolamych wykorzystano również do stworzenia narzędzi 

terapeutycznych nakierowanych na wykrywanie i zwalczanie toksyn: botulinowej [84], 

cholery czy też gronkowca [85]. Co więcej, dzięki niewielkiemu rozmiarowi, stabilnej 

strukturze, a także możliwości dołączenia znaczników fluorescencyjnych lub 

izotopowych omawiana klasa oligonukleotydów z powodzeniem może znaleźć 

zastosowanie w szybkiej diagnostyce śródoperacyjnej oraz nieinwazyjnym obrazowaniu 

zmian o charakterze nowotworowym np. komórek glejaka wielopostaciowego przy 

użyciu aptameru nakierowanego na wykrywanie nabłonkowego receptora wzrostu 

[61, 86]. Wraz z postępem nauki i dzięki rozwojowi techniki Cell-SELEX, pojawiła się 

możliwość selekcji aptamerów będących biomarkerami chorób nowotworowych 

i infekcyjnych bez dokładnej znajomości docelowej cząsteczki. W tym przypadku 

komórki wyizolowane ze zmienionego chorobowo fragmentu narządu stanowią czynnik 

selekcyjny [61]. Daje to nadzieję na szybsze stworzenie platform diagnostycznych 

odznaczających się dużą czułością i specyficznością działania. Aptamery ze względu 

na wysoką swoistość wiązania cząsteczki docelowej mogą również stanowić doskonały 

system transportujący leki w pożądane miejsce działania. Do tej pory połączono 

je z doksorubicyną [87, 88], cisplatyną [89], metotreksatem [90], czy też nanocząstkami 

składającymi się z nanokulek złota oraz kwasów nukleinowych [91, 92]. Zawężenie 

spektrum działania leków poprzez połączenie z aptamerami umożliwiło eliminację 

ubocznych efektów chemioterapii, takich jak na przykład neuro- i nefrotoksyczność, 

przy jednoczesnym zwiększeniu jej czułości oraz transportu do wnętrza komórki 

na drodze endocytozy receptorowej [89].
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4. Aptamer wiążący trombinę

Jak już wcześniej wspomniano aptamer wiążący trombinę jest oligonukleotydem 

DNA odkrytym w 1992 roku przez Luisa Bocka w wyniku przeprowadzenia selekcji 

in vitro [71]. Posiada unikatową zdolność wiązania oraz inhibicji aktywności nie tylko 

trombiny obecnej w roztworze, ale również związanej z fibryną, co czyni go ciekawą 

alternatywą dla aktualnie dostępnych antykoagulantów [93]. Intersujące pod względem 

medycznym właściwości TBA wynikają ze szczególnej struktury tej cząsteczki, którą 

udało się określić dzięki licznym badaniom krystalograficznym oraz spektroskopii 

NMR [94-97].

4.1 Budowa i struktura TBA

TBA jest 15-nukleotydowym oligomerem DNA o sekwencji: 

5'-GGTTGGTGTGGTTGG-3' przyjmującym strukturę wewnątrzcząsteczkowego, 

antyrównoległego kwadrupleksu o konformacji krzesłowej (Rys. 5) [73].

/'r ^

96':=q::;:;;;;G-.°q3

G,-....... G” 1'=^

T |2 Tl'"

Rysunek 5. Schemat struktury TBA.

Rdzeń aptameru stanowią dwie G-tetrady, każda zbudowana z czterech płasko 

ułożonych reszt 2'-deoksyguanozyn stabilizowanych wiązaniami wodorowymi typu 

Hoogsteen'a [98, 99]. Reszty nukleotydów purynowych wchodzące w skład tetrad 

guanozynowych TBA przyjmują dwie konformacje względem wiązania 

N-glikozydowego: syn - zasada heterocykliczna znajduje się bezpośrednio nad 

płaszczyzną pierścienia 2'-deoksyrybozy (G‘, G^, G*** i G'‘*) oraz anti - zasada 

heterocykliczna znajduje się poza płaszczyzną pierścienia rybozy (G^, G^, G", G'^) 

[95, 100]. To specyficzne ułożenie reszt 2'-deoksyguanozyn w trzonie cząsteczki TBA 

oraz antyrównoległa orientacja nici ją budującej skutkuje powstaniem dwóch 

mniejszych i dwóch większych bruzd [95]. Wszystkie pierścienie reszt 2'-deoksyrybozy 

występujące w omawianym aptamerze posiadają konformację C2'-endo. G-tetrady
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są połączone dwiema mniejszymi pętlami: i xi2ji3 jedną większą pętlą

T^G^T'^, zlokalizowaną na przeciwległej stronie cząsteczki (Rys. 5) [101, 102]. 

Na podstawie wyników badań NMR wysunięto wniosek, że reszty nukleotydowe 

T*’ i T'^ odgrywają ważną rolę w stabilizacji struktury TBA poprzez tworzone ze sobą 

wiązania wodorowe oraz oddziaływania warstwowe z G-tetradą G^-G^-G^-G*"^ 

[95, 103, 104]. Reszty nukleotydowe T^ i T'^ są natomiast zwrócone na zewnątrz 

cząsteczki i nie są zaangażowane w żadne oddziaływania z rdzeniem aptameru (Rys. 6) 

[94, 105]. Podobne obserwacje poczynił T. Coppola wraz ze współpracownikami dla 

pętli TGT [103]. W tym przypadku, reszty nukleozydowe G* i T^ są zaangażowane 

w oddziaływania warstwowe z G-tetradą G'-G^-G"-G'^. Ich obecność jest istotna nie 

tylko dla zachowania stabilności struktury TBA, ale również ma wpływ na wiązanie 

z cząsteczką trombiny. Reszta nukleozydowa T^ jest usytuowana poza osią rdzenia 

G-kwadrupleksu i nie jest zaangażowana w oddziaływania wewnątrzcząsteczkowe 

z pozostałą częścią aptameru (Rys. 6) [104]. Co więcej, stwierdzono, że zwiększając 

elastyczność pętli w pozycji T^ można uzyskać poprawę powinowactwa TBA 
do docelowego białka [103].

TftOlMBINA TROMBINA

Rysunek 6. Struktura trzeciorzędowa TBA w kompleksie z trombiną (plik PDB: IHAO).

Już wiele lat temu pojawiły się pierwsze doniesienia literaturowe wskazujące, 

że obok sekwencji również warunki środowiska wpływają na poprawność topologii 

fałdowania G-kwadrupleksów [95, 106, 107]. W przypadku TBA udowodniono, 

że do przyjęcia odpowiedniej struktury niezbędna jest obecność jonów potasu. 

Początkowo zakładano centralną lokalizację w rdzeniu cząsteczki aptameru. 

pomiędzy G-tetradami [95]. Na podstawie kolejnych badań z zastosowaniem techniki
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NMR wysunięto wniosek, że oddziaływanie z TBA zachodzi w stosunku 

stechiometrycznym 2:1. Jeden jon związany jest pomiędzy pętlami TT, drugi natomiast 

znajduje się w pobliżu pętli TGT [108, 109], Udowodniono również, że jeden jon 

potasu jest wystarczający do przyjęcia przez TBA konformacji krzesłowej, jednak 

związanie drugiego jonu w rejonie pętli TGT powoduje jej stabilizację i bierze udział 

w nadaniu tej cząsteczce zdolności inhibicji aktywności trombiny [109], Również 

w obecności jonów amonowych, baru, ołowiu, strontu oraz rubidu TBA przyjmuje 

strukturę antyrównoległego, wewnątrzcząsteczkowego kwadrupleksu o konformacji 

krzesłowej w temperaturze 25°C, podczas gdy jony litu, sodu, cezu, magnezu oraz 

wapnia są jedynie zdolne do stworzenia przejściowego kompleksu z tym aptamerem 

w niskich temperaturach [110, 111]. Przyczyną takiego stanu rzeczy może być fakt, 

że jony metali o promieniu jonowym zwartym w granicach od 1.3 do 1.5 A dobrze 

wpasowują się pomiędzy dwie G-tetrady.

Kluczowym dla pełnego zrozumienia mechanizmu działania aptameru 

wiążącego trombinę okazało się dokładne poznanie modelu oddziaływania TBA 

z cząsteczką trombiny na poziomie molekularnym. Na podstawie analizy danych 

uzyskanych metodą różnicowej kalorymetrii skaningowej oraz izotermicznego 

miareczkowania kalorymetrycznego ustalono ogólne założenie stanowiące, 

że wymienione cząsteczki oddziałują ze sobą w stosunku stechiometrycznym 1:2 [112]. 

TBA miał się wiązać z dwiema cząsteczkami trombiny: z pierwszą w jej miejscu 

zewnętrznym I, powodując inhibicję jej działania oraz z drugą w miejscu zewnętrznym 

II, nie wpływając na jej aktywność. Pierwsze badania strukturalne nie były jednak 

spójne co do wskazania fragmentu aptameru bezpośrednio zaangażowanego 

w omawiane interakcje. Początkowo, opierając się na analizie danych 

eksperymentalnych uzyskanych z pomiarów krystalograficznych wysunięto wniosek, 

że pętla TGT może być potencjalnym miejscem oddziaływania z trombiną i odpowiadać 

za inhibicyjne właściwości omawianego aptameru [105]. Równocześnie bazując 

na interpretacji wyników badań NMR stwierdzono, że to właśnie dwie pętle TT 

odgrywają kluczową rolę w wiązaniu TBA z docelowym białkiem [101]. Dopiero grupa 

badawcza pod kierunkiem F. Sica w opublikowanej w 2011 roku krystalograficznej 

pracy zdołała w jednoznaczny sposób określić dokładny schemat oddziaływania TBA 

z trombiną [113]. W założonym przez nich modelu wskazano, że aptamer wiążący 

trombinę wiążę się tylko z jedną cząsteczką docelowego białka w jego miejscu 

zewnętrznym I poprzez dwie pętle TT. Te ostatnie działają niczym szczypce chwytające
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wystające fragmenty regionu trombiny wiążącego fibrynogen. Opisany kompleks jest 

stabilizowany poprzez oddziaływania hydrofobowe. Powyższy model został 

potwierdzony w pracy krystalograficznej autorstwa A. Pica i współpracowników 

opublikowanej w 2013 roku [94]. Co więcej, autorzy uszczegółowili opis mechanizmu 

oddziaływania TBA-trombina wskazując, że reszty tymidyny w pozycji 3 (T^) i 12 (T'^) 

aptameru oraz reszty argininy (Arg75 i Arg77A), kwasu glutaminowego (Glu77), 

asparaginy (Asn78), izoleucyny (Ile79), tyrozyny (Tyr76) tego białka są bezpośrednio 

zaangażowane w omawiane oddziaływania. Dzięki powyższym badaniom możliwe 

stało się głębsze zrozumienie mechanizmu rozpoznawania przez TBA cząsteczki 

docelowej oraz zjawisk fizycznych leżących u podstaw powinowactwa i selektywności 

działania, co jest niezwykle istotne przy próbie ingerencji w strukturę omawianego 

oligomeru w celu poprawy jego aktywności biologicznej.

4.2 Modyfikacje TBA

Aptamer wiążący trombinę ze względu na szybkość i odwracalność działania 

oraz zdolność inhibicji aktywności trombiny związanej z fibryną stał się obiektem 

zainteresowania naukowców jako potencjalny lek antykoagulacyjny. Choć badania 

przeprowadzone na zwierzęcych modelach chorób układu krążenia były obiecujące 

i TBA poddano 1 fazie badań klinicznych to jednak zbyt wysokie dawki konieczne 

do uzyskania długotrwałego efektu leczniczego skłoniły badaczy do zaprzestania 

przeprowadzania testów na pacjentach [81, 114]. Mając na uwadze korzystne 

właściwości aptameru rozpoczęto próby poprawy jego parametrów

farmakokinetycznych. takich jak powinowactwo do trombiny, okres półtrwania 

w osoczu oraz stabilność termodynamiczna poprzez wprowadzenie różnych 

modyfikacji reszt nukleotydowych. Wśród nich można wyróżnić zmiany dotyczące; 

części zasadowej oraz cukrowej reszt nukleozydowych, wiązania 5'-3' fosfodiestrowego 

oraz struktury TBA.

Przez modyfikację części zasadowej reszt nukleozydów rozumiane jest 

podstawienie już istniejącej lub wprowadzenie nowej grupy funkcyjnej do pierścienia 

zasady heterocyklicznej oraz substytucję inną puryną (tranzycja) lub pirymidyną 

(transwersja). Najczęściej zmiany w szkielecie TBA dotyczą wprowadzenia

pochodnych reszt 2'-deoksyguanozyny. Ten nukleozyd składający się z guaniny, 

zbudowanej z dwóch pierścieni heterocyklicznych, zawiera kilka potencjalnych miejsc 

modyfikacji. G. He i współpracownicy zbadali wpływ obecności N^-alkiloguaniny
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na aktywność TBA [115], Wspomniana zasada heterocykliczna zawiera dodatkową 

grupę alkilową (Rys. 7a). Zaobserwowano zwiększenie właściwości antytrombinowych 

aptameru, gdy modyfikacja znajdowała się w pozycji i G". Na tej podstawie autorzy

NHR HO

OH OH

OH

Rysunek 7. Wzory strukturalne; a) 2'-deoksy-N--alkiloguanozyny; b) 2'-deoksy-8-alkiloguanozyny; 

c) 2'-deoksy-8-bromoguanozyny; d) 2'-deoksy-8-aminoguanozyny; e) 2'-deoksy-6-tioguanozyny; 

f) 2'-deoksy-izoguanozyny.

postawili tezę, że są to miejsca bezpośrednio zaangażowane w oddziaływania 

z trombiną. Grupy alkilowe wprowadzono również w pozycję C8 pierścienia guaniny 

(Rys. 7b). Zaobserwowano wzrost aktywności antytrombinowej badanego aptameru 

poprzez stabilizację reszt guanozyny w konformacji syn [115]. Podobny efekt uzyskano 

poprzez wprowadzenie w pozycję G' i G“* aptameru 2'-deoksy-8-bromoguanozyny 

(8-BrdG), która zawiera atom bromu (Br) w pozycji C8 (Rys. 7c) [116]. Stabilizacja 

konformacji syn wiązania N-glikozydowego jest spowodowana zawadą przestrzenną 

indukowaną obecnością atomu bromu. Warianty TBA posiadające modyfikowane 

reszty nukleozydowe 8-BrdG odznaczały się nie tylko niższymi wartościami stałej 

dysocjacji aptamer-trombina (Kd), ale także wyższą stabilnością termodynamiczną. 

W literaturze opisano również substytucję reszt guanozyny w pozycji G^ aptameru 

resztami guanozyny zawierającymi grupę aminową w pozycji C8 (Rys. 7d) [117]. 

Zaobserwowano destabilizujący wpływ tej modyfikacji na strukturę TBA 

najprawdopodobniej poprzez osłabienie oddziaływań warstwowych w cząsteczce 

kwadrupleksu. Kolejnym testowanym modyfikowanym nukleozydem była 

2'-deoksy-6-tioguanozyna, która w pozycji 6 pierścienia zasady azotowej posiada atom 

siarki zamiast tlenu (Rys. 7e) [118]. Substytucja tą pochodną powoduje obniżenie
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stabilności termodynamicznej analizowanego aptameru poprzez zaburzenie poprawnego 

tworzenia wiązań wodorowych typu Hoogsteen'a w G-tetradach. Co więcej, atom siarki 

ze względu na większy promień jonowy oraz mniejszą elektroujemność wpływa 

również na osłabienie oddziaływań z cząsteczkami wody oraz jonami metali. Niezwykle 

korzystne dla zdolności wiązania trombiny przez TBA okazało się wprowadzenie reszt 

2'-deoksy-izoguanozyny do rdzenia aptameru [119]. Jest to pochodna guanozyny, która 

posiada atom tlenu w pozycji C2 oraz grupę aminową w pozycji C6 pierścienia 

purynowego (Rys. 7f). Warianty zawierające powyższą modyfikację odznaczały się 

znacznym obniżeniem wartości Kd. W przypadku umiejscowienia 

2'-deoksy-izoguanozyny w pozycji G* TBA odnotowano dwukrotny spadek wartości 

stałej dysocjacji.

Biorąc pod uwagę powyższe dane literaturowe można było stwierdzić, 

że najkorzystniejsze dla poprawy właściwości antykoagualcyjnych TBA jest 

wprowadzenie modyfikacji reszty guanozyny w pozycje G', G^, G* i G'^^ aptameru.

Drugą grupę związków wprowadzanych do cząsteczki aptameru wiążącego 

trombinę w celu zwiększenia jej aktywności biologicznej oraz parametrów 

termodynamicznych stanowią pochodne tymidyny. Modyfikacją reszty nukleozydowej 

o dobrze opisanych i udowodnionych właściwościach zwiększających zdolność 

wiązania białka jest 2'-deoksy-4-tiourydyna, która posiada atom siarki zamiast tlenu 

w pozycji C4 (Rys. 8a) [120, 121]. S. Raviv wraz ze współpracownikami zbadał jaki 

efekt można uzyskać poprzez wprowadzenie reszt powyższego nukleozydu w wybrane 

pozycje TBA [122]. Zaobserwował, że szczególnie korzystny wpływ na zdolność 

inhibicji indukowanego przez trombinę tworzenia się skrzepów oraz aktywacji płytek 

krwi ma wprowadzenie tej modyfikacji w miejsca T^, T^, T^ i T’^ aptameru. Co więcej, 

warianty TBA zawierające reszty 2'-deoksy-4-tiourydyny odznaczały się większą 

odpornością na hydrolizę wiązania intemukleotydowego nukleazami komórkowymi. 

Kolejną testowaną pochodną tymidyny była 2'-deoksy-5-hydroksymetylourydyna 

(5-HmU), która w swojej budowie posiada dodatkową grupę hydroksymetylową 

w pozycji C5 pierścienia urydyny (Rys. 8b) [123]. Autorzy stworzyli warianty TBA 

posiadające pojedyncze podstawienia resztami 5-HmU w miejscach występowania reszt 

tymidyny. Zaobserwowali, że powyższa modyfikacja nie wpływa na topologię 

fałdowania omawianego G-kwadrupleksu. Co więcej, skierowane na zewnątrz 

cząsteczki aptameru grupy hydroksymetylowe zwiększają liczbę stabilizujących 

oddziaływań z otaczającymi cząsteczkami wody. W teście fibrynogenowym

40





CZĘSC LITERATUROWA

zaobserwowano obniżenie właściwości antykoagualcyjnych badanych wariantów. 

Co ciekawe, analogi TBA posiadające modyfikację 5-HmU w pozycji T^, T’, T*^ 

odznaczały się zdolnością wydłużenia czasu protrombinowego w stosunku 

do niemodyfikowanego aptameru. Może to świadczyć o wpływie innych, dotąd 

niezidentyfikowanych składników osocza krwi na właściwości antykoagulacyjne 

aptameru wiążącego trombinę. Jedną z nielicznych modyfikacji, której wprowadzenie 

w pozycje T"* i T*'* wpływa na zwiększenie właściwości antykoagulacyjnych TBA jest 

2'-deoksy-5-fluorourydyna (5-FU) [124]. Nukleozyd ten posiada atom fiuoru w pozycji 

C5 pierścienia urydyny (Rys. 8c). Pojedyncza substytucja 5-FU w miejscach 

występowania tymidyny w łańcuchu TBA zwiększa stabilność termodynamiczną 

analizowanych wariantów.

Na podstawie dostępnych danych literaturowych można sformułować dwa 

podstawowe wnioski: wprowadzenie modyfikacji części zasadowej w pozycje T^, T^, 

T'^ aptameru jest korzystne termodynamicznie i ma wpływ na wzrost jego aktywności 

antykoagulacyjnych, natomiast substytucja w miejscach T'* i T'^ powoduje spadek 

zdolności inhibicji poziomu aktywności trombiny oraz obniżenie trwałości 

termodynamicznej badanych wariantów. Duży wpływ na topologię fałdowania

a)

o

c)

Rysunek 8. Wzory strukturalne: a) 2'-deoksy-4-tiourydyny; b) 2'-deoksy-5-hydroksymetylourydyny; 

c) 2'-deoksy-5-fluorourydyny.

aptameru wiążącego trombinę ma konformacja części cukrowej budujących go reszt 

nukleozydów. Grupa badawcza pod kierunkiem R. Shafera dowiodła poprawności 

powyższego stwierdzenia badając wpływ wielokrotnego lub całkowitego podstawienia 

reszt 2'-deoksyguanozyny jej odpowiednikiem RNA (Rys. 9a) [126]. Ryboza występuje 

w konformacji C3'-endo, co równocześnie wymusza przyjęcie przez zasadę azotową 

rybonukleozydu ułożenia anti względem wiązania N-glikozydowego. Wprowadzenie 

reszt guanozyny w pozycje TBA, w których wymagana była konformacja syn 

nukleozydów (G', G^ G'°, G''*) zaburzało topologię fałdowania omawianego aptameru
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i wpłynęło na zmianę charakteru jego struktury na międzycząsteczkowy, równoległy 

G-kwadrupleks. Powyższe warianty TBA, w porównaniu do niemodyfikowanego

a) b) c)

B
HO-

OH OH OH^O OH

d) e) f)

HO

OH

g) h)

HO
B

T

OH OH

Rysunek 9. Wzory strukturalne: a) rybonukleozydu; b) nukleozydu o usztywnionej konformacji 

pierścienia rybozy (LNA); c) metanokarbanukleozydu typu North; d) metanokarbanukleozydu typu 

South; e) 2'-0-metylorybonukleozydu; f) 2'-deoksy-2'-fluoro-D-arabinonukleozydu; g) nukleozydu 

o zwiększonej labilności konformacyjnej pierścienia rybozy (UNA); h) 2'-C-piperazynonukleozydu 

o zwiększonej labilności konformacyjnej pierścienia rybozy (2'-piperazyno-UNA).

aptameru, odznaczały się niższą, zależną od stężenia stabilnością termodynamiczną 

[125, 126], Podobny efekt uzyskano poprzez wprowadzenie reszt nukleozydów 

o usztywnionej konformacji pierścienia rybozy (LNA, ang. locked nucleic acids) 

posiadających mostek metylenowy pomiędzy atomami 02' i C4' pierścienia rybozy 

(Rys. 9b) [127]. Także w tym przypadku konsekwencje podstawienia modyfikowanymi 

resztami nukleozydowymi typu LNA były zależne od jej umiejscowienia w aptamerze. 

Warianty TBA całkowicie podstawione omawianymi resztami nukleozydowymi 

lub zwierające je w miejscu G' nie były ustrukturalizowane oraz odznaczały się 

obniżonymi właściwościami biologicznymi, co może być związane z usztywnieniem 

łańcucha oligomeru. Najkorzystniejsze dla zachowania topologii fałdowania aptameru
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wiążącego trombinę okazało się wprowadzenie modyfikacji typu LNA w pozycję G'^ 

tego oligonukleotydu. Co więcej, w pracy autorstwa L. Bonifacio i współpracowników 

udowodniono, że jest możliwe uzyskanie wariantów TBA z zachowaną częściową 

aktywnością biologiczną w przypadku, gdy dokonano substytucji resztami 

nukłeotydowymi w serii LNA w miejscu G“ i T"* aptameru [128], H. Saneyoshi 

i współpracownicy wykonali serię niezwykłe interesujących eksperymentów 

z zastosowaniem reszt metanokarbanukleozydów, zawierających modyfikowane, 

bicykłiczne reszty pseudocukrowe o ściśle zdefiniowanej konformacji North 

(N, Rys. 9c) łub South (S, Rys. 9d) pozbawione atomu tlenu 04' [129]. Ta specyficzna 

budowa narzuca również zdefiniowaną konformację wiązania glikozydowego: 

w cząsteczce o konformacji N (C3'-endo) reszty pseudocukrowej przyjmuje ono 

konformację anti, natomiast w przypadku S (C2'-endo) konformację syn. Autorzy 

postanowili zbadać wpływ konformacji reszty pseudocukrowej oraz wiązania 

N-glikozydowego na stabilność termodynamiczną i strukturę TBA. W tym celu 

stworzyli serię wariantów posiadających pojedyncze podstawienie opisywanymi 

modyfikacjami reszt nukleozydowych w pozycjach G^, G‘**, G'"* i G'^ aptameru. 

Największą destabilizację struktury zaobserwowano w przypadku, gdy reszty 

nukleozydowe różniły się od pierwotnych konformacją części pseudocukrowej 

i wiązania N-glikozydowego. Nieco mniejszy, lecz nadal znaczący efekt odnotowano 

w przypadku zmiany konformaeji anti na syn. Najmniejszy wpływ na stabilność 

termodynamiczną badanych wariantów miała ingerencja w ułożenie części 

pseudocukrowej (S-N). Powyższe badania potwierdziły, że to konformacja wiązania 

N-glikozydowego ma decydujące znaczenie dla zachowania struktury oraz stabilności 

termodynamicznej TBA. Również wprowadzenie reszt 2'-0-metyloguanozyny (Rys. 9e) 

do rdzenia aptameru wiążącego trombinę powodowało obniżenie wartości parametrów 

termodynamicznych oraz zmiany strukturalne i konformacyjne [126]. Jedną z niewielu 

modyfikacji pierścienia 2'-deoksyrybozy zwiększającą stabilność termodynamiczną 

oraz aktywność biologiczną TBA jest 2'-deoksy-2'-fiuoro-D-arabinonukleozyd 

(2'-FaraN), który posiada atom fluoru w pozycji C2' pierścienia arabinozy (Rys. 91)

[130]. Część cukrowa tego nukleozydu przyjmuje konformację C2'-endo. 2'-FaraN 

zwiększa odporność oligonukleotydów na hydrolizę nukleazami komórkowymi. 

Wprowadzenie powyższej modyfikacji w miejsca występowania reszt guanozyn 

znajdujących się w konformacji anti powodowało wzrost stabilności biologicznej oraz 

temperatury topnienia aptameru o ok. 3°C. Co więcej, warianty TBA posiadające
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2'-FaraN w pozycji G'^ i G'"* odznaczały się czterokrotnym wzrostem powinowactwa 

do cząsteczki trombiny. W każdym z powyższych przypadków zachowana była 

topologia struktury G-kwadrupleksu. Równie korzystny efekt daje wprowadzenie reszt 

pochodnych kwasów nukleinowych o zwiększonej labilności konformacyjnej 

pierścienia rybozy (UNA, ang. unlocked nucleic acid). Monomer UNA odznacza się 

większą elastycznością względem niemodyfikowanego odpowiednika, co jest skutkiem 

braku wiązania pomiędzy atomami C2' i C3' pierścienia rybozy (Rys. 9g). Grupa 

badawcza pod kierunkiem J. Wengela zbadała wpływ pojedynczego wprowadzenia 

reszty UNA do TBA [131]. Zaobserwowali oni, że umiejscowienie powyższej 

modyfikacji w pozycji T\ T^ oraz T‘^ aptameru miało korzystny wpływ na jego 

stabilność termodynamiczną. Co więcej, wariant TBA zawierający pojedyncze 

podstawienie resztą urydyny typu UNA w pozycji T^ odznaczał się lepszymi 

właściwościami antykoagulacyjnymi niż niemodyfikowana cząsteczka. Obecność 

dodatkowej grupy piperazynowej w pozycji C2' modyfikacji typu UNA (Rys. 9h) 

zwiększyła właściwości stabilizacyjne tej pochodnej RNA [132]. Wprowadzenie 

powyższej modyfikacji w wybrane pozycje TBA wpłynęło korzystnie na trwałość 

termodynamiczną G-kwadrupleksu. Zmiana ta jednak powodowała obniżenie 

powinowactwa do trombiny i jedynie wariant zawierający 2'-C-piperazyno-UNA-U 

w pozycji T^ posiadał zbliżoną do TBA wartość Kd.

Uogólniając, przedstawione dane literaturowe wskazują, że wprowadzenie 

modyfikacji części cukrowej w większości przypadków powoduje znaczne obniżenie 

stabilności termodynamicznej oraz aktywności biologicznej, a także może zaburzać 

topologię fałdowania TBA. Szczególnie negatywny wpływ mają zmiany dotyczące 

pozycji zajmowanych przez reszty guanozyn biorących udział w tworzeniu G-tetrad 

stanowiących szkielet omawianego aptameru. Jedną z nielicznych substytucji 

wpływających korzystnie na parametry termodynamiczne oraz aktywność 

antykoagulacyjną TBA jest wprowadzenie reszt nukleozydowych UNA. Jednakże 

w tym przypadku obserwowany efekt ściśle zależy od lokalizacji substytucji 

w cząsteczce aptameru.

M. Scuotto wraz ze współpracownikami przeprowadzili niezwykle intersujące 

badania nad wpływem pojedynczego podstawienia reszty nukleozydowej jednej z pętli 

TBA łącznikiem dibenzylowym (Rys. 10) [133]. Konsekwencją wprowadzenia 

powyższej modyfikacji było znaczne obniżenie właściwości antykoagulacyjnych TBA, 

przy czym nie zaburzała ona struktury omawianego kwadrupleksu oraz nie wpływała
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w sposób znaczący na jego stabilność termodynamiczną. Co ciekawe, powyższe 

warianty TBA odznaczały się zdolnością inhibicji wzrostu linii komórkowej raka szyjki 

macicy HeLa. Warianty odznaczające się najlepszymi właściwościami 

antyproliferacyjnymi posiadały modyfikację w pozycji T"*, T'^ oraz TBA.

Rysunek 10. Wzór strukturalny łącznikiem dibenzylowego.

Podjęto również próbę poprawy właściwości termodynamicznych oraz 

biologicznych TBA poprzez modyfikację wiązania intemukleotydowego. 

Wprowadzenie wiązania metylofosfonianowego, w którym jeden atom tlenu zastąpiono 

grupą metylową (Rys. lla), wywierało silnie destabilizujący wpływ na strukturę 

omawianego G-kwadrupleksu [126]. Było to związane ze zmniejszeniem stopnia 

hydratacji cząsteczki TBA, wynikającym z braku obecności kluczowego komponenta 

zaangażowanego w tworzenie wiązań wodorowych pomiędzy resztami zasady 

azotowej, cukrowej oraz otaezającymi cząsteczkami wody. Zmniejszenie ujemnego 

ładunku wiązania 5'-3' fosfodiestrowego w szkielecie TBA może wpłynąć na poprawę 

jego aktywności biologicznej poprzez wydłużenie okresu półtrwania (T1/2). Głównym 

czynnikiem odpowiadającym za wielkość parametru T1/2 jest efektywność wnikania 

oligonukleotydów do komórek, które zachodzi na drodze endocytozy kierowanej 

receptorami. Im bardziej ujemny ładunek cząsteczki, tym krótszym czasem półtrwania 

się ona charakteryzuje. G. He wraz ze współpracownikami przebadał wpływ 

pojedynczego łub wielokrotnego podstawienia wiązania 5'-3' fosfodiestrowego 

formacetałem (Rys. łłb) na poziom aktywności antykoagulacyjnej TBA [134]. 

W badaniach in vitro (określenie czasu protrombinowego), powyższa substytucja 

generalnie nie wpływała na właściwości biologiczne badanego aptameru z wyjątkiem 

przypadku, gdy zmiana dotyczyła pozycji T‘*-G^ oraz T'^-G''*. W badaniach in vivo, 

przeprowadzanych na małpach, naukowcy zaobserwowali wzrost właściwości 

antykoagulacyjnych badanych wariantów TBA, co można pośrednio powiązać 

z obniżeniem poziomu efektywności endocytozy indukowanego zmianą ładunku
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cząsteczki aptameru. Nie tylko zmniejszenie ujemnego charakteru wiązania 5'-3'

a) b) c)

W

d) e)

o=p-oIo

Rysunek il. Schemat modyfikacji wiązania 5'-3' fosfodiestrowego: a) wiązanie metylofosfonianowe; 

b) wiązanie formacetalowe; c) wiązanie tiofosforanowe, d) wiązanie o zmienionej polamości (5'-5'), 

e) wiązanie o zmienionej polamości (3'-3')-

fosfodiestrowego, ale również wielkość promienia jonowego budujących je atomów 

wpływa na zachowanie przez TBA charakteru antyrównoległego, 

wewnątrzcząsteczkowego kwadrupleksu. Wprowadzenie do rdzenia G-tetrad wiązania 

tiofosforanowego, charakteryzującego się substytucją tlenu atomem siarki (Rys. lic), 

destabilizuje strukturę omawianego aptameru [126]. Co ciekawe, powyższa 

modyfikacja nie zaburza topologii fałdowania TBA. Obok stabilności 

termodynamicznej, aktywności biologicznej oraz krótkiego okresu półtrwania 

degradacja przez nukleazy komórkowe jest kolejnym ważnym problemem, którego 

rozwiązanie zwiększyłoby szanse na zastosowanie TBA w celach terapeutycznych.

46





CZĘSC LITERATUROWA

Działanie egzonukłeaz polega na odłączeniu pojedynczej reszty nukleozydowej 

od końca 5' lub 3' oligonukleotydu w wyniku hydrolizy wiązania 5'-3' fosfodiestrowego 

[135, 136], L. Martino wraz ze współpracownikami postanowili podjąć próbę 

zwiększenia odporności TBA na degradację nukleazami poprzez reorientację polamości 

wiązania intemukleotydowego (5'-5') między resztami tymidyny w pozycji T^ i T'* 

aptameru (Rys. Ud) [137]. Wprowadzenie powyższej modyfikacji spowodowało 

zmianę topologii fałdowania kwadmpłeksu, przy jednoczesnym zwiększeniu stabilności 

termodynamicznej oraz nieznacznym obniżeniu aktywności biologicznej. Ta sama 

grupa badawcza określiła również wpływ równoczesnego dodania na każdym końcu 

TBA pojedynczej reszty nukleozydowej oraz zmiany polamości wiązania pomiędzy 

dwoma terminalnymi pozycjami aptamem (od strony 5' wprowadzono wiązanie 5'-5', 

od strony 3' wprowadzono wiązanie 3'-3', Rys. Ile) [138]. Uzyskano w ten sposób 

warianty odznaczające się zwiększoną odpornością na enzymatyczną hydrolizę 

wiązania intemukleotydowego, stabilnością termodynamiczną oraz znaczącym 

powinowactwem względem trombiny.

Na podstawie powyższego przeglądu literatury możliwe było stwierdzenie, 

że wprowadzenie modyfikacji wiązania intemukleotydowego w większości przypadków 

nie zmienia lub powoduje obniżenie właściwości antykoagulacyjnych wariantów TBA. 

Niekiedy obserwowano zwiększenie stabilności termodynamicznej badanych 

aptamerów oraz wydłużenie ieh okresu półtrwania w osoczu w wyniku zwiększenia 

odporności na cięcie nukleazami komórkowymi.

W toku poszukiwania nowych analogów aptameru wiążącego trombinę, 

odznaczających się większym powinowactwem do docelowego białka oraz 

specyficznością działania, podjęto próbę stworzenia dłuższych konstruktów 

oligonukleotydowych, których trzon stanowiła sekwencja TBA. K. Ikebukuro wraz 

ze współpracownikami stworzył 31 nukleotydowy aptamer DNA, nazywany RE31, 

który był zbudowany z G-kwadrupleksu (sekwencja TBA, 15 nt) i dupleksu (6 nt) 

połączonych dwunukleotydowym, niesparowanym fragmentem DNA (Rys. 12a) [139]. 

Opisywana cząsteczka charakteryzowała się zdolnością dwukrotnego wydłużenia czasu 

protrombinowego w porównaniu do TBA. Potwierdzono, że RE31 poprzez wiązanie się 

z miejscem zewnętrznym 1 trombiny powoduje inhibicję tworzenia fibryny oraz 

agregacji płytek krwi [140, 141]. Co ciekawe, w badaniach strukturalnych wykluczono, 

aby przyłączenie fragmentu dwuniciowego zbudowanego z 6 par zasad do trzonu TBA 

w istotny sposób zaburzało topologię fałdowania tej cząsteczki [142]. Biorąc po uwagę
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powyższe fakty V. Spiridonova wraz ze współpracownikami postanowił podjąć próbę 

określenia optymalnej długości części helikalnej RE31, tak by wypracować pewne 

ogólne zasady użyteczne przy projektowaniu podobnych związków [143]. Naukowcy

c)

Rysunek 12. Schemat struktury; a) RE3I [142]; b) RA36; c) HD22 [144].

zaobserwowali, że choć dodanie kilku reszt nukleozydowych tworzących dupleks 

na końcach cząsteczki TBA wpływa korzystnie na jej aktywność biologiczną to efekt 

ten jest widoczny dopiero przy wprowadzeniu co najmniej 4 par nukleotydowych. 

Najniższą, kilkakrotnie mniejszą od TBA, wartość parametru Kd uzyskano dla RE31 

posiadającego dupleks o długości 6 par zasad. Poza dodawaniem kilku reszt 

nukleozydowych na każdym z końców aptameru wiążącego trombinę, stworzono 

również 31-nukleotydowy koniugat składający się z dwóch, połączonych wiązaniem 

kowalencyjnym (Rys. 12b), cząsteczek TBA, występujący pod nazwą RA-36
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[145-147]. Wykazywał on zbliżoną do RE31 aktywność antykoagualcyjną, jednak jak 

dotąd brakuje danych literaturowych informujących o dokładnej strukturze 

przestrzennej tego związku oraz modelu oddziaływania z białkiem docelowym. 

Niemalże równocześnie grupa badawcza pod kierunkiem K. Ikebukuro'a 

zsyntetyzowała kilka koniugatów składających się z sekwencji TBA połączonej 

łącznikiem poli(dT) z innym 29-nukleotydowym aptamerem (HD22; Rys. 12c) zdolnym 

do inhibicji aktywności trombiny [144]. Każda z części rozpoznawała i wiązała się 

z innym fragmentem enzymu: pierwszy z miejscem zewnętrznym I, drugi miejscem 

zewnętrznym II. Na podstawie analizy wyników badań stwierdzono, że powyższy 

koniugat nie tylko odznacza się wyższym powinowactwem do cząsteczki trombiny, 

ale również lepszymi w porównaniu do wyjściowych cząsteczek właściwościami 

antykoagulacyjnymi.

4.3 Potencjalne zastosowania TBA

Aptamer wiążący trombinę został odkryty głównie w celu inhibicji aktywności 

trombiny, przez co może stanowić potencjalny lek przeciwzakrzepowy, będący 

doskonałą alternatywą dla aktualnie stosowanych antykoagulantów. Naukowcy 

podejmują wytężone próby poprawy właściwości TBA dążąc do wydłużenia jego 

okresu półtrwania w organizmie i powinowactwa do cząsteczki docelowej, czyniąc 

perspektywę użycia omawianego oligonukleotydu jako terapeutyku jeszcze bliższą 

[71, 119, 122]. Ponadto, aptamer wiążący trombinę ze względu na łatwość syntezy oraz 

niewielki rozmiar stanowi doskonały model badawczy do określania wpływu 

rozmaitych modyfikacji na strukturę oraz stabilność G-kwadrupłeksów.

Podstawowe cechy aptameru wiążącego trombinę takie jak wysoka swoistość 

działania oraz zdolność wiązania trombiny w bardzo niskich stężeniach skłoniły 

naukowców do podjęcia próby wykorzystania omawianego oligonukleotydu jako 

elementu wysoce specyficznych systemów detekcji czynnika Ila (aptasensorów). 

Jednymi z pierwszych, którzy podjęli się tego zdania była grupa badawcza 

pod kierunkiem D.R. Wałta [148]. W opublikowanej w 2000 roku pracy prezentują oni 

mikromacierze składające się z cząsteczek TBA unieruchomionych kowalencyjnie 

na powierzchni mikrokułek, które umieszczono w studzienkach optycznych włókien. 

Stosowana w tym eksperymencie trombina posiadała znacznik fluorescencyjny, 

a detekcja sygnału odbywała się przy zastosowaniu kamery CCD (ang. charge-coupled 

device). Co ciekawe, na zasadzie kompetencyjnego wiązania możliwe okazało się także
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oznaczenie stężenia nieznakowanego enzymu. Grupa M. Santona również wykorzystała 

aptamer wiążący trombinę do stworzenia narzędzia umożłwiającego detekcję trombiny 

w roztworze [ł49]. W tym cełu zaprojektowano oligomer zawierający sekwencję TBA 

w ten sposób, by cząsteczka ta przyjmowała strukturę spinki, posiadając jednocześnie 

na końcu 5' sześć dodatkowych reszt nukleozydowych i znacznik fluorescencyjny oraz 

wygaszacz fluorescencji od strony 3'. Obecność trombiny w roztworze faworyzowała 

przyjęcie struktury G-kwadrupleksu przez opisywany związek, co pociągało za sobą 

oddalenie barwnika fluorescencyjnego od czynnika wyciszającego i następowała emisja 

sygnału, którą można było skorelować z ilością białka. Na podobnej zasadzie działania 

opierał się system zaprojektowany przez grupę X. Su [150]. Składał się on z kropek 

kwantowych połączonych z albuminą surowicy bydlęcej (BSA-QD, ang. bovine serum 

albumin-quantum dot) oraz dwóch oligomerów: jednego przyjmującego strukturę spinki 

do włosów zawierającego sekwencję TBA (Ol), drugiego komplementarnego 

do fragmentu trzonu poprzedniej cząsteczki (02). Te ostatnie cząsteczki wiążąc się 

do BSA-QD na zasadzie oddziaływań elektrostatycznych powodowały emisję sygnału 

fluorescencyjnego. W przypadku występowania w roztworze trombiny, następowała 

indukowana jej obecnością zmiana struktury oligomeru Ol i jego hybrydyzacja 

z cząsteczką 02. Powstały kompleks tracił zdolność oddziaływania z kropkami 

kwantowymi i prowadził do zaniku sygnału fluorescencyjnego, który jest odwrotnie 

proporcjonalny do ilości trombiny w roztworze. Oprócz powyżej opisanych 

przykładów, do tej pory przy tworzeniu aptasensorów opartych na sekwencji TBA jako 

metodę detekcji wykorzystano mikroskopię sił atomowych (AFM, ang. atomie force 

microscope) [151], spektroskopię powierzchniowego rezonansu płazmonowego 

(SPR, ang. surface plasmon resonance) [152] i Ramana [153], natomiast 

do wzmocnienia sygnału użyto: nanocząstek złota [154], srebra [153, 155], nanorurek 

węgłowych [156], grafenu [157, 158] oraz reakcji enzymatycznych [154].

Zmiany konformacyjne TBA wywołane obecnością jonów metali, głównie 

potasu, zostały wykorzystane do stworzenia sensorów wykrywających ich obecność.

S. Nagatoishi wraz ze współpracownikami syntetyzował koniugat TBA 

z przyłączonymi na końcach fluorofortami: 6-karboksytetrametyłorodaminą (TAMRA, 

ang. 6-carboxytetramethylrhodamine) i 6-karboksyfluoresceiną (FAM, 

ang. 6-carboxyfluorescein) [159]. W obecności jonów potasu związek ten przyjmuje 

postać G-kwadrupleksu zapewniając optymalną odległość pomiędzy donorem 

i akceptorem, umożliwiając wystąpienie zjawiska FRET (ang. Forster resonance energy
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transfer). Wyżej opisany układ obarczony jest jednak pewnymi ograniczeniami, 

wynikającymi z występowania fałszywie dodatniego wyniku będącego efektem 

oddziaływania pomiędzy donorem a akceptorem dwóch różnych cząsteczek. Grupie

S. Takenaka udało się uniknąć tego problemu poprzez umieszczenie na każdym 

z końców aptameru reszty pirenu [160]. Grupy te, wskutek utworzenia G-kwadrupłeksu 

indukowanego obecnością jonów potasu, układają się względem siebie w określonej 

konfiguracji tworząc agregaty w stanie wzbudzonym (ekscymery) co skutkuje 

pojawieniem się silnego pasma w długofalowym zakresie widma emisji fluorescencji.

W ostatnim czasie rozpoczęto badania nad zastosowaniem TBA w celu 

zahamowania proliferacji nowotworowych linii komórkowych [133]. Wprowadzenie 

łącznika dibenzylowego w pozycje T“* i T'^ opisywanego aptameru obniża jego 

zdolność oddziaływania z trombiną zwiększając jednak pięciokrotnie jego potencjał 

inhibicyjny względem komórek nowotworowych HeLa. Ponadto, E. Gaddes wraz 

ze współpracownikami udowodnił, że opisywany aptamer jest zdolny do zahamowania 

adhezji komórek nowotworowych do nabłonka naczyń krwionośnych poprzez inhibicję 

konwersji fibrynogenu w fibrynę [161]. Chociaż wyniki powyższych badań 

są obiecujące to weiąż nie jest znany dokładny mechanizm działania 

antyproliferacyjnego TBA. Dokładne poznanie istoty tych procesów na poziomie 

molekularnym przyczyni się nie tylko do poszerzenia wiedzy na temat wpływu 

całkowicie nowych modyfikacji na strukturę omawianych kwadrupłeksów, ale 

w przyszłości może stanowić podstawę do opracowania nowych związków 

odznaczających się większą skutecznością działania antyproliferacyjnego.
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V. WYNIKI I DYSKUSJA

1. Badania trwałości termodynamicznej wariantów TBA

Trwałość termodynamiczną badanych wariantów TBA określono poprzez 

wykorzystanie metody topnienia UV (ang. UV melting) przy użyciu spektrofotometru 

UV/VIS. Jest to technika pozwalająca na zarejestrowanie zmiany absorbancji badanej 

próbki (zwykle przy długości fali równej 260 nm) w funkcji temperatury [162], Zasady 

heterocykliczne we fragmentach helikalnych kwasów nukleinowych oddziałują ze sobą 

warstwowo i są skierowane do wnętrza rdzenia, natomiast szkielet fosfocukrowy jest 

zorientowany na zewnątrz cząsteczki w kierunku otaczającego środowiska. Wzrost 

temperatury prowadzi do rozplecenia struktury i przyjęcia nieuporządkowanej formy 

jednoniciowej. Towarzyszy temu zjawisko hiperchromizmu czyli wzrostu absorbancji 

spowodowanego zanikiem asocjacji warstwowej par zasad heterocyklicznych (Rys. 13). 

W przypadku badań termodynamicznych G-kwadrupleksów wykonywanych przy 

długości fali równej 295 nm obserwuje się przeciwstawny efekt określany mianem 

hipochromizmu (Rys. 13). Wraz ze wzrostem temperatury następuje spadek 

absorbancji, co jest spowodowane zanikiem oddziaływań pomiędzy resztami guanozyn 

tworzącymi G-tetrady. W związku z powyższym obserwowana krzywa topnienia ma

• efekt hipochromowy

Rysunek 13. Przykładowe krzywe topnienia obrazujące odpowiednio efekt hipochromowy 

i hiperchromowy.
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odwrotny przebieg w porównaniu z krzywą uzyskaną dla dupleksu. Dzięki temu 

możliwe jest równoczesne określenie trwałości termodynamicznej wspominanych 

struktur [162, 163].

Temperaturę, w której ustrukturalizowane formy oligonukleotydów istnieją 

w równym stosunku ilościowym z postacią jednoniciową określa się mianem 

temperatury topnienia (Tm, ang. melting temperature). Na podstawie występowania 

zależności wartości parametru Tm od stężenia badanej cząsteczki można wnioskować 

o cząsteczkowości badanego układu (tzn. ile oligonukleotydów buduje badaną 

strukturę). Struktury o wewnątrzcząsteczkowym charakterze takie jak np. niektóre 

G-kwadrupleksy, zbudowane z jednej nici kwasów nukleinowych, odznaczają się 

brakiem występowania powiązania temperatury topnienia ze stężeniem. W przypadku, 

gdy układ składa się z co najmniej dwóch cząsteczek wówczas obserwuje się wzrost 

wartości parametru Tm wraz ze zwiększaniem stężenia badanych oligonukleotydów 

[162].

ogrzewanie
schładzanie

Rysunek 14. Przykładowe krzywe topnienia obrazujące zjawisko histerezy.

Wszystkie klasy G-kwadrupleksów odznaczają się powolną kinetyką 

fałdowania [164]. W przypadku zastosowania warunków eksperymentu, w których 

szybkość ogrzewania łub chłodzenia próbki (podczas wykonywania pomiarów 

termodynamicznych) jest większa niż tempo przechodzenia oligonukleotydów ze stanu 

uporządkowanego do rozplecionego występuje zjawisko histerezy. Przejawia się ono
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rozbieżnością przebiegu krzywych z pomiarów wykonywanych przy stopniowym 

chłodzeniu i ogrzewaniu próbki (Rys. 14). Prowadzi to do otrzymania różniących się 

między sobą wartości parametrów termodynamicznych. Można uniknąć występowania 

tego zjawiska poprzez przyjęcie odpowiednio wolnego tempa zmiany temperatury 

(< 0.5°C/min).

Ponieważ G-kwadrupleksy odznaczają się małymi zmianami absorbancji 

towarzyszącymi wzrostowi temperatury przy długości fali równej 260 nm, pomiary 

trwałości termodynamicznej tej klasy cząsteczek wykonano przy długości fali 295 nm, 

w której wspomniana różnica przyjmuje większą o 50-80% wartość [163]. Ponadto, 

w celu uzyskania optymalnych wartości temperatur topnienia analizowanych 

G-kwadrupleksów, badania prowadzono w buforze zawierającym 100 mM chlorek 

potasu. Dodatkowo, przed przystąpieniem do właściwych pomiarów określono również 

szybkość zmian temperatury próbek, gwarantującą osiągnięcie stanu równowagi 

kinetycznej przez badany układ, a co za tym idzie brak występowania niepożądanego 

zjawiska histerezy. W związku z powyższym wzrost temperatury w niniejszych 

badaniach był dokonywany z szybkością równą 0.2°C/min.

1.1 Wpływ podstawienia kanonicznymi resztami nukleotydowymi typu UNA na 

trwałość termodynamiczną TBA

Do badania wpływu podstawienia aptameru TBA kanonicznymi resztami 

nukleotydowymi typu UNA wykorzystano 23 oligonukleotydy zawierające A^, C^, G^ 

lub U^. Pojedyncze reszty UNA wprowadzano w każdą możliwą pozycję trzech pętli 

tj. T^, T*, T^, G*, T*^, T’^ lub T'^ cząsteczki TBA. Miejsca te zostały uprzednio opisane 

jako charakteryzujące się, pod względem termodynamicznym, największą tolerancją 

na wprowadzenie reszt UNA do aptameru TBA (zmiana dT na U^ lub dG na G’^) 

[131, 132]. Ponadto, dotychczas opublikowane dane sugerują, że zamiana reszty tyminy 

lub guaniny w rejonie jednej z pętli na resztę innej zasady heterocyklicznej, przy 

zachowaniu niemodyfikowanej reszty 2'-deoksyrybozy, powoduje zachowanie struktury 

G-kwadrupleksu, a w niektórych przypadkach może nawet wpłynąć korzystnie na jego 

trwałość termodynamiczną [165]. W badaniach prowadzonych w ramach pracy 

doktorskiej zdecydowano się więc na rozszerzenie podstawowych danych 

literaturowych o dodatkową analizę wpływu nie tylko zamiany reszty 2'-deoksyrybozy 

na acykliczną resztę pseudocukrową występującą w UNA, ale również na podstawienie 

tyminy resztami adeniny, cytozyny lub guaniny (poz. T^, T"*, T^, T*^, T'^ lub T'^) oraz
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guaniny resztami adeniny, cytozyny lub uracylu. Podstawowym założeniem 

powyższego postępowania był fakt, iż nawet jeżeli wprowadzone reszty UNA nie 

spowodują wyraźnego zwiększenia trwałości termodynamicznej G-kwadrupleksu, mogą 

przyczynić się do poprawy jego właściwości biologicznych na późniejszym etapie 

badań.

TBA 
»U

O
^■ci"

Rysunek 15. Wykres zależności wartości energii swobodnej wariantów zawierających reszty 

nukleotydowe UNA od położenia modyfikacji w cząsteczce TBA.

Na podstawie uzyskanych danych możliwe było sformułowanie wniosku, 

że największą stabilizację cząsteczki TBA uzyskuje się poprzez wprowadzenie reszt 

nukleotydowych UNA w pozycję T^ aptameru (Rys. 15 oraz Rys. 16, Tab. 1). Zmiana 

energii swobodnej (AAG°3?) wynosiła -0.37, -0.59 oraz -0.53 kcal/mol odpowiednio dla 

A^, oraz G^. Uzyskane efekty termodynamiczne dla wariantów zawierających 

w pozycji T^ resztę A^, lub G^ korespondują ze wcześniej uzyskanymi wynikami 

dla cząsteczki TBA zawierającej w tej pozycji U^ [131]. W tym przypadku, obecność 

U^ w pozycji T’ powodowała zwiększenie trwałości termodynamicznej TBA o 0.50 

kcał/mol (AAG°3? = -0.50 kcal/moł). Porównywalne wartości efektów

termodynamicznych wywołanych wprowadzeniem wszystkich czterech rodzajów reszt 

nukleotydowych typu UNA sugerują, że na poprawę trwałości termodynamicznej 

G-kwadrupleksu w pozycji T’ decydujący wpływ wywiera zwiększenie labilności 

konformacyjnej części cukrowej lub występowanie dodatkowej grupy hydroksylowej 

w pozycji C2', natomiast czynnik związany ze zmianą reszty zasady heterocyklicznej
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jest w tym przypadku mniej istotny. Może być to związane z nietypowym ułożeniem 

przestrzennym reszty nukleotydowej w pozycji T^, w której zasada heterocykliczna 

skierowana jest w stronę roztworu i nie oddziałuje z innymi fragmentami 

G-kwadrupłeksu, przez co mało znaczące staje się wprowadzenie reszt zasad 

heterocyklicznych różniących się powierzchnią pierścieni aromatycznych czy też 

obecnością różnych grup funkcyjnych (Rys. 6, część literaturowa) [104].
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Rysunek 16. Wykres zależności wartości zmian energii swobodnej wariantów zawierających reszty 

nukleotydowe UNA od położenia modyfikacji w cząsteczce TBA.

Nieco mniejszy, ale nadal stabilizacyjny efekt zaobserwowano w przypadku 

wprowadzenia G^ w pozycję aptameru (AAG°3?= - 0.29 kcal/moł; Rys. 16, Tab. 1). 

Obecność w tej pozycji reszty A*-* powodowała natomiast destabilizację 

G-kwadrupleksu o 0.53 kcal/mol, podczas gdy wprowadzenie prowadziło 

do zmniejszenia trwałości termodynamicznej o 1.30 kcal/mol. Dane literaturowe 

wskazują, że obecność U'^ w pozycji T^ destabilizuje strukturę G-kwadrupleksu 

(AAG°37 = 1.08 kcal/mol) [131]. Porównując tę wartość do danych opisanych w pracy 

doktorskiej można stwierdzić, że oprócz pochodnej guanozyny wszystkie pozostałe 

modyfikacje typu UNA wpływają niekorzystnie na trwałość TBA. W tym przypadku 

jednak obserwuje się dosyć znaczną zależność efektów termodynamicznych od rodzaju 

zasady heterocyklicznej. Największy efekt destabilizacyjny występuje w przypadku 

reszt zasad pirymidynowych (C^, U^), natomiast obecność reszt zasad purynowych 

wywołuje o wiele mniejszą destabilizację (A*^) lub wręcz stabilizację struktury (G^).
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Związane jest to najprawdopodobniej z przestrzennym ułożeniem reszty w TBA 

(Rys. 6, część literaturowa). Reszta dT w pozycji T^ zaangażowana jest 

w oddziaływania warstwowe z G-tetradą stąd wprowadzenie innych reszt zasad 

heterocyklicznych zaburza te oddziaływania prowadząc do destabilizacji struktury. 

Obecność G^ może natomiast prowadzić do pewnej stabilizacji poprzez powstanie 

dodatkowych, korzystnych oddziaływań z tetradami guanozynowymi.

Pomimo różnej wielkości efektów termodynamicznych wywołanych obecnością 

reszt UNA w pozycjach T^ i T^, dla wszystkich powyższych wariantów TBA energia 

swobodna przyjmowała wartość ujemną, co świadczy o tym, że analizowane 

oligonukleotydy przyjmują strukturę kwadrupleksu w temperaturze 37°C.

Zdecydowanie największy efekt destabilizacyjny zaobserwowano wprowadzając 

modyfikacje UNA w pozycję G* aptameru (Rys. 16, Tab. 1). Wartość zmiany energii 

swobodnej wynosiła w tym przypadku 1.74, 2.03 oraz 1.76 kcal/mol odpowiednio dla 

A*^, oraz U^. Natomiast wprowadzenie w tę pozycję G*^ wywołuje dużo mniejszą 

destabilizację (AAG°3? = 1.08 kcal/mol) [131]. Reszta guanozyny w pozycji G* jest 

zaangażowana w oddziaływania z rdzeniem G-kwadrupleksu poprzez tworzenie 

wiązania wodorowego z resztą guanozyny w pozycji G', dokładniej pomiędzy atomem 

tlenu 06 pierwszej zasady heterocyklicznej a grupą egzoaminową drugiej [105]. 

Wprowadzenie w pozycję G* modyfikacji zwiększającej elastyczność szkieletu 

cukrowego w regionie pętli, najprawdopodobniej uniemożliwia przyjęcie 

odpowiedniego ułożenia względem siebie tych dwóch reszt nukleotydowych, 

zmniejszając tym samym trwałość tennodynamiczną całego G-kwadrupleksu. 

Co vżięcej, znaczne obniżenie stabilności termodynamicznej wariantów zawierających 

reszty nukleotydowe A'-' oraz C'-' w stosunku do cząsteczki TBA posiadającej w tej 

pozycji G*^ może być spowodowane brakiem atomu tlenu zdolnego do utworzenia 

wiązania wodorowego z grupą egzoaminową reszty nukleotydowej G'. W przypadku 

oligonukleotydu zawierającego U*^ w pozycji G* również obserwuje się zwiększenie 

efektu destabilizacyjnego w porównaniu do G^, chociaż wspomniana zasada 

heterocykliczna zawiera atomy tlenu, które mogłyby potencjalnie uczestniczyć 

w tworzeniu wiązania wodorowego. Obserwowana destabilizacja może jednak wynikać 

z różnicy rozmiarów pierścienia uracylu i guaniny, w związku z czym prawdopodobnie 

nie jest możliwe przyjęcie przez U*^ orientacji przestrzennej pozwalającej na efektywne 

oddziaływanie z grupą aminową reszty guanozyny w pozycji G'.
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Obniżenie stabilności termodynamicznej odnotowano również w przypadku 

wariantów TBA zawierających reszty nukleotydów UNA w rejonie mniejszych pętli 

(T4 i T'^; Rys. 15 oraz Rys. 16, Tab. 1). Wartość AAG°37 wynosiła 1.53 oraz 1.45 

kcal/mol dla A’-' i w pozycji T^ oraz 1.55, 1.58 i 1.58 kcal/mol odpowiednio dla A^, 

0*4 oraz G^ w pozycji T'^. Destabilizujący wpływ substytucji w pozycji T^ i T'^ 

obserwowano już wcześniej w przypadku umieszczenia w tych miejscach reszt 

nukleotydowych U*-* (AAG°37 wynosiła 0.84 oraz 1.41 kcał/mol odpowiednio dla T^ 

i T’^), w związku z tym uzyskane wyniki eksperymentalne pozostają w zgodności 

zdanymi literaturowymi [131]. Na podstawie badań krystalograficznych ustalono, 

że reszty tymidyny w powyższych pozycjach zaangażowane są w stabilizację rdzenia 

G-kwadrupleksu poprzez tworzenie wiązań wodorowych i oddziaływań warstwowych 

[94, 96]. W związku z tym wprowadzanie modyfikacji może utrudniać tworzenie tych 

korzystnych dla struktury TBA oddziaływań i negatywnie wpływać na stabilność 

termodynamiczną badanych wariantów. Co więcej, w przypadku wprowadzenia 

w pozycje T"* i T'^ innych niż U*^ reszt nukleotydowych (A^, lub G^) obserwuje się 

zwiększenie negatywnego wpływu tych substytucji na stabilność termodynamiczną 
badanych wariantów.

Znacznie mniej destabilizujący efekt uzyskano wprowadzając reszty 

nukleotydów UNA w pozycję T^ i T'^ aptameru (Rys. 15 oraz Rys. 16, Tab. 1). 

Obecność reszty A*^ w obu wspomnianych położeniach powodowała destabilizację 

o 0.31 i 0.37 kcal/mol, odpowiednio dla T^ i T'^. Zaobserwowano również, 

że wprowadzenie reszt G'^ w pozycję T^ oraz i G^ w pozycję T'^ aptameru 

prowadziło do niekorzystnej zmiany energii swobodnej o około 0.1 kcal/mol. 

Co ciekawe, cząsteczka TBA zawierająca C^ zamiast dT w pozycji T^ charakteryzowała 

się niemałże identycznymi z niemodyfikowanym oligonukleotydem parametrami 

termodynamicznymi. Dużą tolerancję na wprowadzenie modyfikacji w pozycji T^ i T'^ 

aptameru potwierdzają również wcześniejsze dane literaturowe [96, 104]. Może być ona 

spowodowana brakiem udziału wspominanych reszt nukleotydowych 

w oddziaływaniach stabilizujących G-kwadrupłeks.

Analiza zależności wartości temperatur topnienia uzyskanych dla różnych stężeń 

próbki wskazuje, że wprowadzone modyfikacje nie zmieniają wewnątrzcząsteczkowego 

charakteru struktury G-kwadrupleksu większości pochodnych TBA. Wyjątkiem był 

wariant posiadający resztę G^ w pozycji T^ oraz wariant TBA posiadający jednocześnie 

cztery reszty U'^ w pozycjach T^, T^, T‘^ i T'^ (Tab. 2). Obydwa modyfikowane
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aptamery wykazywały odmienny profil termodynamiczny, który sugeruje tworzenie się 

międzycząsteczkowego, samokomplementamego G-kwadrupleksu, stąd nie można 

w sposób bezpośredni porównać danych z pozostałymi wariantami TBA. Niemniej 

jednak analiza wartości temperatur topnienia dla tych cząsteczek wskazuje, że są one 

mniej trwałe pod wzgłędem termodynamicznym niż niemodyfikowany TBA.

t abela 1. Parametry termodynamiczne tworzenia G-kwadrupleksów zawierających reszty nukleozydowe typu GNA (A^. C^. G^. 
t^l. Efekt pojedynczego lub wielokrotnego podstawienia^

Średnic dopasowania krzywych topnienia
Miejsce

modyTikacji
Sekwencja

(5'-3') -Air
(kcal/mol)

-AS°
(eu)

AG°37

(kcal/mol)
Tm"
(X)

AAG°37
(kcal/mol)

AT„" (X)

GGTTGGTGTGGTTGG 4I.2±0.9 I27.2±2.7 -1.74±0.02 50.7 0 0

T’ GGA^TGGTGTGGTTGG 39.5±0.8 I22.7±2.4 -l.43±0.04 48.7 0.31 -2.0

T’ GGTTGGTGTGGTTGG 40.3±0.4 I24.3±I.I -l.74±0.01 51.0 0 0.3

T’ GGTTGGTGTGGTTGG 40.5±0.9 125.1 ±2.9 -l.66±0.05 50.2 0.08 -0.5

T4 GGTTGGTGTGGTTGG 33.5±0.3 107.4±0.9 -0.2I±0.02 39.0 1.53 -11.7

V GGTTGGTGTGGTTGG 34.7±l.0 110.9±3.2 -0.29±0.04 39.6 1.45 -11.1
JA GGTTGGTGTGGTTGG* - - - - - -

V GGTTGGTGTGGTTGG 43.6±1.0 133.9±3.l -2.1l±0.05 52.8 -0.37 2.1

V GGTTGGTGTGGTTGG 44.4±l.4 I35.7±4.3 -2.33±0.06 54.2 -0.59 3.5

J7 GGTTGGTGTGGTTGG 44.l±1.2 134.8±3.6 -2.27±0.10 53.9 -0.53 3.2

T« GGTTGGTT fGGTTGG 34.9±1.8 II2.7±5.7 0.00±0.0l 37.0 1.74 -13.7

T» ggttggtTtggttgg 35.2±1.3 114.4±4.2 0.29±0.03 34.5 2.03 16.2

T» GGTTGGTTTGGTTGG 36.3±0.5 1I7.0±1.6 0.02±0.02 36.8 1.76 -13.9

T'' GGTTGGTGTGGTTGG 43.4±l.l 136.U3.4 -1.2U0.05 45.9 0.53 -4.8

GGTTGGTGTGGTTGG 40.6±2.8 I29.5±9.0 -0.44±0.07 40.4 1.30 -10.3

GGTTGGTGTGGTTGG 47.3±l.7 146.I±5.I -2.03±0.I5 50.9 -0.29 0.2

"pl2 GGTTGGTGTGGTTGG 37.8±0.7 117.3±2.2 -l.37±0.02 48.7 0.37 -2.0
yl2 GGTTGGTGTGGTTGG 39.6±0,6 I22.3±1.8 -1.63±0.03 50.3 0.11 -0.4

yU GGTTGGTGTGGTTGG 39.9±l.3 I23.3±4.0 -1.64±0.08 50.3 0.1 -0.4

yl-i GGTTGGTGTGGTTGG 34.8±0.2 lll.7±0.7 -0.19±0.02 38.7 1.55 -12.0

ylJ GGTTGGTGTGGTTGG 34.3±I.O I09.9±3.0 -0.16±0.03 38.4 1.58 -12.3

jU GGTTGGTGTGGTTGG 35.3±0.7 I13.4±2.I -0.16±0.05 38.4 1.58 -12.3

a - bufor: 100 mM KCI. 20 mM kakodylan sodu, 0.5 mM EDTA(Na)2, pH 7.0, b - obliczone dla stężenia 10"* M , 
termodynamiczne umieszczono w Tabeli 2

* dane
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1.2 Wpływ podstawienia resztami 4-tiourydyny typu UNA lub RNA na trwałość 

termodynamiczną TBA

Badania wpływu podstawienia resztami 4-tiourydyny w serii UNA (s4U^) lub 

RNA (s4U'^) przeprowadzono z wykorzystaniem 18 oligonukleotydów. Pojedyncze 

reszty 4-tiourydyny w serii UNA lub RNA wprowadzono w każdą możliwą pozycję 

pętli TT i TGT cząsteczki TBA. Równoczesna substytucja nukleotydów w pozycjach 

T^, T^, T^ i T‘^ resztami 4-tiourydyny w serii DNA została uprzednio opisana jako 

szczególnie korzystna dla poprawy właściwości antykoagulacyjnych omawianego 

aptameru [122]. Jak dotąd, nie określono jednak wpływu obecności powyższej 

modyfikacji w cząsteczce TBA na jej stabilność termodynamiczną. W niniejszej pracy 

postanowiono przeanalizować efekt wywierany przez pojedynczą resztę 4-tiourydyny 

obecną we wspomnianych pozycjach rozszerzając dodatkowo zakres lokalizacji 

o pozostałe miejsca pętli aptameru. Ponadto, biorąc pod uwagę wcześniejsze dane 

literaturowe o korzystnym wpływie podstawienia resztami nukleotydowymi UNA 

na poprawę właściwości antykoagualcyjnych TBA, zsyntetyzowano nową pochodną 

urydyny składającą się z reszty cukrowej UNA oraz zasady heterocyklicznej 

4-tiouracylu. Warianty TBA zawierające opisywaną modyfikację w serii RNA 

pozwoliły określić czy uzyskany efekt jest spowodowany obecnością dodatkowej grupy 

hydroksylowej w pozycji 2' pierścienia rybozy czy też zwiększoną labilnością 

pierścienia cukrowego w resztach UNA.

Jednym z najkorzystniejszych pod względem termodynamicznym okazało się 

wprowadzenie reszty 4-tiourydyny w serii RNA w pozycję T'^ aptameru (Rys. 17 oraz 

Rys. 18, Tab. 3). Zmiana energii swobodnej dla tego oligomeru w porównaniu 

do niemodyfikowanego TBA wynosiła -0.53 kcal/mol. Natomiast wprowadzenie 

w tę samą pozycję reszt s4U^' nie zmieniało stabilności termodynamicznej badanej 

cząsteczki (wartość AAG°37 przyjmowała wartość 0; Rys. 18, Tab. 3). Również 

stabilizujący, lecz nieco mniej korzystny efekt zaobserwowano w przypadku 

wprowadzenia reszt s4U*^ w pozycję T^ aptameru (AAG°3?== -0.31 kcal/mol, względem 

niemodyfikowanego TBA; Rys. 18, Tab. 3). Oligomer zawierający s4U^ odznaczał się 

porównywałną z niemodyfikowanym TBA wartością energii swobodnej (AG°37 = -1.74 

kcal/mol; Rys. 17, Tab. 3). Obecność s4U^ w pozycjach T^ i T'^ powodowała 

nieznaczne obniżenie stabilności termodynamicznej tych wariantów względem 

cząsteczek TBA zawierających w tych miejscach U^ (AAG°37 dla substytucji U^
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względem niemodyfikowanego wariantu TBA była równa -0.23 i -0.15 kcal/mol 

odpowiednio dla T^ i T'^ [131]). Wynik ten może być więc efektem modyfikacji części 

zasadowej reszty nukleotydu. Jednak ze względu na sugerowany w literaturze brak 

zaangażowania tych pozycji w oddziaływania stabilizujące G-kwadrupleks obserwuje 

się dużą tolerancję na wprowadzanie modyfikacji reszty nukleotydowej 

we wspomnianych fragmentach omawianego aptameru [96, 104].

TBA

s4U'^
s4U‘^

Rysunek 17. Wykres zależności wartości energii swobodnej wariantów zawierających reszty 

4-tiourydyny w serii RNA i UNA od położenia modyfikacji w cząsteczce TBA.

Poprawę parametrów termodynamicznych uzyskano również poprzez wprowadzenie 

s4U’^ w pozycję T’ aptameru (AAG°3? = -0.48 kcal/mol, względem niemodyfikowanego 

TBA; Rys. 18, Tab. 3). Zmiana energii swobodnej wariantu zawierającego opisywaną 

modyfikację w serii UNA względem niemodyfikowanego TBA wynosiła -0.34 kcal/mol 

(Rys. 18, Tab. 3). Niewielka różnica w stabilności termodynamicznej obu oligomerów 

(AAG°37 = 0.14 kcal/mol; Tab. 3) sugeruje, że wprowadzanie pierścienia rybozy 

o zwiększonej labilności w pozycję T’ aptameru nie wpływa w sposób istotny 

na opisywany parametr. Uzyskane wyniki mogą być rezułtatem skierowania zasady 

heterocyklicznej w pozycji T^ do roztworu i brakiem obecności oddziaływań 

z pozostałą częścią G-kwadrupleksu [104].

Stabilizujący wpływ wprowadzenia reszty 4-tiourydyny w serii RNA 

zaobserwowano także w pozycji T*^ TBA (AAG°37 = -0.42 kcal/mol, względem 

niemodyfikowanego TBA; Rys. 18, Tab. 3). Biorąc jednak pod uwagę obniżenie
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stabilności termodynamicznej kwadrupleksu zawierającego w opisywanej lokalizacji 

s4U^ (AAG°37 = 0.95 kcal/ mol, względem niemodyfikowanego TBA; Rys. 18, Tab. 3), 

można stwierdzić, że uzyskany efekt jest zależny od typu modyfikacji reszty cukrowej. 

Duża różnica pomiędzy zmianami energii swobodnych poszczególnych wariantów, 

wynosząca 1.37 kcal/mol (Tab. 3), może wynikać z zaangażowania pozycji 

T‘^ w tworzenie oddziaływań warstwowych z G-tetradą. W związku z powyższym, 

zwiększona labilność części cukrowej w resztach UNA może utrudniać przyjęcie 

odpowiedniego ułożenia zasady heterocyklicznej względem reszty aptameru. Co więcej, 

powyższy wynik pozostaje w zgodności z danymi literaturowymi dla U^, gdzie 

destabilizacja wynosiła 1.08 kcal/mol [131]. Substytucja atomu tlenu siarką w pozycji 

C4 pierścienia zasady heterocyklicznej w s4U*-' nie ma w tym przypadku dużego 

wpływu na stabilność termodynamiczną badanych wariantów TBA modyfikowanych 

w pozycji T‘f

TBA

S4U'^
S4U'-'’

Rysunek 18. Wykres zależności wartości zmian energii swobodnej wariantów zawierających reszty 

4-tiourydyny w serii RNA i UNA od położenia modyfikacji w cząsteczce TBA.

Obniżenie stabilności termodynamicznej cząsteczki TBA zaobserwowano 

w przypadku wariantów aptameru zawierających reszty 4-tiourydyny w serii RNA 

lub UNA w pozycjach T** i T‘^ pętli TT. Zmiana energii swobodnej względem 

niemodyfikowanego TBA wynosiła 1.00 oraz 0.94 kcal/mol odpowiednio dla s4U’^ 

i s4U'^ w pozycji T^ oraz 1.18 i 1.08 kcal/mol dla s4U”^ i s4U^ w pozycji T'^ (Rys. 18, 

Tab. 3). Uzyskany efekt może być konsekwencją zaburzenia stabilizujących
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oddziaływań warstwowych z rdzeniem aptameru oraz wiązań wodorowych [94, 96]. 

Co więcej, tworzenie tych ostatnich może być dodatkowo utrudnione poprzez 

substytucję atomu tlenu mniej elektroujemnym atomem siarki w pozycji C4 pierścienia 

zasady heterocyklicznej. Przypuszczalnie wpływa to niekorzystnie na zdolność 

powstawania stabilizujących wiązań wodorowych. Mała różnica zmian energii 

swobodnych pomiędzy wariantami zawierającymi modyfikacje w serii UNA i RNA, 

wynosząca 0.06 i 0.10 kcal/mol odpowiednio dla pozycji i T'^ (Tab. 3), przemawia 

za znaczną zależnością obserwowanego efektu destabilizacyjnego od rodzaju 

modyfikacji części zasadowej wprowadzanej reszty nukleotydowej.

Największy efekt destabilizacyjny zaobserwowano w przypadku wariantu TBA 

zawierającego resztę s4U^ w pozycji T* aptameru (AAG°3?= 1.70 kcal/mol, względem 

niemodyfikowanego TBA; Rys. 18, Tab. 3). Wprowadzenie w omawianą pozycję reszty 

U^ powoduje niekorzystną zmianę energii swobodnej Gibbsa o 1.76 kcal/mol [131]. 

Powyższe dane sugerują, że obecność atomu siarki w pozycji C4 pierścienia zasady 

heterocyklicznej nie wpływa w sposób znaczący na stabilność termodynamiczną TBA 

modyfikowanego w pozycji T*. Obserwowany efekt jest natomiast ściśle związany 

ze zmianą reszty purynowej na pirymidynową, co w konsekwencji zdecydowanie 

obniża możliwość tworzenia w tej pozycji stabilizującego wiązania wodorowego. 

Wyraźnie mniej destabilizujący wpływ wywierało wprowadzenie s4U'^ w miejsce T*. 

Zmiana energii swobodnej względem niemodyfikowanego TBA wynosiła w tym 

przypadku 0.47 kcal/mol (Rys. 18, Tab. 3). Różnica wielkości AAG°3? parametru dla 

wariantów posiadających substytucję s4U*^ i s4U'4 w pozycji T* była równa 1.23 

kcal/mol (Tab. 3). Tak duży dysonans pomiędzy efektami wywieranymi przez reszty 

4-tiourydyny w serii RNA i UNA może świadczyć o tym, że obserwowany efekt 

termodynamiczny jest nie tylko zależny od rodzaju reszty zasady heterocyklicznej, 

ale również od labilności reszty cukrowej. Pozycja T* odgrywa ważną rolę 

w oddziaływaniach stabilizujących aptamer i każda próba jej modyfikacji manifestuje 

się zmianami wartości energii swobodnej.

W celu określenia wpływu wielokrotnego podstawienia resztami s4U'^ i s4U^ 

na stabilność termodynamiczną TBA stworzono cztery warianty (zawierające 

równoczesne podstawienia opisywanymi modyfikacjami w pozycjach T^, T^, T^ i T'^ 

oraz T^, T^, T^ i T'^). Największą stabilnością termodynamiczną odznaczał się 

oligonukleotyd zawierający w pozycjach T^, T^, T^ i T'^ reszty nukleotydowe s4U'^ 

(AAG°37 = -1.56 kcal/mol względem niemodyfikowanego TBA, Rys. 18, Tab. 3),
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a zmiana energii swobodnej względem wariantu zawierającego w tej pozycji s4U^ 

wynosiła -2.07 kcal/mol (Tab. 3). Wprowadzenie reszt s4U'^ w pozycje T^, T^, oraz 

aptameru powodowało niekorzystną zmianę energii swobodnej względem 

niemodyfikowanego TBA o 0.35 kcal/mol (Rys. 18, Tab. 3). Największą destabilizację 

zaobserwowano w przypadku wariantu zawierającego w tych pozycjach s4U^ 

(AAG°37= 1.58 kcal/mol. Rys. 18, Tab. 3). Co ciekawe, uzyskane wyniki świadczą 

o silnie addytywnym charakterze efektu będącego rezultatem wprowadzania 

opisywanych modyfikacji. Stabilność termodynamiczna wariantu zawierającego 

wielokrotne podstawienie resztami 4-tiourydyny w serii UNA lub RNA stanowiła 

w przybliżeniu sumę wartości stabilności termodynamicznej niemodyfikowanej 

cząsteczki TBA oraz efektów termodynamicznych wywołanych przez obecność 

pojedynczych modyfikacji w wybranych pozycjach aptameru (zgodność wartości AG°3? 

wyznaczonej eksperymentalnie oraz obliczonej teoretycznie wynosi od 83% do 94%). 

Jedyny wyjątek od tej reguły stanowił aptamer zawierający reszty s4U*^ w pozycjach T^, 
T?, j yi3^ przypadku rozbieżność pomiędzy wartościami obliczonymi

eksperymentalnie i teoretycznie wynosiła ponad 100%.

Na podstawie analizy uzyskanych danych możliwe było sformułowanie kilku, 
ogólnych wniosków. Wprowadzenie reszt 4-tiourydyny w serii RNA jest korzystniejsze 

termodynamicznie w porównaniu do 4-tiourydyny w serii UNA i w niektórych 

przypadkach zwiększa stabilność termodynamiczną badanych wariantów. Ponadto, 

energia swobodna przyjmuje wartość ujemną dla wszystkich badanych 

oligonukleotydów (Rys. 17). Potwierdziło to tym samym, że analizowane warianty 

TBA przyjmują strukturę kwadrupleksu w temperaturze 37°C, co jest warunkiem 

koniecznym do uzyskania efektu antykoagulacyjnego. Podobnie jak w przypadku 

wariantów modyfikowanych kanonicznymi resztami UNA, również pochodne TBA 

omawiane w niniejszym podrozdziale zachowują wewnątrzcząsteczkowy charakter 

struktury G-kwadrupleksu. Potwierdzeniem tego faktu jest brak zależności wartości 

temperatur topnienia uzyskanych dla różnych stężeń badanej cząsteczki. Dodatkowo, 

z porównania efektów termodynamicznych wywołanych obecnością U*^ [131] oraz 

s4U^ (Tab. 3) wynika, że w większości przypadków obecność atomu siarki wpływa 

w pewnym stopniu niekorzystnie na trwałość TBA (AAG°3? ~ O.ł - 0.2 kcal/mol). 

Co więcej, zauważono, że efekty termodynamiczne wynikające z wielokrotnego 

podstawienia resztami 4-tiourydyny w serii RNA i UNA mają silnie addytywny 

charakter.
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1.3 Wpływ podstawienia resztami izoguanozyny typu UNA lub RNA na trwałość 

termodynamiczną TBA

W celu określenia wpływu pojedynczego oraz wielokrotnego podstawienia 

resztami izoguanozyny w serii RNA (iG*^) lub UNA (iG^) na stabilność 

termodynamiczną TBA zaprojektowano 14 aptamerów. Miejsca modyfikacji wybrano 

na podstawie dotychczasowych doniesień literaturowych. Obecność reszt izoguanozyny 

w serii DNA w pozycjach G', G^ oraz G'*^ została opisana jako wyjątkowo korzystna 

dla poprawy właściwości antykoagułacyjnych TBA [119].

TBA

iG^

U CJ O

Rysunek 19. Wykres zależności wartości energii swobodnej wariantów zawierających reszty 

izoguanozyny w serii RNA lub UNA od położenia modyfikacji w cząsteczce TBA.

Wprowadzenie reszt iG*^ i iG^ w powyższe pozycje powodowało znaczne 

obniżenie stabilności termodynamicznej badanych wariantów TBA (Rys. 19). Najmniej 

destabilizujący efekt uzyskano poprzez wprowadzenie iG*^ w pozycję G* aptameru 

(AAG°37 względem niemodyfikowanego TBA wynosiła 1.23 kcał/moł; Rys. 20, Tab. 4). 

Wariant zawierający substytucję reszty G* izoguanozyną w serii UNA odznaczał się 

wartością zmiany energii swobodnej równą 1.95 kcal/mol względem 

niemodyfikowanego TBA (Rys. 20, Tab. 4). Uzyskane różnice w wartości energii 

swobodnej są najprawdopodobniej rezultatem braku obecności atomu tlenu 06 

w pierścieniu zasady heterocyklicznej, który w przypadku reszty guanozyny w pozycji 

G^ jest zaangażowany w oddziaływania z rdzeniem G-kwadrupleksu poprzez
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utworzenie wiązania wodorowego z grupą aminową reszty guanozyny w pozycji G' 

[105]. Co więcej, wprowadzenie w tę pozycję modyfikacji zwiększającej elastyczność 

szkieletu cukrowego w regionie pętli najprawdopodobniej utrudnia przyjęcie 

odpowiedniego ułożenia względem siebie tych dwóch reszt nukleotydowych, 

co znajduje odzwierciedlenie w różnicy zmian energii swobodnej wariantów 

zawierających modyfikacje resztami iG*^ i iG*^ (Tab. 4).

Rysunek 20. Wykres zależności wartości zmian energii swobodnej wariantów zawierających reszty 

izoguanozyny w serii RNA lub UNA od położenia modyfikacji w cząsteczce TBA.

Największą destabilizację kwadrupleksu wynikającą z pojedynczego 

podstawienia uzyskano wprowadzając omawiane modyfikacje w pozycję G' aptameru. 

Zmiana energii swobodnej względem niemodyfikowanego aptameru wynosiła 3.23 

kcal/mol i 3.29 kcał/mol dla wariantów zawierających odpowiednio reszty iG*^ i iG^ 

(Rys. 20, Tab. 4). Obserwowana wysoka wartość parametru AAG°37 świadczy o dużym 

wpływie pochodnych guanozyny na stabilność termodynamiczną TBA. Jak już 

wcześniej wspomniano grupa aminowa w G' jest zaangażowana w tworzenie 

stabilizującego wiązania wodorowego z atomem tlenu 06 w G* [105], jej brak może 

zatem wpływać na poziom stabilności termodynamicznej badanych aptamerów. 

Ponadto, reszta guanozyny w pozycji G' zaangażowana jest w tworzenie G-tetrady.
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Wprowadzenie modyfikacji RNA w miejsca, w których naturalnie występują reszty 

guanozyny w konformacji syn również przyczynia się do obniżenia stabilności 

termodynamicznej TBA. Obserwowana destabilizacja jest więc konsekwencją zarówno 

zaburzenia tworzenia wiązań wodorowych w obrębie G-tetrady spowodowanego 

zmianą pozycji atomu tlenu oraz grupy egzoaminowej względem reszty guanozyny, jak 

i przyjęcia przez pierścień rybozy konformacji C3’-endo wymuszającej ułożenie anti 

zasady heterocyklicznej względem reszty cukrowej. Uzyskane dane eksperymentalne 

znalazły potwierdzenie w aktualnych doniesieniach literaturowych [125, 166].

Największa różnica pomiędzy zmianami energii swobodnej Gibbsa wariantów 

zawierających substytucje resztami iG*^ (AAG°3?= 2.13 kcal/mol) i iG^ (AAG°37= 3.39 

kcal/mol) występowała w przypadku wprowadzenia tych modyfikacji w pozycję G‘® 

aptameru i przyjmowała wartość 1.26 kcal/mol (Tab. 4). Otrzymane wyniki mogą 

świadczyć o silnej zależności obserwowanego efektu od rodzaju modyfikacji reszty 

cukrowej. Podobnie jak w przypadku pozycji G', reszta guanozyny w pozycji G'® 

wchodzi w skład G-tetrady i występuje w konformacji syn. Wprowadzenie 

izoguanozyny w serii RNA wymusza najprawdopodobniej przyjęcie konformacji anti 

i wpływa tym samym na stabilność termodynamiczną badanych wariantów. Ponadto, 

zostaje zaburzone tworzenie wiązań wodorowych w obrębie G-tetrady. Dodatkowa 

destabilizacja wynikająca z obecności reszty iG^ w porównaniu do iG*^ może 

być spowodowana zwiększeniem elastyczności rdzenia kwadrupleksu. Podobnego 

efektu nie zaobserwowano dla modyfikacji iG^ obecnej w pozycji G', jednakże w tym 

przypadku terminalne ułożenie powoduje najprawdopodobniej większą tolerancję 

na wprov/adzone zmiany strukturalne w porównaniu z pozycją wewnętrzną G'®. 

Jak dotąd nie pojawiły się doniesienia literaturowe świadczące o zaangażowaniu reszty 

G'** w inne niż budujące G-tetradę oddziaływania, które mogłyby stanowić wyjaśnienie 

uzyskanych danych eksperymentałnych.

Równoczesne, wielokrotne podstawienie resztami iG*^ lub iG^ w pozycjach G', 

G* i G'** powodowało silną destabilizację i jedynie w przypadku dwóch wariantów, 

zawierających opisywaną modyfikację w serii RNA, możliwe było uzyskanie danych 

termodynamicznych (Tab. 4). Wartości zmiany energii swobodnej Gibbsa względem 

niemodyfikowanego TBA wynosiły 3.10 i 2.05 kcal/mol dla aptameru zawierającego 

odpowiednio substytucję G' i G* oraz G* i G'°.

Na podstawie analizy uzyskanych danych możliwe było stwierdzenie, 

że wprowadzenie reszt izoguanozyny w serii UNA i RNA wpływa niekorzystnie
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na stabilność termodynamiczną TBA, a uzyskany efekt jest silnie zależny od pozycji, 

w którą wprowadzono modyfikację. Energia swobodna wszystkich badanych 

wariantów, z wyjątkiem oligonukleotydu zawierającego iG*^ w pozycji G* (Rys. 19), 

przyjmowała wartość dodatnią co świadczy o tym, że cząsteczki te w temperaturze 

37°C nie przyjmują struktury G-kwadrupleksu.

1.4 Wpływ równoczesnego podstawienia resztami 4-tiourydyny i izoguanozyny 

typu UNA łub RNA na trwałość termodynamiczną TBA

Biorąc pod uwagę wyniki uzyskane dla pojedynczego podstawienia resztami 

4-tiourydyny oraz izoguanozyny w serii RNA lub UNA postanowiono określić również 

wpływ równoczesnego wprowadzenia tych modyfikacji na stabilność termodynamiczną 

cząsteczki TBA. Zastosowane w eksperymentach ołigonukleotydy zawierały 

jednocześnie pojedynczą resztę: s4U'^ lub s4U^ w pozycji T^, T^, T^, T'^ lub T’^ oraz 

iG*^ lub iG^ w pozycji G*, GMub G'“.

Jak już wcześniej wspomniano, wprowadzenie reszt izoguanozyny w pozycję 

G' aptameru powodowało silną destabilizację. Zmniejszenie tego niekorzystnego efektu 

było możliwe dzięki równoczesnemu wprowadzeniu reszt iG*^ w pozycję G' oraz s4U‘^ 

w pozycję T*^ lub T'^ (AAG°3? względem niemodyfikowanego aptameru wynosiła 

odpowiednio 1.83 i 1.85 kcal/mol. Rys.21 oraz Rys. 22, Tab. 5). Brak wyraźnej zmiany 

stabilności termodynamicznej (względem wariantu TBA zawierającego reszty iG^ 

lub iG*^ w pozycji G') zaobserwowano dla wariantów zawierających reszty iG^ 

w pozycji G' oraz s4U*^ w pozycji T^ lub T^ oraz dla wariantu zawierającego resztę iG*^ 

w pozycji G' i s4U'^ w pozycji T^ (wartość AAG°3? względem niemodyfikowanego 

aptameru wynosiła odpowiednio 3.22, 3.07 oraz 3.13 kcal/mol. Tab. 5, Rys. 22). 

Zwiększenie destabilizującego wpływu wprowadzenia omawianych modyfikacji 

zauważono w przypadku równoczesnego umieszczenia reszt iG*^^ w pozycji G', reszty 

s4U^ w pozycji T^ lub T'^ albo s4U’^ w pozycji T^(AAG°37 wynosiła odpowiednio 3.92, 

3.95 oraz 3.78 kcal/mol. Rys. 22, Tab. 5). W większości z powyższych przypadków 

możliwe było obłiczenie stabilności termodynamicznej badanych wariantów 

na podstawie sumowania wartości AG°37 dla niemodyfikowanego TBA oraz AAG°37 

otrzymanych dla wariantów zawierających pojedynczą substytucję jedną 

z wprowadzanych modyfikacji w poszczególnych pozycjach (zgodność wartości AG°37 

wyznaczonej eksperymentalnie oraz obliczonej teoretycznie wynosiła od 70% do 98%). 

Wyznaczenie parametrów termodynamicznych dla wariantów TBA zawierających
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równoczesną substytucję i s4U*^'^ w pozycji odpowiednio G' i T'^ było

niemożliwe ze względu na duży destabilizujący efekt wywierany poprzez 

wprowadzenie powyższych modyfikacji (Tab. 5).
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Rysunek 21. Wykres zależności wartości energii swobodnej wariantów zawierających reszty 

izoguanozyny w serii RNA lub UNA od położenia modyfikacji w cząsteczce TBA.
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Rysunek 22. Wykres zależności wartości zmian energii swobodnej wariantów zawierających reszty 

izoguanozyny w serii RNA lub UNA od położenia modyfikacji w cząsteczce TBA.
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Równoczesne wprowadzenie reszt w pozycję G* oraz sW*^^ w jedną 

z następujących pozycji: T^, T^, lub T'^ w większości przypadków powodowało 

zwiększenie stabilności termodynamicznej badanych wariantów w porównaniu 

do oligonukleotydów zawierających pojedynczą substytucję wspomnianą pochodną 

guanozyny (Rys. 21). Zauważono jednak znaczną destabilizację w stosunku 

do aptamerów posiadających pojedynczą substytucję resztami s4U*^^. Na podstawie 

powyższych danych można stwierdzić, że obserwowane efekty termodynamiczne 

stanowią w przybliżeniu sumę efektów termodynamicznych uzyskanych dla wariantów 

TBA zawierających pojedyncze podstawienie każdym rodzajem omawianych 

modyfikacji nukleotydowych. Zgodność wartości AAG°3? wyznaczonej 

eksperymentalnie oraz obliczonej teoretycznie wynosiła od 70% do 99%. Najmniej 

niekorzystny efekt uzyskano w przypadku substytucji resztami s4U w serii RNA 

w pozycji T^, T^, T‘^ lub T'^ oraz iG*^ w pozycji G* (wartość AAG°3? wynosiła 

odpowiednio 0.93, 0.86, 0.93 oraz 0.89 kcal/mol. Rys. 22, Tab. 5). Znaczną 

destabilizację względem niemodyfikowanego TBA zaobserwowano, gdy do aptameru 

równocześnie wprowadzono: resztę iG w serii UNA bądź RNA w pozycję G* oraz 

odpowiednio resztę s4U*^ w pozycję T‘' lub T'^ bądź s4U*^ w pozycję T'^ (wartość 

AAG°37 względem niemodyfikowanego TBA wynosiła odpowiednio 2.45, 2.69 oraz

2.10 kcal/mol. Rys. 22, Tab. 5). Stabilność termodynamiczna pozostałych wariantów 

TBA ulegała nieznacznym zmianom lub była porównywalna z danymi uzyskanymi dla 

oligonukleotydów zawierających pojedynczą substytucję resztami iG*^"^.

Umieszczenie reszt iG*^*^ w pozycji G'° TBA powodowało silną destabilizację 

kwadrupleksu. Wprov.'adzenie dodatkowej substjducji resztami s4U'^ w pozycjach 

T^, T^, T^ lub T'^ redukowało w pewnym stopniu niekorzystny efekt będący wynikiem 

obecności reszty iG*^^ w pozycji G'*’ (wartość AAG°3? względem niemodyfikowanego 

TBA wynosiła odpowiednio 1.55, 1.53, 1.20 oraz 1.54 kcal/mol. Rys. 22, Tab. 5). 

Podstawienie resztami s4U'-' w pozycjach T^ i T'^ TBA (równoczesne z podstawieniem 

resztą iG*-' w pozycji G'°) powodowało znaczną destabilizację względem 

niemodyfikowanego aptameru (wartość AAG°37 względem niemodyfikowanego TBA 

wynosiła odpowiednio 3.61 oraz 3.35 kcal/mol. Rys. 22, Tab. 5). Co więcej, poprzez 

wprowadzenie s4U^ w pozycje T^, T^ lub T*^ aptameru połączoną z substytucją iG*-” 

w pozycji G**’ uzyskano zmianę wewnątrzcząsteczkowego charakteru fałdowania 

badanych oligonukleotydów na międzycząsteczkowy (Tab. 6). W związku 

z powyższym niemożliwe okazało się bezpośrednie porównanie stabilności
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termodynamicznych uzyskanych dla tych wariantów TBA, jednak analiza wartości 

parametru Tm pozwoliła stwierdzić, że w temperaturze 37°C nie przyjmują 

one struktury G-kwadrupłeksu. Aptamer zawierający równocześnie reszty iG*^ w G'° 

oraz s4U*^ w T’^ odznaczał się natomiast obniżeniem stabilności termodynamicznej 

względem niemodyfikowanego TBA (wartość AAG°3? wynosiła 2.34 kcal/mol. Rys. 22, 
Tab. 5).

Podjęto również próbę oceny wpływu równoczesnego wprowadzenia kilku reszt 

iG oraz s4U w serii RNA lub UNA. Dwa warianty zawierające reszty s4U*^ w pozycjach 

T^, T^, T^ i T'^ oraz reszty iG*^ w pozycji G^ lub G'** odznaczały się korzystniejszą 

stabilnością termodynamiczną względem aptamerów modyfikowanych pojedynczymi 

resztami izoguanozyny (wartość AAG°3? względem niemodyfikowanego TBA wynosiła 

odpowiednio 1.24 i 1.57 kcal/mol. Tab. 5). W przypadku aptamerów zawierających 

wspomniane modyfikacje w serii UNA oraz aptamerów zawierający reszty iG*^ 

w pozycjach G', G* i G'** oraz reszty s4U^ w pozycjach T^, T^, T^ i T'^ obserwowano 

zmianę charakteru fałdowania kwadrupleksu z wewnątrz- na międzycząsteczkowy 

(Tab. 6), co uniemożliwiło porównanie zmian energii swobodnej. Również w tym 

przypadku opierając się o analizę wartości parametru Tm możliwe było sformułowanie 

wniosku, że powyższe warianty w temperaturze 37°C nie przyjmują struktury 

G-kwadrupleksu.

Na podstawie uzyskanych danych możliwe było sformułowanie stwierdzenia, 

że możliwa jest częściowa kompensacja niekorzystnego efektu termodynamicznego 

spowodowanego obecnością w cząsteczce TBA reszt izoguanozyny poprzez 

równoczesne wprov/adzenie reszt 4-tiourydyny w odpowiednie pozycje aptameru. 

Bardziej korzystny rezultat uzyskano w przypadku zastosowania modyfikacji 

nukleotydowych w serii RNA w porównaniu do UNA. Niemniej jednak, w znacznej 

liczbie przypadków energia swobodna badanych wariantów TBA (AG°3y) przyjmowała 

wartość dodatnią (Rys. 21), z wyjątkiem niektórych oligonukleotydów zawierających 

iG*^ w pozycji G* lub G'*^ oraz s4U*^ w pozycji T^, T^, T*^ lub T'^, co świadczy o tym, 

że cząsteczki te w temperaturze 37°C nie przyjmują struktury G-kwadrupleksu.

2. Badania zmian w topologii fałdowania G-kwadrupleksów

Zmiany w topologii struktury badanych G-kwadrupleksów prześledzono 

z wykorzystaniem widm dichroizmu kołowego oraz temperaturowych widm 

różnicowych. Obie wymienione techniki są stosunkowo prostymi, powtarzalnymi
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i dostarczającymi cennych informacji metodami badania struktury G-kwadrupleksów. 

Wykonanie zaplanowanych eksperymentów umożliwiło określenie wpływu 

wprowadzenia nowych pochodnych UNA i RNA na topologię fałdowania aptameru 

wiążącego trombinę.

2.1 Widma dichroizmu kołowego

Spektroskopia dichroizmu kołowego (CD, ang. circular dichroism) jest techniką 

pozwalającą na pomiar różnicy absorbancji światła spolaryzowanego kołowo 

prawo- i lewoskrętnie przez badane cząsteczki i na tej podstawie określania jej 

konformacji. Reszty cukrowe nukleotydów stanowią element optycznie czynny i dzięki 

połączeniu z pierścieniami aromatycznymi zasad heterocyklicznych generują 

sygnał CD. Odmienna orientacja przestrzenna szkieletu fosfocukrowego i zasad 

heterocyklicznych w poszczególnych strukturach drugorzędowych kwasów 

nukleinowych wiąże się z uzyskaniem charakterystycznych dla nich widm CD i na tej 

podstawie umożliwia wnioskowanie o ich topologii strukturalnej. Spektroskopia CD 

stanowi szybkie i łatwe narzędzie do określania wpływu zmian środowiskowych oraz 

wprowadzenia modyfikacji reszt nukleotydowych na struktury tworzone przez 

oligonukleotydy [167]. W przypadku G-kwadrupleksów, opisywana technika umożliwia 

wyróżnienie dwóch, podstawowych topologii fałdowania. Pierwsza z nich, nazywana 

równoległą, charakteryzuje się jednakowym kierunkiem polaryzacji nici wchodzących 

w skład struktury. Widma CD tych cząsteczek odznaczają się występowaniem 

dodatniego pasma przy ok. 260 nm oraz ujemnego przy ok. 240 nm. W sytuacji, 

gdy nici budujące G-kwadrupleks odznaczają się różnymi kierunkami orientacji 

obserwuje się antyrównoległą topologię fałdowania struktury. W przebiegu widm CD 

występuje pasmo dodatnie przy ok. 290 nm oraz ujemne przy ok. 260 nm [168].

Widma CD uzyskane dla badanych wariantów TBA można było podzielić 

pod względem przebiegu na dwie grupy. Pierwsza z nich odznaczała się kształtem 

charakterystycznym dla wewnątrzcząsteczkowego, antyrównoległego G-kwadrupleksu 

[73, 125]. Widma te posiadały w swoim przebiegu dwa dodatnie pasma przy długości 

fali około 245 nm i 295 nm oraz jedno ujemne pasmo przy długości fali około 265 nm 

(Rys. 23a). Takie wyniki uzyskano dla wariantów posiadających pojedyncze 

lub wielokrotne podstawienie resztami 4-tiourydyny w serii UNA lub RNA oraz 

resztami kanonicznych nukleotydów w serii UNA. Na podstawie powyższych danych
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Rysunek 23. Przykładowe widma dichroizmu kołowego dla: a) wariantów zawierających reszty 

4-tiourydyny w serii UNA/RNA lub kanoniczne reszty nukleotydów UNA; b) wariantów zawierających 

reszty izoguanozyny w serii UNA/RNA lub jednoczesną substytucję resztami 4-tiourydyny 

i izoguanozyny w serii UNA lub RNA.

można było stwierdzić, że wprowadzenie wymienionych modyfikacji nie wpływa 

na topologię fałdowania tych cząsteczek i w temperaturze 37°C zachowują one strukturę
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wewnątrzcząsteczkowego, antyrównoległego G-kwadrupleksu. Druga grupa widm 

charakteryzowała się zmniejszeniem intensywności lub całkowitym zanikiem pasm 

charakterystycznych dla G-kwadrupleksów (Rys. 23b) [125]. Widma o takim przebiegu 

otrzymano dla wariantów posiadających pojedyncze lub wielokrotne podstawienia 

resztami izoguanozyny w serii UNA i RNA oraz wariantów zawierających jednocześnie 

reszty 4-tiourydyny i izoguanozyny w serii UNA lub RNA. Na tej podstawie można 

było wnioskować, że wprowadzenie powyższych modyfikacji wyraźnie zmniejsza 

ustrukturalizowanie G-kwadrupleksów lub uniemożliwia przyjęcie tej struktury [132].

W obu grupach widm zaobserwowano korelację intensywności sygnałów CD 

z uzyskanymi parametrami termodynamicznymi. Powyższe wyniki pozostają więc 

w zgodzie z danymi uzyskanymi w badaniach termodynamicznych i pokazują ścisłą 

zależność pomiędzy stopniem ustrukturalizowania badanych wariantów TBA a ich 

stabilnością termodynamiczną.

Warto zaznaczyć, że warianty posiadające resztę G*^ w pozycji T‘* oraz cztery 

reszty U*^ w pozycjach T^, T^, T^ i T'^ odznaczały się przebiegiem widm CD 

charakterystycznym dla antyrównoległego G-kwadrupleksu (Rys. 23a). Powyższe 

wyniki mogą świadczyć o tym, że wprowadzenie tych modyfikacji wpływa jedynie 

na cząsteczkowość struktury, nie powodując istotnych zmian w topologii fałdowania 

aptameru.

2.2 Temperaturowe widma różnicowe

Temperaturowe widma różnicowe (TDS, ang. thermal difference spectra) 

stanowią różnicę widm uzyskiwanych poprzez pomiar absorbancji badanych 

oligonukleotydów w dwóch temperaturach: powyżej i poniżej temperatury topnienia 

cząsteczki. Każdy z typów struktur kwasów nukleinowych odznacza się 

charakterystycznym przebiegiem widm TDS odzwierciedlającym subtelne różnice 

w oddziaływaniach warstwowych występujących w tych cząsteczkach [169]. Stanowią 

technikę uzupełniającą dla spektroskopii dichroizmu kołowego i umożliwiają 

strukturalną charakterystykę oligonukleotydów w roztworze.

Widma TDS dla badanej puli oligonukleotydów wykonano w temperaturze 4°C 

i 80°C. Uzyskane krzywe można było podzielić na dwie grupy. Pierwsza z nich 

posiadała w swoim przebiegu dwa dodatnie pasma przy długości fali ok. 240 nm i 270 

nm oraz dwa ujemne pasma przy długości fali ok. 260 nm oraz 295 nm (Rys. 24a).
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Rysunek 24. Przykładowe różnicowe widma temperaturowe dla: a) wariantów zawierających reszty 

4-tiourydyny w serii UNA/RNA lub klasyczne reszty nukleotydów UNA; b) wariantów zawierających 

reszty izoguanozyny w serii UNA/RNA lub jednoczesną substytucję resztami 4-tiourydyny 

i izoguanozyny w serii UNA lub RNA.

Taki kształt widm, charakterystyczny dla antyrównoległego, wewnątrzcząsteczkowego 

G-kwadrupleksu, uzyskano dla większości wariantów TBA posiadających pojedyncze
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lub wielokrotne podstawienie resztami 4-tiourydyny w serii UNA lub RNA oraz 

resztami niemodyfikowanych nukleotydów w serii UNA. Druga grupa widm 

charakteryzowała się zmniejszeniem intensywności lub całkowitym zanikiem pasm 

charakterystycznych dla G-kwadrupleksu, głównie przy długości fali równej 260 nm 

(Rys. 24b). Do wyżej wspomnianego zbioru zaszeregowano wyniki dla aptamerów 

zawierających pojedyncze lub wielokrotne podstawienie resztami izoguanozyny w serii 

UNA lub RNA oraz wariantów zawierających jednoczesną substytucję resztami 

4-tiourydyny i izoguanozyny w serii UNA lub RNA.

Ponadto, podobnie jak w przypadku badań spektroskopii CD, warianty 

posiadające resztę G^ w pozycji T‘* oraz cztery reszty U^ w pozycjach T^, T^, i T'^ 

odznaczały się przebiegiem widm TDS charakterystycznym dla antyrównoległego 

G-kwadrupleksu (Rys. 24a). Potwierdzono tym samym, że wprowadzenie tych 

modyfikacji wpływa jedynie na cząsteczkowość struktury, nie powodując istotnych 

zmian w topologii fałdowania aptameru.

3. Badania właściwości antykoagulacyjnych wariantów TBA

Wpływ wprowadzania wybranych modyfikacji na właściwości antykoagulacyjne 

wszystkich badanych wariantów określono wykonując test trombinowy. Jest 

to standardowe narzędzie diagnostyczne umożlwiające obliczenie czasu koniecznego 

do utworzenia skrzepu fibrynowego w wyniku dodania egzogennej trombiny do osocza 

krwi (TT, ang. thrombin time). Jako miarę właściwości antykoagulacyjnych 

analizowanych oligonukleotydów przyjęto efekt antykoagulacyjny (EA). Stanowi 

go różnica czasów krzepnięcia uzyskanych dla osocza zawierającego badany 

oligonukleotyd i egzogenną trombinę oraz osocza z samą egzogenną trombiną 

i wyrażany jest w sekundach. Im wyższą wartość przyjmuje parametr EA, tym lepszymi 

właściwościami antykoagulacyjnymi charakteryzuje się dany oligonukleotyd. Pomiary 

TT dla wszystkich badanych aptamerów były wykonywane dla stężenia równego 0.165 

pM przy użyciu koagulometru.

Wprowadzenie reszt nukleotydowych w serii UNA w zależności od lokalizacji 

w szkielecie TBA wywierało różny efekt na poziom aktywności antykoagulacyjnej 

badanych wariantów (Rys. 25). Najkorzystniejsze okazało się wprowadzenie powyższej 

modyfikacji w pozycję T’ opisywanego aptameru. Oligomer odznaczający się 

najlepszymi, niemalże porównywalnymi z niemodyfikowanym TBA, właściwościami 

antykoagulacyjnymi posiadał resztę cytydyny w serii UNA w pozycji T^, a zmierzony
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dla niego efekt antykoagulacyjny wynosił 16.25 s (Rys. 25, Tab. 7). Wprowadzenie 

reszt adenozyny oraz guanozyny w serii UNA w pozycję T^ miało mniej korzystny 

wpływ na poziom aktywności antykoagulacyjnej (EA był równy 15.28 s oraz 10.23 s 

odpowiednio dla A^ oraz G*^, Rys. 25, Tab. 7). Duża tolerancja na wprowadzenie 

w opisywaną pozycję modyfikacji chemicznych wynika z braku zaangażowania tej 

reszty nukleotydowej w oddziaływania z cząsteczką trombiny oraz tworzenie wiązań 

stabilizujących aptamer [104]. Substytucja resztami nukleotydowymi UNA w innych 

pozycjach aptameru nie powodowała poprawy aktywności antykoagulacyjnej TBA.

Rysunek 25. Wykres zależności wartości efektu antykoagulacyjnego wariantów zawierających reszty 

nukleotydowe UNA od położenia modyfikacji w cząsteczce TBA.

Wprowadzenie reszt nukleotydowych w serii UNA w pozycje T^, T^, T* lub T'^ 

powodowało obniżenie wartości efektu antykoagulacyjnego przynajmniej o połowę 

w stosunku do niemodyfikowanego TBA (EA w zakresie od 3.15 s do 7.98 s. Rys. 25, 

Tab. 7). Warianty zawierające opisywane modyfikacje w pozycji T"* lub T'^ odznaczały 

się najsłabszymi właściwościami antykoagulacyjnymi (EA na poziomie ok. 0.20 s 

- 0.50 s. Rys. 25, Tab. 7). Zgodnie z obowiązującym modelem oddziaływania 

cząsteczki TBA z trombiną, reszty T"* i T'-^ odgrywają kluczową rolę w powstawaniu 

tego kompleksu poprzez tworzenie wiązań wodorowych z resztami aminokwasowymi 

omawianego enzymu. Ponadto, wspomniane reszty nukleotydowe biorą udział 

w formowaniu oddziaływań stabilizujących rdzeń aptameru [94]. W związku
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z powyższym zwiększenie elastyczności struktury w tym regionie TBA poprzez 

wprowadzenie reszt nukleotydowych UNA może utrudniać powstawanie tych 

oddziaływań. Uzyskane wyniki badań pozostają w ścisłej korelacji z danymi 

literaturowymi [131]. W wykonanej pod kierunkiem J. Wengla pracy udowodniono, 

że wprowadzenie reszt U*-' w pozycje T"* lub T'^ cząsteczki TBA powoduje znaczne 

obniżenie wartości efektu antykoagulacyjnego w porównaniu do substytucji 

pozostałych miejsc pętli. Obniżenie aktywności antykoagulacyjnej zauważono również 

w przypadku wariantu zawierającego równoczesną substytucję resztami U*^ 

w pozycjach T^ T^ T*^ i T'^ TBA (EA = 0.12 s. Rys. 25, Tab. 7).

TBA

s4U

s4U

Rysunek 26. Wykres zależności wartości efektu antykoagulacyjnego wariantów zawierających reszty 

4-tiourydyny w serii RNA lub UNA od położenia modyfikacji w cząsteczce TBA.

Wprowadzanie reszt 2'-deoksy-4-tiourydyny w niektóre pozycje TBA zostało 

opisane w literaturze jako szczególnie korzystne dla zwiększania powinowactwa 

oligonukleotydów do docelowego białka [122]. W związku z powyższym postanowiono 

sprawdzić czy wprowadzenie reszt s4U'^ lub s4U^ w pozycje T\ T’, T^, T'^ oraz T'-^

aptameru wpłynie na poprawę zdolności inhibicyjnych TBA względem trombiny. 

Wariant odznaczający się najlepszymi właściwościami antykoagulacyjnymi zawierał 

resztę s4U*-' w pozycji T^ (EA przyjmował wartość 15.5 s. Rys. 26, Tab. 7).
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W pozostałych przypadkach wprowadzenie tej modyfikaeji do badanych aptamerów 

wyraźnie obniżało zdolność inhibicji aktywności trombiny. Umieszczenie reszt s4U*^ 

w pozycjach T^, T^, lub T'^ miało bardziej korzystny wpływ na poziom aktywnośei 

antykoagulacyjnej badanych oligonukleotydów w porównaniu do modyfikacji w serii 

RNA. Wartość parametru EA dla wariantów s4U^ oraz s4U’^ zawierała się w zakresie 

odpowiednio od 6.9 s do 15.5 s oraz od 1.3 s do 5.0 s (Rys. 26, Tab. 7). Obserwowana 

różnica może być rezultatem zwiększenia elastyczności regionów pętli wynikającej 

z obecności reszty cukrowej o zwiększonej labilności pierścienia. Co ciekawe, 

tendencja ta ulega odwróceniu w przypadku wprowadzenia reszt s4U*^^ w pozycje T"*, 

G* i T'^, gdzie korzystniejsza dla poprawy właściwości antykoagulacyjnych TB A 

okazała się substytucja resztami 4-tiourydyny w serii RNA. Reszty T‘* i T'^ 

są bezpośrednio zaangażowane w oddziaływania z cząsteczką trombiny [94]. 

W związku z powyższym konieczne jest odpowiednie ich ułożenie względem reszt 

aminokwasowych docelowego białka. Wprowadzenie opisywanych modyfikacji 

nukleozydowych w serii UNA prowadzi do niepożądanego w tym fragmencie TBA 

rozluźnienia struktury, co przekłada się na poziom aktywności antykoagulacyjnej 

badanych wariantów. Oligonukleotydy zawierające wielokrotne podstawienie resztami 
s4yR/u ^ pozycjach T^, T’, T*^, T’^ lub T'^ aptameru odznaczały się jedną z najniższych 

wartości parametru EA (od -0.32 do 0.8 s. Rys. 26, Tab. 7).

Dane literaturowe wskazują również, że wprowadzenie reszt 

2'-deoksy-izoguanozyny w pewne pozycje szkieletu TBA ma korzystny wpływ 

na poprawę powinowactwa tego aptameru do oddziaływania z cząsteczką trombiny

[119]. Biorąc pod uwagę powyższe doniesienia podjęto próbę określenia efektu 

uzyskanego poprzez wprowadzenie pojedynczego lub wielokrotnego podstawienia 

resztami iG*^^ w pozycji G’, G^ i G'*^ na wielkość wywieranego efektu 

antykoagulacyjnego. We wszystkich analizowanych przypadkach zaobserwowano 

znaczne obniżenie właściwości antykoagulacyjnych badanych wariantów (Rys. 27, 

Tab. 8). Natomiast wariant posiadający w pozycji G* resztę iG^ charakteryzował się 

ponad sześciokrotnym obniżeniem poziomu aktywności antykoagulacyjnej względem 

niemodyfikowanego TBA (EA przyjmował wartość 3.15 s. Rys. 27, Tab. 8). 

Co ciekawe, podobną zależność można było dostrzec w wynikach dotyczących 

pozostałych badanych aptamerów. Warianty zawierające pojedynczą lub wielokrotną 

substytucję resztami iG*^ (wartość EA zawierała się w zakresie od 0.17 s do 1.13 s. 

Rys. 27, Tab. 8) odznaczały się wyższymi wartościami parametru EA w stosunku do ich

87





WYNIKI I DYSKUSJA

analogów w serii UNA (wartość EA zawierała się w zakresie od -0.12 s do 0.21 s. 

Rys. 27, Tab. 8). Uzyskane wyniki mogą wskazywać na istotność integralności 

struktury G-tetrad w zachowaniu właściwości antykoagulacyjnych TBA. 

Wprowadzenie modyfikacji reszt nukleotydowych powodujących jej rozluźnienie 

prowadzi do obniżenia zdolności inhibicji aktywności trombiny przez badane aptamery.

TBA
ic'^
iG^'

Rysunek 27. Wykres zależności wartości efektu antykoagulacyjnego wariantów zawierających reszty 

izoguanozyny w serii RNA lub UNA od położenia modyfikacji w cząsteczce TBA.

Próba poprawy właściwości antykoagulacyjnych wariantów TBA zawierających 

reszty iG*^^"^ poprzez wprowadzenie dodatkowej reszty s4U'^'^ nie przyniosła 

pożądanego efektu (Rys. 28a oraz Rys. 28b, Tab. 8). Jedynie aptamer zawierający 

równoczesną substytucję resztami s4U^ i iG'-' odpowiednio w pozycji T^ i G* 

charakteryzował się nieco poprawioną wartością parametru EA względem 

posiadającego jedną resztę iG*-* w pozycji G* (wartość EA była równa 3.53 s. Rys. 28a, 

Tab. 8). Pozostałe warianty TBA były zdolne do wydłużenia czasu trombinowego 

badanego osocza maksymalnie o około 1.90 s. Uzyskane wyniki mogą być 

konsekwencją destabilizacji struktury analizowanych wariantów.
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TBA

iG ;s4U
.„u ...u iG ;s4U

TBA
.„R .,,RiG ;s4U 

iG^';s4u‘^

Rysunek 28. Wykres zależności wartości efektu antykoagulacyjnego wariantów zawierających 

równocześnie reszty 4-tiourydyny oraz izoguanozyny w serii RNA lub UNA od położenia modyfikacji 

w cząsteczce TBA. a) warianty zawierające pojedyncze reszty iG i s4U odpowiednio w pozycji G' i G* 

oraz T^, T^, T^ T'- i T'^; b) warianty zawierające pojedyncze reszty iG i s4U odpowiednio w pozycji G'” 

oraz U, T’, T’, T'^ i T'^, a także warianty zawierające wielokrotne podstawienia wyżej wymienionymi 

resztami modyfikowanych nukleotydów.
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Tabela 8 (cd.). Efekt antykoagulacyjny wywierany przez G-kwadrupleksów zawierającyeh reszty izoguanozyny 
w serii RNA (iG**! lub 1'NA (jGi) oraz G-kwadrupleksów zawierających reszty izoguanozyny i 4-tiourydyny 
w serii RNA (iG'*.s4L "I lub I NA (iG*'.s4r‘'l. Efekt pojedynczego lub wielokrotnego podstawienia.

Miejsce Sekwencja EA
modyfikacji (5'-3') |s|

G"’. T‘2 GGTTGGTGTiG'*Gs4E'*TGG 0.07
q1(I 'pl2 GGTTGGTGTiG^'Gs4U^TGG -0.30

G"'. T" GGT1GGlGliG'tjrs4t “GG 0.25

Qi() yn GGTTGGTiGTiG%Ts4l'^GG 0.10

yJ *p7 'j'9 yn iG'*Gs4l”TGGs4l''*Gs4i:'*GGTs4l"*GG 0.07

q1 'j'7 'j'9 'plt iG‘^Gs4i:''TGGs4E^Gs4l-^GGTs4l‘GG 0.15

T'^ '1*7 'J'9 'j'lt GGs4i:“TGGs4l'*iGK4li»GGTs4i:*GG -0.03

t' GGs4r'TGGs4l ''iG‘'s4l''GGTs4l'*‘GG 0.35

■y.3 "^7 yy G*** GGs4fi'’TGGs4r''Gs4li'’iG'<GTs4lI'’GG 1.02

yS y7 yy qU) yU GGs4l'^^TGGs4E*'Gs4ll^'iG''GTs4r‘‘GG 1.25

W celu sprawdzenia czy zdolność inhibicji aktywności trombiny przez wybrane 

warianty TBA jest zależna od ich stężenia wykonano test trombinowy z zastosowaniem 

7 różnych rozcieńczeń badanych oligonukleotydów: 0.0825, 0.165, 0.330, 0.495, 0.660,

0.825 oraz 1 pM. Wyselekcjonowane aptamery zawierały reszty 4-tiourydyny 

lub kanonicznych reszt nukleotydowych w serii UNA w pozycjach T^, T^, T^ lub T'^. 

W przypadku wariantów zawierających reszty A*^ i C*^ w pozycji T^ możliwe było 

wyraźne zwiększenie efektu antykoagulacyjnego wraz ze wzrostem stężenia tych 

oligomerów (EA dla A^ przyjmował wartość 16.40 s oraz 279.66 s dla stężenia 

odpowiednio 0.165 pM i 0.825 pM; EA dla C'-' przyjmował wartość 19.83 s oraz 

279.66 s dla stężenia odpowiednio 0.165 pM i 0.825 pM, Rys. 29, Tab. 9). Wyniki testu 

TT uzyskane dla powyższych aptamerów w stężeniu równym 0.825 pM były lepsze 

o ok. 100 s od wielkości parametru EA otrzymanego dla niemodyfikowanego TBA 

(Rys. 29, Tab. 9). Warianty zawierające we wspomnianej pozycji reszty s4U^ oraz 

również odznaczały się wyraźną poprawą właściwości antykoagulacyjnych, jednak 

wartość zmierzonego dla nich parametru EA była niższa w porównaniu 

do niemodyfikowanego TBA (Rys. 29, Tab. 9). W pozostałych przypadkach 

obserwowano nieznaczny wzrost wartości efektu antykoagulacyjnego wraz 

ze zwiększaniem stężenia tych aptamerów (EA przyjmowało niższą wartość niż dla 

niemodyfikowanego TBA, Rys. 29, Tab. 9).
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• TBA
...u ..^.3s4U w pozycji T

s4U*^ w pozycji

s4U w pozycji T
.U ..^7A w pozycji T
„u .._7C w pozycji T
^11 ..^7G w pozycji T

C w pozycji T
,U ..t3
A W pozycji!

■ U ..,.12A w pozycji T

Rysunek 29. Wykres zależności wartości efektu antykoagulacyjnego wybranych wariantów TBA od ich 

stężenia.

Uzyskane wyniki świadczą o szczególnie korzystnym wpływie wprowadzania 

modyfikacji reszt nukleotydowych w pozycji na poprawę właściwości

antykoagulacyjnych TBA. Co więcej, obserwowany efekt antykoagulacyjny wywierany 

przez badane aptamery jest zależny od ich stężenia. Zwiększanie potencjału 

inhibicyjnego wspomnianych oligonukleotydów jest możliwe poprzez dodanie większej 

ich ilości do osocza. Wszystkie analizowane warianty odznaczały się właściwościami 

antykoagulacyjnymi, jednak tylko dla dwóch z nich uzyskana wartość parametru 

EA była większa od wartości parametru EA niemodyfikowanego TBA.

Tabela 9. Zależność efektu anijkuagulacyjnego od stężenia oligomeru.

■Miejsce
modyfikacji

Sekwencja
(S'-3')

Stężenia |ji.M|

0.0825 0.165 0.33 0.495 0.66 0.825 1

Czas trombinowy |s|

GGTTGGTGTGGTTGG 8.75 18.68 40.43 74.84 119.55 175.51 279.66

V GGAjlTGGTGTGGTTGG 4.91 8.89 20.43 22.23 32.61 38.25 82.31

V GGs41ATGGTGTGGTTGG 3.46 6.88 9.16 16.31 26.79 44.21 46.89

Jl GGTTGGAj^GTGGTTGG 6.19 16.40 39.68 77.36 132.64 279.66 280.11

T’ GGTTGGCilGTGGTTGG 8.38 19.83 48.82 95.94 143.91 279.66 279.66

T7 GGTTGGG^iGTGGTTGG 5.88 11.85 26.43 46.58 71.60 92.56 144.38

r GGTTGGslLlGTGGTTGG 6.78 14.96 41.09 64.74 100.81 137.78 280.89

GGTTGGTGC^GGTTGG 5.93 8.63 16.18 22.56 30.54 37.43 45.20

•I'll GGTTGGTGTGGA^TGG 4.14 7.84 19.05 30.71 39.18 57.90 73.93

JV. GGTTGGTGTGGs41 ^TGG 3.94 7.73 16.49 14.28 19.08 25.84 31.80
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4. Test amidolityczny

W celu sprawdzenia czy wybrana pula wariantów TBA o najbardziej 

korzystnych właściwościach antykoagulacyjnych (9 wariantów zawierających 

modyfikacje resztami 4-tiourydyny oraz kanonicznych zasad heterocyklicznych w serii 

UNA w pozycjach T^, T^, T^ lub T'^) powoduje wydłużenie czasu trombinowego 

bez jednoczesnego obniżenia poziomu aktywność amidolitycznej trombiny (zdolność 

hydrolizy wiązania peptydowego) wykonano test amidolityczny. Jest to metoda 

pozwalająca na określenie dostępności centrum katalitycznego opisywanej proteazy 

serynowej poprzez dodanie substancji chromogennej S-2238 i rejestracji 

spektrofotometrycznej zmiany natężenia barwy próbki, będącej wynikiem hydrolizy 

wiązania peptydowego i przekształcania substratu w p-nitroanilinę (Rys. 30). Pomiar 

absorbancji jest dokonywany przy długości fali równej 405 nm.

T » • A -V T A XROIVIBINA __ - -W-fc. ♦ A -w -VTAH-D-Phe-Pip-Arg-pNA H-D-Phe-Pip-Arg-OH + pNA
(S2238™)

Rysunek 30. Schemat hydrolizy chromogennego substratu przez trombinę.

Zdolność trombiny do hydrolizy krótkiego, peptydowego substratu w obecności 

badanej puli wariantów TBA określono poprzez wyznaczenie procentu jej aktywności 

(At). Za 100% wartości tego parametru przyjęto wielkość absorbancji przy długości fali 

405 nm dla roztworu samej trombiny.

Najwyższy poziom aktywności trombiny uzyskano w obecności wariantów 

zawierających reszty C^, G^, s4U^ w pozycji T^, w T^, A^ w T'^ oraz

niemodyfikowanego TBA (Rys. 31). Dla wszystkich wymienionych wcześniej 

aptamerów parametr ten przyjmował wartość powyżej 100%. Nieznacznie obniżony 

poziom aktywności trombiny (At < 100%) zaobserwowano, gdy w roztworze obecne 

były warianty zawierające reszty A*^ w pozycjach T^ łub T’ raz sTU*-* w pozycjach U^ 

lub U‘^ (Rys. 31). Na podstawie analizy statystycznej z zastosowaniem testu p-studenta 

określono wartość parametru p dla wszystkich obserwowanych różnic poziomu 

aktywności trombiny w obecności analizowanych, modyfikowanych wariantów TBA. 

We wszystkich przypadkach wynik był większy od 0.05, na podstawie czego 

stwierdzono, że uzyskane zróżnicowanie poziomu aktywności trombiny w obecności 

badanych wariantów nie ma znaczenia statystycznego. W związku z powyższym można 

w sposób jednoznaczny stwierdzić, że analizowane aptamery nie wpływają na zdolność 

hydrolizy peptydowego substratu S2238™ przez trombinę. Wynik ten wskazuje,

93





WYNIKI I DYSKUSJA

że badane warianty TBA swoje działanie inhibicyjne wywierają poprzez związanie się 

z miejscem aktywnym I cząsteczki trombiny.
■■i komkina

Rysunek 31. Wykres poziomu aktywności trombiny w obecności niemodyfikowanego TBA oraz 

modyfikowanych wariantów TBA.

5. Badanie stałej dysocjacji wariantów TBA

Stała dysocjacji (Kd) jest parametrem charakteryzującym oddziaływanie dwóch 

cząsteczek tworzących kompleks, a jej znajomość jest kluczowa dla określenia siły tego 

procesu. W niniejszej pracy Kd kompleksu trombiny z TBA wyznaczono 

z wykorzystaniem spektroskopii plazmonowego rezonansu powierzchniowego (SPR, 

ang. surface plasmon resonance) w czasie rzeczywistym. Jest to technika optyczna 

umożliwiającą określenie siły oddziaływania dwóch molekuł: jednej zawieszonej 

w roztworze oraz drugiej unieruchomionej na metalicznej powierzchni, na podstawie 

rejestracji zmiany współczynnika załamania światła [170]. Badania techniką SPR 

zostały wykonane w ramach realizacji pracy doktorskiej w trakcie 2 miesięcznego stażu 

naukowego w grupie badawczej kierowanej przez prof. Jespera Wengla w Centrum 

Kwasów Nukleinowych na Uniwersytecie Południowej Danii w Odense.

Dane literaturowe wskazują, że korzystne wartości stałej dysocjacji TBA 

z tromhiną obserwowane są przeważnie, gdy wprowadzona modyfikacja reszt 

nukleotydowych nie zaburza struktury kwadrupleksu i znajduje się w jednej z trzech 

pętli aptameru [99]. W związku z powyższym pomiary przeprowadzono
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na wyodrębnionej grupie cząsteczek odznaczających się najlepszymi parametrami 

termodynamicznymi oraz właściwościami antykoagulacyjnymi (Tab. 10).

l abela 10. Wartości stałej dysocjacji dla wybranych wariantów TBA.

Miejsce Sekwencja Stała dysocjacji
modyfikacji 5'-3' |nM|

GGTTGGTGTGGTTGG 4.23

T’ GGAjiTGGTGTGGTTGG 5.99

T’ GGs4l 'TGGTGTGGTTGG 6.67

r GGTTGGĄl^GTGGTTGG 4,75
J7 GGTTGGCiiGTGGTTGG 4.39

V GGTTGGGliGTGGTTGG 4.25

T’ ggttggs4U;gtggttgg 5.00

GGTTGGTGCilGGTTGG 8.77
Jl2

ggttggtgtggv;tgg 10.91
TI2 GGTTGGTGTGGs4l'‘TGG 15.99

Najbardziej korzystne wartości stałej dysocjacji uzyskano dla wariantów TBA 

zawierających reszty kanonicznych nukleotydów w serii UNA oraz 4-tiourydyny w serii 

UNA w pozycji T’ aptameru (parametr Kd przyjmował wartość 4.25, 4.39, 4.75 oraz 

5.00 nM odpowiednio dla G^, C^, A^ oraz s4U'^\ Tab. 10), które były porównywalne 

z Kd zmierzonym dla niemodyfikowanego TBA (4.23 nM, Tab. 10). Otrzymane dane 

eksperymentalne pozostają w zgodzie z wynikami testu trombinowego, co może 

świadczyć o dużej tolerancji na wprowadzanie modyfikowanych reszt nukleotydowych 

typu UNA w pozycję T^ aptameru. Podobne obserwacje poczyniła grupa badawcza

J. Wengla analizując wpłyvż pojedynczego podstawienia reszt nukleotydo\\7ch DNA 

resztami urydyny lub guanozyny w serii UNA [131]. Większą wartość stałej dysocjacji 

zaobserwowano w przypadku wariantów zawierających reszty kanonicznych 

nukleotydów w serii UNA lub 4-tiourydyny w serii UNA w pozycji T^ i T^ 

(Kd przyjmowała wartość 5.99, 6.67 oraz 8.77 nM odpowiednio dla A^ w T^, s4U'^ w T^ 

oraz w T^, Tab. 10). Osłabienie oddziaływania TBA z cząsteczką trombiny 

zauważono również w sytuacji, gdy reszty A^ i s4U^^ wprowadzono w pozycję T‘^ TBA 

(Kd wynosiła 10.91 oraz 15.99 nM odpowiednio dla A^ i s4U^, Tab. 10). 

We wszystkich analizowanych przypadkach warianty zawierające w danej pozycji 

modyfikacje resztami s4U^ charakteryzowały się wyższymi wartościami parametru 

Kd w porównaniu do aptamerów posiadających w tym miejscu reszty kanonicznych 

nukleotydów w serii UNA. Uzyskane wyniki znalazły częściowo odzwierciedlenie
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w wartości parametru EA przy stężeniu 0.165 pM (im wyższa wartość parametru EA 

tym niższa wartość Kd). Wyjątek stanowiły dwa warianty zawierające reszty lub 

s4U^ odpowiednio w pozycji i T'^ (Tab. 10). W obu przypadkach, uzyskanych 

wartości Kd nie można było bezpośrednio powiązać z wynikami testu trombinowego. 

Powyższe dane obrazują jak bardzo skomplikowaną siecią zależności jest proces 

krzepnięcia krwi. Znajomość wartości stałej dysocjacji nie jest warunkiem 

dostatecznym do jednoznacznego określenia efektu antykoagulacyjnego wywieranego 

przez badany wariant TBA.

6. Badanie właściwości antyproliferacyjnych wybranych wariantów TBA

W ostatnim czasie pojawiło się wiele doniesień literaturowych informujących

0 znacznym potencjale antyproliferacyjnym sekwencji oligonukleotydowych bogatych 

w reszty guanozynowe. Wymienione cząsteczki przyjmują strukturę G-kwadrupleksu

1 są zdolne do specyficznego rozpoznawania białek zaangażowanych w cykl 

komórkowy, co może stanowić potencjalną przyczynę obserwowanej inhibicji wzrostu 

komórek [171, 172]. Grupa badawcza pod kierunkiem L. Mayol dowiodła, 

że wprowadzenie łącznika dibenzylowego w określone pozycje TBA powoduje 

zmniejszenie właściwości antykoagulacyjnych tego aptameru przy jednoczesnym 

zwiększeniu jego potencjału antyproliferacyjnego [133].

Biorąc pod uwagę powyższe doniesienia literaturowe postanowiono zbadać 

zdolności inhibicji wzrostu komórek raka szyjki macicy {HeLa) przez wybrane warianty 

TBA z zastosowaniem testu aktywności metabolicznej komórek (test MTT). Metoda 

ta pozwala ocenić żywotność komórek na podstawie stopnia redukcji rozpuszczalnej 

w wodzie, żółtej soli tetrazolowej (MTT) w nierozpuszczalny, ciemnoniebieski 

formazan. Ilość zredukowanego MTT jest wprost proporcjonalna do liczby żywych 

komórek w hodowli. Wyboru oligonukleotydów z całkowitej puli wariantów TBA 

dokonano na podstawie analizy przesiewowego testu MTT wykonanego w dwóch 

stężeniach aptamerów (0.1 i 5.0 pM) w Zakładzie Bioinżynierii Kwasów 

Nukleinowych. Szczegółowe badania właściwości antyproliferacyjnych 

przeprowadzono z zastosowaniem dwóch wariantów TBA zawierających wielokrotne 

podstawienie resztami s4U’^ w pozycjach T^ T^, T^, T'^ lub T’^ oraz

niemodyfikowanego TBA (w stężeniu 0.1, 5.0 i 10.0 pM).
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R 1 7 Qs4U w pozycji T^;T ;T ;T 

s4U*^w pozycji T^;T^;T'*;T'“

Stężenie [pM]

Rysunek 32. Wykres poziomu żywotności komórek HeLa w obecności niemodyfikowanego TBA oraz 

modyfikowanych wariantów TBA.

Uzyskane wyniki pozwoliły stwierdzić, że w przypadku aptameru posiadającego 

reszty s4U'^ w pozycji T^, T’, T^, T'^ następuje zahamowanie wzrostu komórek HeLa 

o ok. 11% przy stężeniu oligomeru równym 0.1 pM. Efekt ten ulega stopniowemu 

nasileniu wraz ze zwiększaniem ilości omawianego wariantu TBA w hodowli 

komórkowej, przyjmując wartość ok. 85% w 10.0 pM próbce (Rys. 32, Tab. 11). 

Podobną tendencję zaobserwowano również dla aptameru zawierającego modyfikację 

resztą s4U'^ w pozycji T^, T^, T^, T'^. W tym jednak przypadku efekt inhibicyjny przy 

stężeniu oligomeru równym 10.0 pM wynosił ok. 95% (Rys. 32, Tab. 11). Dane 

uzyskane dla niemodyfikowanego TBA pozwoliły stwierdzić, że w stężeniu 5.0 pM 

odznaczał się około 3 krotnie słabszymi właściwościami antyproliferacyjnymi 

w porównaniu do dwóch wspomnianych wcześniej wariantów (Rys. 32, Tab. Ił). 

W stężeniu 10.0 pM niemodyfikowany TBA powodował spadek żywotności komórek 

HeLa do ok. 34% (Rys. 32, Tab. 11). Uzyskane wyniki świadczą o możliwości zmiany 

właściwości TBA z antykoagulacyjnych na antyproliferacyjne nie tylko poprzez 

wprowadzenie łącznika dibenzylowego [133], ale również dzięki modyfikacji reszty 

cukrowej i zasadowej nukleozydu.
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Tabela 11. Zależność efektu anty proliferacyjnego od stężenia oligomeru.

Miejsce Sekwencja Stężenia |p.VI|

modyTikacji (5'-3') 0.10 5.0 10.0

Żywotność komórek HeLa |%|

GGTTGGTGTGGTTGG 99.00 82.78 33.89

yj y? y9 yl2
GGs4l''’TGGs4l"Gs4i:'*GGs4U"TGG 89.42 24.28 14.10

yB y7 y9 yl.l GGs4l'*TGGs4l :'*Gs4l!'*GGTs4li'’GG 86.29 29.74 5.49

7. Badanie stabilności biologicznej wybranych wariantów TBA w osoczu krwi 
ludzkiej

Szybka eliminacja aptamerów z krwioobiegu oraz podatność na cięcie 

osoczowymi nukleazami stanowią główne czynniki ograniczające działanie aptamerów 

w ludzkim organizmie [173]. Określenie stopnia degradacji oligonukleotydów w osoczu 

krwi ludzkiej jest możliwe poprzez wyznaczenie ich okresu półtrwania (T1/2), czyli 

czasu, po którym ilość badanej substancji ulegnie zmniejszeniu o połowę. Naukowcy 

dowiedli, że wprowadzenie modyfikowanych reszt nukleotydowych do łańcucha 

aptameru wpływa niekiedy korzystnie na wartość parametru T1/2. Grupa badawcza pod 

kierunkiem S. Maiti udowodniła, że G-kwadrupleksy zawierające reszty nukleotydowe 

w serii UNA odznaczają się wydłużonym okresem półtrwania w osoczu krwi ludzkiej 
[174].

l abela 11. Wartości stabilności biologicznej wybranych wariantów
TB.4 w osoczu krwi ludzkiej.

Miejsee Sekwencja T,/2
modyfikacji 5'-3' |min|

GGTTGGTGTGGTTGG 59.3
J7 GGTTGGAl^GTOGTTGG 78.9
?7 GGTTGGCiiGTGGTTGG 89.2

r GGTTGGGiiGTGGTTGG 89.2

T’ GGTTGGs4l!‘‘GTGGTTGG 66.9
y.J y7 y9 yl2 GGs4li'*TGGs4U‘’Gs4U‘‘GGs4U*TGG -
y3 y7 y9 yl3 GGs4lI^TGGs41l!Gs41IfGGTs4li^GG -

Pomiary parametru T1/2 przeprowadzono na wyodrębnionej grupie cząsteczek 

odznaczających się najlepszymi właściwościami antykoagulacyjnymi 

lub antyproliferacyjnymi (Tab. 11) poprzez inkubację tych oligonukleotydów w osoczu 

krwi ludzkiej w temperaturze 37°C. Najdłuższym okresem półtrwania odznaczały 

się warianty zawierające reszty lub G^ w pozycji T^ aptameru (w obu przypadkach
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Ti/2 przyjmował wartość równą 89.2 minuty. Tab. 11, Załącznik 3 - plik REI). 

Wprowadzenie w to samo miejsce reszty A*^ również powodowało poprawę stabilności 

biologicznej badanej cząsteczki względem niemodyfikowanego TBA (Tab. 11, 

Załącznik 3 - plik REI), jednak T1/2 w tym przypadku przyjmował niższą wartość, 

równą 78.9 minut. Najmniejszą zmianę odporności na degradację osoczowymi 

nukleazami zaobserwowano dla wariantu TBA zawierającego reszty s4U^ w pozycji T^ 

(Ti/2 przyjmował wartość 66.9 minuty. Tab. 11, Załącznik 3 - plik REI). Co ciekawe, 

wyznaczenie wartości parametru T1/2 aptamerów posiadających wielokrotne 

podstawienie resztami s4U’^ w pozycjach T^, T^, T*^, T'^ lub T'^ okazało się niemożłiwe 

ze względu na występowanie dodatkowych produktów widocznych na żelu w postaci 

wolno migrujących prążków (Załącznik 3 - plik RE2). W literaturze opisano 

zwiększanie powinowactwa oligonukleotydów do białek poprzez wprowadzenie 

tiolowej modyfikacji reszty nukleozydowej łub wiązania 5'-3' fosfodiestrowego 

w niektóre pozycje tych cząsteczek [122, 175, 176]. W związku z powyższym widoczne 

na żelu dodatkowe prążki mogą odpowiadać kompleksowi wariantów TBA z białkami 
osocza.
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VI. PODSUMOWANIE
Celem niniejszej pracy doktorskiej było określenie wpływu podstawienia 

wybranymi, modyfikowanymi resztami nukleotydowymi na stabilność 

termodynamiczną oraz właściwości biologiczne TBA. Uzyskane wyniki można 

podsumować w następujących punktach:

1. Wyniki przeprowadzonych badań termodynamicznych wykazały znaczący wpływ 

rodzaju modyfikacji na stabilność termodynamiczną analizowanych wariantów 

TBA. Najkorzystniejsze okazało się wprowadzenie reszt 4-tiourydyny w serii RNA 

lub UNA w pozycję 3, 7 oraz 12 aptameru oraz reszty adenozyny, cytydyny oraz 

guanozyny w serii UNA w pozycję 7 cząsteczki. Obecność reszt 4-tiourydyny oraz 

izoguanozyny w serii RNA lub UNA w pozostałych badanych pozycjach aptameru 

powodowała wyraźne obniżenie trwałości termodynamicznej kwadrupleksu 

(wyjątek stanowiła reszta 4-tiourydyny w serii RNA umieszczona w pozycji 9). 

Wprowadzenie reszty 4-tiourydyny w serii RNA wywoływało silniejszy efekt 

stabilizacyjny w porównaniu do reszt 4-tiourydyny w serii UNA. Ponadto, efekty 

termodynamiczne spowodowane wprowadzeniem do TBA więcej niż jednej 

modyfikacji w serii RNA lub UNA miały charakter addytywny.

2. Na podstawie widm CD oraz TDS uzyskanych dla wariantów posiadających 

pojedyncze lub wielokrotne podstawienie resztami 4-tiourydyny w serii UNA lub 

RNA oraz resztami kanonicznych nukleotydów w serii UNA można stwierdzić, 

że wprowadzenie wymienionych modyfikacji nie wpływało na topologię 

fałdowania tych cząsteczek i w temperaturze 37°C zachowują one strukturę 

wewnątrzcząsteczkowego, antyrównoległego G-kwadrupleksu. Natomiast widma 

CD i TDS wariantów posiadających pojedyncze lub wielokrotne podstawienia 

resztami izoguanozyny w serii UNA lub RNA oraz wariantów zawierających 

jednocześnie reszty 4-tiourydyny i izoguanozyny w serii UNA lub RNA 

charakteryzowały się zmniejszeniem intensywności lub całkowitym zanikiem pasm 

charakterystycznych dla wewnątrzcząsteczkowego, antyrównoległego 

G-kwadrupłeksu. Na tej podstawie można było wnioskować, że wprowadzenie 

powyższych modyfikacji wyraźnie zmniejsza ustrukturałizowanie 

G-kwadrupleksów lub uniemożliwia przyjęcie tej struktury.

3. Wyniki przeprowadzonego testu trombinowego pozwoliły stwierdzić, że większość 

badanych. modyfikowanych aptamerów wykazywało właściwości
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antykoagulacyjne. Obserwowany efekt jest zależny od stężenia wariantów TBA. 

Aptamery posiadające resztę adenozyny lub cytydyny w serii UNA w pozycji 

7 odznaczają się poprawionymi w stosunku do TBA zdolnościami inhibicji procesu 

krzepnięcia krwi. Oprócz tego wytypowano 2 inne oligonukleotydy, które również 

wykazywały rełatywnie silne działanie antykoagulacyjne.

4. Wyniki testu amidolitycznego pozwoliły stwierdzić, że badane warianty TBA 

wywierają efekt antykoagulacyjny poprzez związanie się w miejscu zewnętrznym 

I cząsteczki trombiny.

5. Najbardziej korzystne wartości stałej dysocjacji uzyskano dla wariantów TBA 

zawierających reszty kanonicznych nukleotydów w serii UNA oraz 4-tiourydyny 

w serii UNA w pozycji T^ aptameru. Większą wartość stałej dysocjacji 

zaobserwowano w przypadku wariantów zawierających reszty kanonicznych 

nukleotydów w serii UNA lub 4-tiourydyny w serii UNA w pozycji T^, T^ i T'^ 

TBA. We wszystkich analizowanych przypadkach warianty zawierające w danej 

pozycji modyfikacje resztami s4U*^ charakteryzowały się wyższymi wartościami 

parametru Kj w porównaniu do aptamerów posiadających w tym miejscu reszty 

kanonicznych nukleotydów w serii UNA.

6. Wprowadzenie w pozycję T^ TBA reszt kanonicznych nukleotydów w serii UNA 

lub 4-tiourydyny w serii UNA powodowało wydłużenie okresu półtrwania 

w osoczu krwi ludzkiej względem niemodyfikowanego aptameru. Najdłuższym 

okresem półtrwania odznaczały się warianty zawierające reszty lub

w pozycji T’ aptameru. Wyznaczenie wartości parametru T1/2 aptamerów 

posiadających wielokrotne podstawienie resztami s4U’^ w pozycjach T^, T^, T*^, T'^ 

lub T‘^ okazało się niemożliwe ze względu na powstawanie wysoko migrujących 

produktów pośrednich reakcji.

7. Na podstawie analizy wyników testu aktywności metabolicznej komórek HeLa

można stwierdzić, że warianty TBA zawierające reszty s4U’^ w pozycjach T^, T^, 

T^, T'^ lub T'^ aptameru odznaczają się znaczącymi właściwościami

anty pro 1 i feracyj nym i.

Z punktu widzenia aktualnego stanu wiedzy nowatorski charakter niniejszego 

projektu stanowi określenie właściwości teiTnodynamicznych, strukturalnych oraz 

biologicznych całkowicie nowych pochodnych TBA. Próba dokładnego poznania 

wpływu nowych, modyfikowanych reszt nukleotydowych na właściwości
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termodynamiczne, strukturalne i biologiczne TBA umożliwiła sformułowanie pewnych 

założeń teoretycznych użytecznych w przyszłości przy projektowaniu nowych 

związków odznaczających się większą skutecznością działania antykoagulacyjnego 

i antyproliferacyjnego, co może stanowić olbrzymi wkład w poprawienie efektywności 

metod terapeutycznych. Uzyskane wyniki badań pozwoliły na poznanie 

termodynamicznych oraz strukturalnych konsekwencji wprowadzenia całkowicie 

nowych modyfikacji typu UNA do G-kwadrupleksów oraz biologicznej charakterystyki 

nowych pochodnych TBA.
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VII. MATERIAŁY I METODY

1. Materiały

1.1 Odczynniki

akrylamid. N,N'-metylenobisakrylamid, kwas borowy, mocznik, octan sodu, oranż G, 

PBS 10x stężony, tri(hydroksymetylo)aminometan (Tris) - BioShop® 

amoniak (30%), izopropanol - CHEMPUR 

substrat S-2238'^^ - CHROMOGENIX
chlorek potasu, chlorek sodu. sól disodowa kwasu etylenodiaminotetraoctowego 
(NaiEDTA) - Finka

bydlęca surowica płodowa (FBS), pożywka hodowłana RPMI 1640 bez czerwieni 
fenolowej - Gibco®
dimetyloformamid, etanol, metanol, n-butanol, kwas solny - POCh S. A. 

błękit bromofenolowy, bromek 3-(4,5-dimetylotriazol-2-yl)-2,5-difenylotetrazolu, 

cyjanol ksylenowy, diwodoro fosforan potasu (KH2PO4), fluorowodorek 

trietyloamonowy (TEA-3HF), formamid, kakodylan sodu, ludzka surowica krwi, 

medium hodowlane RPMl 1640, nadsiarczan amonu (APS), 

N,N,N',N'-tetrametyloetylenodiamina (TEMED), roztwór antybiotyków 100x stężony 

(Antibiotic Antymycotic Solution), roztwór witamin 100x stężony (MEM Vitamin 

Solution), Tween 20, wodorofosforan sodu (Na2HP04), wodorotlenek sodu (NaOH) 

- Sigma-Aldrich®
glikogen - Thermo Fisher Scientific Inc.

1.2 Gotowe zestawy do badań

Zestaw Dia-TT - DIAGON®

Biotin CAPture KIT - GE Healthcare Life Science

1.3 Izotopy promieniotwórcze

[yJ2p] Ąjp 5000 Ci/mmol - Hertman Analytic

1.4 Enzymy

kinaza polinukleotydowa T4 - EURx® 

trombina - Haematologic Technologies, Inc.
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I

1.5 Linia komórkowa

linia komórkowa raka szyjki macicy {HeLa) - Sigma-Aldrich'*

1.6 Oligonukleotydy

Tabela 9. Sekwencje oligonukleotjdów.

Miejsce
modyfikacji

Sekwencja 
(5'-3')

Miejsce
modyfikacji

Sekwencja 
(5'-3')

TBA GGTTGGTGTGGTTGG G‘. G'" iG^GTTGGTGTiC'GTTGG

T5 GGTTGGTGTGGTTGG G'. G*. G"' jGfGTTGGTjGfTiG^GTTGG

T’ ggo;tggtgtggttgg G'. G*. G'" iC^^GTTGGTiG^^TiG^^GTTGG

V GGG^TGGTGTGGTTGG G' iG'^TTGGTGTGGTTGG

V GGTTGGTGTGGTTGG G' iG^'GTTGGTGTGGTTGG

V GGTCiGGTGTGGTTGG G',T’ iG*Gs4l'»TGGTGTGGTTGG

V GGTG^lGGTGTGGTTGG* G',T’ iG*'Gs4l'*’TGGTGTGGTTGG

V GGTTGGTGTGGTTGG G',r iGfGT fGGs4l2GTGGTTGG

V GGTTGGCliGTGGTTGG G',r iG‘^GTTGGs4li*'GTGGTTGG

T7 GGTTGGG^^GTGGTTGG G',r' iG'^TTGGTGs4ll'*GGTTGG

r GGTTGGTTTGGITGG G‘,r' iG^GTTGGTGs4r^GGTTGG

T* GGTTGGTCiTGGTIGG G',T'^ jGfGTTGGTGTGGslil^TGG

T* GGTTGGTlIiTGGTTGG G‘,T'^ iG‘'GTTGGTGTGGs4l‘TGG

r GGTTGGTGTGGTTGG G', T” iG'*GTTGGTGTGGTs4l'*GG

r GGTTGGTGO^GGTTGG G‘,T” iG^GTTGGTGTGGTs4ll‘'GG

V GGTTGGTGG^GGTTGG G» GGTTGGTiG^TGGTTGG

TI2 GGTTGGTGTGGTTGG G* GGTTGGTiG^'TGGTTGG
•pD GGTTGGTGTGGOiTGG rt, G* (iGs4r"TGGTiG‘»TGGTTGG

GGTTGGTGTGGGilTGG T\ G* GGs4fi^TGGTiG'TGGTTGG

•plJ GGTTGGTGTGGTTGG r, G* GGTl GGs4l “iG^TGGTTGG
*pl3 GGTTGGTGTGGTCl^GG r, G* GGTTGGs4l‘iG^TGGTTGG

GGTTGGTGTGGTG^^GG G*, T" GGTTGGTiG^l^GGTTGG

'p3 'p7 *p9 'pll GGj^TGGO^GH^GGTOlCiG G*, r GGTTGGTiG'^s4U^GGTTGG

T» GGTGliGGTGTGGTTGG G*. T'^ GGTTGGTiG "TGGS4 L:"TGG

V GGs4t"TGGTGTGGTTGG G*, T‘^ GGTTGGTiG^TGGs4l‘^^TGG

V GGs4l ^TGGTGTGGTTGG G*, T‘’ GGTTGGTiG'*TGGTs4l "GG

V GGTS40GGTGTGGTTGG G'" GGTTGGTGTjG^TTGG

V GGTTGGs4L^GTGGTTGG GUI GGTTGGTGTiG'^GTTGG

r GGTTGGsIOGTGGTTGG T’, G"' GGs4l "TGGTGTiG^GTTGG

T" GGTTGGTs4 L' “TGGTTGG T’, G"' GGs4l!^TGGTGTiG'^GTTGG

T" GGTTGGTS40TGGTTGG T7 g"' GGTTGGslŁfGTjG^GTTGG
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Tabela 9 (cd.). Sekwencje oligonukleotydów.

Miejsee
modyfikacji

Sekwencja 
(5'-3')

JU

*pl2

TiJ

Tli

*p.3 "p? y9 *p 12 

y? y9 *pl2 

-p3 "p7 -p9 -pit 

*p3 y7 -p9 'pl3

G'

G'

G"

G»

G'"

G‘"

G',G*

G'.G"

G*. G'"

G*. G‘"

G', G'"

GGTTGGTGs4l "GGTTGG 

GGTTGGTGs40GGTTGG 

GGTTGGTGTGGs4l “TGG 

GGTTGGTGTGGs40TGG 

GGTTGGTGTGGTs4lA3G 

GGTTGGTGTGGTs40GG 

GGs4l "*TGGs41"’Gs41A:;Gs41 »TGG 

GGs4l'*'TGGs40'Gs4l^GGs40TGG 

GGs4l'*TGGs4l'‘Gs4G*GGrs4l''*GG 

GGs4L!.TGGs40Gs40:GGTs40iGG 

iGfCiTTGGTGTGGTTGG 

i(; GGTTGGTGTGGTTGG 

GGTlGGTiG^TGGTTGG 

GGTTGGTiGiTGGirGCi 

GGTTGGTGTjG^GTTGG 

GGTTGGTGTjG^^GTTGG 

iGf(i ITGGTjGfTGG ITGG 

iG'^Gl'I'GGTiG* TGGTTGG 

GGTTGGTiG^TiG^GTTGG 

GGTTGGTiG'^TiG*^GTTGG 

iG^GTTGGTGTiG^GTTGG

Miejsce
modyfikacji

Sekwencja 
(5'-3')

r, G"’
*p9 QlO 

'p9 qIO 

q10 -pl2 

qI0 ylż 

QlO *pl3

QlU 'pl3

QI "pJ 'p7 y9 

'pl3

qI *p3 'p? 'p9 

yŁi

G*
^13

G*
"pn

"p.! *p7 *p9 

q10 *pl3 

'p3 *p7 *p9 

qU) "pŁI

G', T\ T, G‘,
Y') QlO -plJ

G', T\ V, G*.
G’“

r, G'"
"p9 QlO

QlO -pl3 

Ql *p3 ^7 'p9

T”
T? q8 -p9 

'pl.l

^3 "p7 "P9 

qU) "pl3

GGTTGGs4G'GTiG''GTTGG 

GGTTGGTGs4l "iG^GTTGG 

GGTTGGTGs4li^iG'-'GTTGG 

GGTTGGTGTiG'^s4l"*TGG 

GGTTGGTGTiGliGsllTTGG 

GGTTGGTGTiGN3Ts4l “GG 

GGTTGGTiGTiG'*GTs4Ll''GG 

iG'k3s4l:'’TGGs4r»Gs4l *GGTs4l "GG 

iG'^Gs4lTTGGs4l!^Gs4l^GGTs4r*'GG 

GGs4l"TGGs4l'*iG'*s4l'*GGTs40'GG 

GG.s4l3TGGs4l'‘'iGS4t'‘^GGTs4l‘GG 

GGs4r'*TGGs4l"‘Gs4r'*iG'*GTs4li*GG 

GGs4r‘^TGGs4l'^Gs4li*^^iG*'GTs4r*'GG 

iG'k3s4l '*TGGs40*iG'*s4r'*iG*GTs4l '*GG 

iG‘^Gs4lDGGs4i:*'iG^s4G"iG*'GTs4lTGG 

GGTTGGs4li^GTiG^GTTGG 

GGTTGGTGs40jG^GTTGG 

GGTTGGTiGTjGliGTsiOGG 

iG^Gs4Ll:TGGs40:Gs40GGTs40GG 

CiGs4LliTGGM0iG!ls4OGGTs4lAGG 

GGs4l'^^TGGs4l'^Gs4U'^iG*'GTs4lTGG

1.7 Akcesoria dodatkowe

Illustra NAP-25 columns - GE Healthcare Life Sciences

naczynia hodowlane oraz sterylne końcówki do automatycznych pipet stosowane do 

hodowli komórkowej - NEST SCIENTIFIC 

Sensor Chip SA - GE Healthcare Life Sciences
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Bufor do testu amidolitycznego
0.1 MTris; pH 8.2 

150 NaCl 

5 mM KCl 

0.1% BSA

Bufor do pomiaru stałej dysocjacji aptamer - trombina
138 mM NaCl

2.7 mM KCl 

lOmM Na2HP04 

1.76 mM KH2PO4 

0.05% Tween-20

Bufor do fałdowania aptamerów w badaniach na liniach komórkowych
100 mM KCl 

IxPBS

10x MTT
0.1% w/v MTT

1.9 Pożywki do badań na liniach komórkowych

Pożywka hodowlana HeLa I
medium hodowlane RPMl 1640 

10% FBS

1X roztwór witamin 

1X roztwór antybiotyków

Przed każdorazowym użyciem pożywka była podgrzewana do temperatury 37°C.

Pożywka hodowlana HeLa II (używana po odmrażaniu komórek HeLa)

medium hodowlane RPMl 1640 

30% FBS

1X roztwór witamin 

1X roztwór antybiotyków

Przed każdorazowym użyciem pożywka była podgrzewana do temperatury 37°C.
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Pożywka hodowlana HeLa III (bez dodatku antybiotyków, stosowana do testu 

antyproliferacyjnego)
medium hodowlane RPMl 1640 

10% FBS

1X roztwór witamin

Przed każdorazowym użyciem pożywka była podgrzewana do temperatury 37°C.

Pożywka hodowlana HeLa IV (stosowana do testu antyproliferacyjnego)
medium hodowlane RPMl 1640 bez czerwieni fenolowej 

1X roztwór MTT

Przed każdorazowym użyciem pożywka była podgrzewana do temperatury 37°C.

1.10 Aparatura

automatyczny licznik komórek Automated Cell Counter TC20 Biorad 

blok grzejny iso-block"'^ Benchmark 

cieplarka Memmert 

koagulometr K-3002 Optic

komputerowy skaner materiałów znakowanych radioizotopowo FLA-5100 FujiFilm

licznik scyntylacyjny płytkowy MicroBeta^jM 2450 Microplate Counter Perkin Elmer

próżniowy koncentrator stołowy CentriVap Labconco

spektrofotometr Biacore^'^ XI00 GE Healthcare Life Science

spektrofotometr UV-V1S Beckman DU-640 z termoprogramatorem

spektrofotometr UV-V1S JASCO V-650 z termoprogramatorem

spektrofotometr UV-V1S JASCO 815

spektrometr masowy MALDI-TOF Bruker Autoflex

spektrofotometr xMark^'^ Biorad

syntetyzer MerMade 12 BioAutomation Corporation

termowytrząsarka Comfort Eppendorf

wirówka MiniSpin® Eppendorf

wirówka 5430R Eppendorf

zasilacz EV233 Consort

1.11 Programy

Biacore XI00 Evaluation Software 

MeltWin 3.5
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Mutli Gauge V3.0 

OriginPro 8

2. Metody

2.1 Synteza chemiczna oligonukleotydów

Syntezę oligonukleotydów wykonano metodą amidofosforynową na podłożu 

stałym przy użyciu syntetyzera BioAutomation Corporation MerMade 12. Do syntezy 

wykorzystano handlowo dostępne amidofosforyny DNA, UNA, 4-tiourydynę 

i izoguanozynę w serii RNA oraz biotynę (ChemGenes). Amidofosforyny 4-tiourydyna 

oraz izoguanozyna w serii UNA zostały zsyntetyzowane w Zakładzie Chemii i Biologii 

Kwasów Nukleinowych, IChB PAN.

2.2 Odblokowanie i oczyszczanie oligonukleotydów zawierających reszty 

kanonicznych nukleotydów w serii UNA oraz reszty izoguanozyny w serii UNA

Do podłoża zawierającego związane oligonukleotydy dodano 1.5 ml 30% 

amoniaku, następnie przeprowadzono 16 godzinną inkubację w temperaturze 55°C. 

Po tym czasie próbki schłodzono w temperaturze -20'’C. Supernatant przeniesiono 

do oddzielnej probówki, a pozostałe podłoże dwukrotnie przemyto 0.5 ml wody. 

Frakcję zawierającą amoniak połączono z wodą i odparowano do sucha. Osad 

rozpuszczono w 0.4 ml wody, dodano 0.2 ml 8 M mocznika z barwnikiem orange G. 

Mieszaninę inkubowano 6 minut w temperaturze 95°C, a następnie schłodzono 1 minutę 

na lodzie. W celu zebrania mieszaniny ze ścianek probówki, próbki wirowano 15 

sekund przy 13 400rpm. Całość oczyszczono metodą rozdziału elektroforetycznego 

w 12% żelu poliakrylamidowym w warunkach denaturujących. Pozycję oczyszczanych 

kwasów nukleinowych w żelu określono przy użyciu światła UV o długości fali 260 

nm. Prążki reprezentujące pożądanej długości kwasy nukleinowe wycięto. 

Oligonukleotydy wymyto z żelu 0.3 M octanem sodu wytrząsając przez 4 godziny przy 

750 rpm w temperaturze 4°C (czynność powtórzono 3-krotnie). Supernatant zebrano 

i strącono 2.5 objętościami 100% etanolu w temperaturze -20°C przez noc. Mieszaninę 

wirowano 30 minut przy 7000 rpm w temperaturze 4°C. Osad wysuszono do sucha, 

rozpuszczono w 0.5 ml wody i odsolono za pomocą kolumn zawierających Sephadex 

G-25 (kolumny NAP-25). Frakcje zawierające oligonukleotydy odparowano do sucha, 

a następnie dodano do nich 0.4 ml wody. Masę molową oczyszczonych kwasów
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nukleinowych określono za pomocą spektrometru masowego MALDI-TOF, natomiast 

ich stężenie zmierzono używając spektrofotometru Beckman DU-640.

2.3 Odblokowanie i oczyszczanie oligonukleotydów zawierających reszty 

izoguanozyny w serii RNA

Do podłoża zawierającego związane oligonukleotydy dodano 0.5 ml 100% 

etanolu oraz 1.5 ml 30% amoniaku, następnie przeprowadzono 16 godzinną inkubację 

w temperaturze 55°C. Po tym czasie próbki schłodzono w temperaturze -20°C. 

Supernatant przeniesiono do oddzielnej probówki, a pozostałe podłoże dwukrotnie 

przemyto 0.5 ml wody. Frakcję zawierającą amoniak i etanol połączono z wodą, 

następnie powstałą mieszaninę odparowano do sucha. Osad rozpuszczono w 0.03 ml 

dimetyloformamidu (DMF) i 0.27 ml fluorowodorku trietyloamonowego (TEA-3HF), 

inkubowano 2 godziny w temperaturze 55°C. Następnie dodano 4 ml n-butanolu 

i strącano 2 godziny w temperaturze -20°C. Mieszaninę wirowano przez 10 minut przy 

5000 rpm w temperaturze 4°C. Osad wysuszono do sucha, rozpuszczono w 0.5 ml wody 

i przeprowadzono odsalanie prób za pomocą kolumn zawierających Sephadex G-25 

(kolumny NAP-25). Frakcje zawierające oligonukleotydy odparowano do sucha, 

a następnie dodano do nich 0.4 ml wody oraz 0.2 ml 8 M mocznika z barwnikiem 

orange G. Mieszaninę inkubowano 6 minut w 95°C, a następnie schłodzono 1 minutę 

na lodzie. W celu zebrania mieszaniny ze ścianek probówki, próbki wirowano 15 

sekund przy 13 400 rpm. Całość oczyszczono metodą rozdziału elektroforetycznego 

w 12% żelu poliakrylamidowym w warunkach denaturujących. Pozycję oczyszczanych 

kwasów nukleinowych w żelu określono przy użyciu światła UV o długości fali 260 

nm. Prążki reprezentujące pożądanej długości kwasy nukleinowe wycięto. 

Oligonukleotydy wymyto z żelu 0.3 M octanem sodu wytrząsając przez 4 godziny przy 

750 rpm w 4°C (czynność powtórzono 3-krotnie). Supernatant zebrano i strącono 2.5 

objętościami 100% etanolu w -20°C przez noc. Mieszaninę wirowano 30 minut przy 

7000 rpm w temperaturze 4°C. Osad wysuszono do sucha, rozpuszczono w 0.5 ml wody 

i ponownie odsolono za pomocą kolumn zawierających Sephadex G-25 (kolumny 

NAP-25). Frakcje zawierające oligonukleotydy odparowano do sucha, a następnie 

dodano do nich 0.4 ml wody. Masę molową oczyszczonych kwasów nukleinowych 

określono za pomocą spektrometru masowego MALDI-TOF, natomiast ich stężenie 

zmierzono używając spektrofotometru Beckman DU-640.
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2.4 Odblokowanie i oczyszczanie oligonukleotydów zawierających reszty 

4-tiourydyny w serii UNA

Do podłoża zawierającego związane oligonukleotydy dodano 1 ml 100% 

metanolu i Iml 30% amoniaku, następnie przeprowadzono 24 godzinną inkubację 

w temperaturze pokojowej. Po tym czasie supernatant przeniesiono do oddzielnej 

probówki, a pozostałe podłoże dwukrotnie przemyto 0.5 ml wody. Frakcję zawierającą 

amoniak i metanol połączono z wodą, następnie powstałą mieszaninę odparowano 

do sucha. Osad rozpuszczono w 0.4 ml wody, dodano 0.2 ml 8 M mocznika 

z barwnikiem orange G. Mieszaninę inkubowano 6 minut w temperaturze 95°C, 

a następnie schłodzono 1 minutę na lodzie. W celu zebrania mieszaniny ze ścianek 

probówki, próbki wirowano 15 sekund przy 13 400 rpm. Całość oczyszczono metodą 

rozdziału elektroforetycznego w 12% żelu poliakrylamidowym w warunkach 

denaturujących. Pozycję oczyszczanych kwasów nukleinowych w żelu określono przy 

użyciu światła UV o długości fali 260 nm. Prążki reprezentujące pożądanej długości 

kwasy nukleinowe wycięto. Oligonukleotydy wymyto z żelu 0.3 M octanem sodu 

wytrząsając przez 4 godziny przy 750 rpm w temperaturze 4°C (czynność powtórzono

3- krtonie). Supernatant zebrano i strącono 2.5 objętościami 100% etanolu 
w temperaturze -20°C przez noc. Mieszaninę wirowano 30 minut przy 7000 rpm 

w temperaturze 4°C. Osad wysuszono do sucha, rozpuszczono w 0.5 ml wody 

i odsolono za pomocą kolumn zawierających Sephadex G-25 (kolumny NAP-25). 

Frakcje zawierające oligonukleotydy odparowano do sucha, a następnie dodano do nich 

0.4 ml wody. Masę molową oczyszczonych kwasów nukleinowych określono 

za pomocą spektrometru masowego MALDI-TOF, natomiast ich stężenie zmierzono 

używając spektrofotometru Beckman DU-640.

2.5 Odblokowanie i oczyszczanie oligonukleotydów zawierających reszty
4- tiourydyny w serii RNA

Do podłoża zawierającego związane oligonukleotydy dodano 1 ml 100% 

metanolu oraz 1 ml 30% amoniaku, następnie przeprowadzono 24 godzinną inkubację 

w temperaturze pokojowej. Po tym czasie supernatant przeniesiono do oddzielnej 

probówki, a pozostałe podłoże dwukrotnie przemyto 0.5 ml wody. Frakcję zawierającą 

amoniak i metanol połączono z wodą, następnie powstałą mieszaninę odparowano do 

sucha. Osad rozpuszczono w 0.03 ml dimetyloformamidu (DMF) i 0.27 ml
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fluorowodorku trietyloamonowego (TEA 3HF), inkubowano 2 godziny w temperaturze 

55°C. Następnie dodano 4 ml n-butanolu i strącano 2 godziny w temperaturze -20°C. 

Mieszaninę wirowano przez 10 minut przy 5000 rpm w temperaturze 4°C. Osad 

wysuszono do sucha, rozpuszczono w 0.5 ml wody i przeprowadzono odsalanie prób 

za pomocą kolumn zawierających Sephadex G-25 (kolumny NAP-25). Frakcje 

zawierające oligonukleotydy odparowano do sucha, a następnie dodano do nich 0.4 ml 

wody oraz 0.2 ml 8 M mocznika z barwnikiem orange G. Mieszaninę inkubowano 

6 minut w temperaturze 95°C, a następnie schłodzono 1 minutę na lodzie. W celu 

zebrania mieszaniny ze ścianek probówki, próbki wirowano 15 sekund przy 13 400 

rpm. Całość oczyszczono metodą rozdziału elektroforetycznego w 12% żelu 

poliakrylamidowym w warunkach denaturujących. Pozycję oczyszczanych kwasów 

nukleinowych w żelu określono przy użyciu światła UV o długości fali 260 nm. Prążki 

reprezentujące pożądanej długości kwasy nukleinowe wycięto. Oligonukleotydy 

wymyto z żelu 0.3 M octanem sodu wytrząsając przez 4 godziny przy 750 rpm w 

temperaturze 4°C (czynność powtórzono 3-krtonie). Supernatant zebrano i strącono 2.5 

objętościami 100% etanolu w -20°C przez noc. Mieszaninę wirowano 30 minut przy 

7000 rpm w temperaturze 4°C. Osad wysuszono do sucha, rozpuszczono w 0.5 ml wody 

i ponownie odsolono za pomocą kolumn zawierających Sephadex G-25 (kolumny 

NAP-25). Frakcje zawierające oligonukleotydy odparowano do sucha, a następnie 

dodano do nich 0.4 ml wody. Masę molową oczyszczonych kwasów nukleinowych 

określono za pomocą spektrometru masowego MALDI-TOF, natomiast ich stężenie 

zmierzono używając spektrofotometru Beckman DU-640.

2.6 Rozdział elektroforetyczny kwasów nukleinowych w 12% żelu 

poliakrylamidowym w warunkach denaturujących

Do oczyszczenia oligonukleotydów syntetyzowanych chemicznie wykorzystano 

elektroforezę w żelu poliakrylamidowym w warunkach denaturujących. Stosowano żel 

poliakrylamidowy o grubości Imm i usieciowieniu 29:1 (stosunek wagowy akrylamidu 

do bisakrylamidu) z 8 M mocznikiem. Żel wylewano pomiędzy szklane płyty

0 rozmiarze 42 x 33 cm oraz 39.5 x 33 cm. Jako bufor elektroforetyczny zastosowano 

lx TBE. Elektroforezę prowadzono przy mocy 40-55 W. Każdy rozdział 

elektroforetyczny poprzedzano 15-30 minutową preelektroforezą. Próbki przed 

nałożeniem na żel rozcieńczano w stosunku 1:2 v/v buforem obciążającym

1 inkubowano 6 minut w temperaturze 95°C, a następnie chłodzono 1 minutę na lodzie.
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2.7 Pomiar trwałości termodynamicznej badanych oligonukleotydów 

z zastosowaniem metody topnienia UV

Badania trwałości termodynamicznej oligonukleotydów przeprowadzono 

z zastosowaniem spektrofotometru UV-VIS JASCO V-650 z termoprogramatorem. 

Dla każdego oligomeru wykonano pomiar w 9 różnych stężeniach, w zakresie od lO"'^ 

do 10'^ M. Odpowiednie ilości oligonukleotydu odparowano do sucha, następnie 

rozpuszczono w buforze do topnień. Próbki podgrzewano przez 5 minut w 95°C, 

następnie stopniowo chłodzono przez noc do temperatury pokojowej. Pomiary 

wykonywano w świetle UV przy długości fali 295 nm w zakresie temperatury od 90°C 

do 4°C z szybkością zmiany temperatury równą 0.2°C/minutę. Wartość absorbancji 

próbek była sczytywana co 0.5 minuty. Uzyskane wyniki poddawano dalszej analizie 

w programie MeltWin 3.5.

2.8 Wykonanie różnicowych widm temperaturowych

Pomiary widm TDS badanych wariantów TBA były wykonywane w buforze 

do topnień w stężeniu 10'^ M. Próbki oligonukleotydów przed pomiarami podgrzewano 

przez 5 minut w temperaturze 95°C, po czym stopniowo schłodzono do temperatury 

pokojowej przez noc. Eksperymenty prowadzono z zastosowaniem spektrofotometru 

UV/VIS JASCO V-650 w temperaturze 4°C oraz 90°C w zakresie 220-335 nm przy 

drodze optycznej 0.5 cm, szybkości pomiaru 1000 nm/min i interwale 1 pt/min. 

Uzyskane wyniki poddawano dalszej analizie w programie OriginPro 8. Dane 

eksperymentalne otrzymane dla danego oligonukleotydu w temperaturze 90°C 

odejmowano od wyników uzyskanych dla pomiarów w temperaturze 4°C, 

normalizowano względem najwyższej wartości absorbancji i rysowano wykres.

2.9 Wykonanie widm dichroizmu kołowego

Pomiary widm CD badanych wariantów TBA prowadzono z zastosowaniem 

spektrofotometru JASCO 815. Eksperymenty były wykonywane w temperaturze 37°C 

w zakresie 205-320 nm przy drodze optycznej 0.5 cm oraz szybkości pomiaru 100 

nm/min. Przygotowano 3 pM roztwory oligonukleotydów w 1 ml buforu do topnień. 

Następnie próbki podgrzewano przez 5 m.inut w temperaturze 95°C, po czym stopniowo 

schłodzono do temperatury pokojowej przez noc. Wyniki trzech pomiarów widm CD
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dla każdego oligonukleotydu zostały uśrednione i poddane dalszej analizie w programie 

OriginPro 8.

2.10 Pomiar właściwości antykoagulacyjnych badanych oligonukleotydów

Badania właściwości antykoagulacyjnych oligonukleotydów przeprowadzono 

z zastosowaniem koagulometru K-3002 Optic oraz komercyjnego kitu Dia-TT 

(DIAGON*^). Przygotowano 0.33 pM roztwory oligonukleotydów w 100 pl odczynnika 

Dia-TT. Mieszaninę inkubowano przez 5 minut w temperaturze 37°C, następnie 

umieszczono w komorze pomiarowej aparatu i dodano 100 pl ubogopłytkowego osocza 

krwi (końcowe stężenie oligonukleotydu 0.165 pM), co było równoznaczne 
z rozpoczęciem pomiaru.

Ponadto, dla wariantów TBA odznaczających się najlepszymi właściwościami 

antykoagulacyjnymi wykonano pomiary w 7 różnych stężeniach: 0.0825, 0.165, 0.330, 

0.495, 0.660, 0.825 oraz 1 pM. Przygotowano roztwory oligonukleotydów 

o odpowiednich stężeniach w 100 pl odczynnika Dia-TT. Mieszaninę inkubowano 

przez 5 minut w temperaturze 37°C, następnie umieszczono w komorze pomiarowej 

aparatu i dodano 100 pl ubogopłytkowego osocza krwi, co było równoznaczne 
z rozpoczęciem pomiaru.

2.11 Test amidolityczny

Używając testu amidolitycznego określono zdolność hydrolizy chromogennego 

substratu S-2238™ (CHROMOGENIX) przez trombinę w obecności wybranych 

aptmerów TBA. W tym celu przygotowano 148.5 pl 1 pM roztworów aptamerów TBA 

w buforze do testu amidolitycznego z dodatkiem trombiny o stężeniu końcowym 

0.4 U/ml. Mieszaninę inkubowano przez 5 minut w temperaturze 37°C. Następnie 

dodano 50 pl 2 mM substratu S-2238^'^. Ilość powstałego produktu zmierzono 

za pomocą spektrofotometru xMark^''^. Dalszą analizę wyników wykonano 

z zastosowaniem pakietu Microsoft Office 2013.

2.12 Pomiar stałej dysocjacji aptamer - trombina

Pomiar stałej dysocjacji aptamer - trombina wykonano z wykorzystaniem 

spektrofotometru Biacore^”^ XI00 (GE Healthcare Life Science), roztworu trombiny 

(Haematologic Technologies, Inc.) oraz komercyjnych zestawów odczynników Biotin 

CAPture KIT i Sensor Chip SA firmy GE Healthcare Life Science. Przygotowano 1 pM
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roztwory biotynylowanych aptmerów w buforze do pomiaru stałej dysocjacji. Próbkę 

inkubowano 6 minut w temperaturze 95°C, następnie stopniowo schłodzono 

do temperatury pokojowej przez noc. Oligonukleotydy immobilizowano na powierzchni 

chipu Sensor Chip SA z wykorzystaniem oddziaływania streptawidyna-biotyna. 

Prędkość przepływu wynosiła 30 pl/min. Niezwiązane oligonukleotydy odmywano 

z powierzchni chipu za pomocą 50 mM wodnego roztworu NaOH. Następnie 

na powierzchnię chipu wprowadzano seryjne rozcieńczenia trombiny w zakresie od

12.5 do 200 nM. Po każdym zakończonym cyklu reakcji układ regenerowano poprzez 

przemycie 50 mM wodnym roztworem NaOH. Analizę ilościową uzyskanych danych 

eksperymentalnych przeprowadzono z zastosowaniem oprogramowania Biacore XI00 

Evaluation Software.

2.13 Znakowanie końca 5' oligonukleotydów izotopem

Reakcję wykonano w celu uzyskania radioizotopowe cząsteczek 

TBA, wykorzystywanych do pomiarów stabilności biologicznej w osoczu krwi ludzkiej. 

Mieszanina reakcyjna zawierała: 200 pmoli wariantu TBA, 1 pl [y-^^P] ATP 

o aktywności 6000 Ci/mmol, 1 pl bufor PNK T4 (EURx®), 1.5 pl kinazy 

polinukleotydowej T4 (EURx®) oraz wodę do 10 pl. Reakcję prowadzono przez 

30 minut w 37°C. Po tym czasie do mieszaniny dodano 10 pl 8M mocznika 

z barwnikiem i inkubowano przez 6 minut w temperaturze 95°C, następnie 1 minutę 

na lodzie. W celu zebrania mieszaniny ze ścianek probówki, próbki wirowano 

15 sekund przy 13 400 rpm. Całość oczyszczono metodą rozdziału elektroforetycznego 

w 12% żelu poliakrylamidowym w warunkach denaturujących. Oligonukleotydy 

wymyto z żelu 0.3 M octanem sodu wytrząsając przez 4 godziny przy 750 rpm 

w temperaturze 4°C (czynność powtórzono 3-krotnie). Supernatant zebrano i strącono

2.5 objętościami 100% etanolu z dodatkiem glikogenu w temperaturze -20°C przez noc. 

Następnie, mieszaninę wirowano 30 minut przy 14000 rpm w temperaturze 4°C. 

Supernatant usunięto, osad wysuszono i rozpuszczono w 10 pl wody. Stężenie próbki 

określono za pomocą licznika scyntylacyjnego MicroBeta^iM 2450.

2.14 Pomiar stabilności biologicznej oligonukleotydów w osoczu krwi ludzkiej

Mieszanina reakcyjna zawierała 1 x 10^ cpm 5'-znakowanego oligonukleotydu 

rozpuszczonego w lx PBS z dodatkiem 100 mM KCl. Próbkę inkubowano 6 minut 

w 95°C, następnie stopniowo chłodzono do temperatury pokojowej przez noc.
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Do mieszaniny dodano 200 |il osocza krwi ludzkiej (Sigma-Aldrich®). Reakcję 

prowadzono w 37°C. Pobierano frakcje o objętości 5 pi co 0, 10, 20, 40, 60, 120, 180 

minut oraz po 24 godzinach. Reakcje zatrzymano na suchym lodzie poprzez dodanie 

5 pl 80% formamidu z 50 mM EDTA i barwnikami. Mieszaniny reakcyjne oczyszczono 

metodą rozdziału elektroforetycznego w 12% żelu poliakrylamidowym w warunkach 

denaturujących. Elektroforezę prowadzono przy mocy 20 W przez 3 godziny. Obraz 

wizualizowano za pomocą ekranów odwzorowujących i komputerowego skanera 

materiałów znakowanych radioizotopowo FLA-5100. Analizę ilościową 

przeprowadzono z zastosowaniem oprogramowania MultiGauge V3.0 (FujiFilm).

2.15 Rozmrażanie komórek

Zamrożone komórki He La odmrażano w wodzie o temperaturze 37°C i całość 

przeniesiono do 15 mł probówki. Następnie dodano 5 ml pożywki hodowlanej HeLa II 

po odmrażaniu. Całość wirowano przez 5 minut przy 1000 rpm. Następnie usunięto 

supernatant, osad rozpuszczono w 10 ml pożywki hodowlanej HeLa II. Całość 

przeniesiono do butelki hodowlanej o pojemności 75 cm^. Po uzyskaniu odpowiedniej 

konfluencji wykonywano pasaż do nowej butelki. Wszystkie prace z komórkami HeLa 

były wykonywane w sterylnych warunkach, w komorze z laminamym przepływem 

powietrza.

2.16 Hodowla komórek HeLa

Linia komórkowa HeLa hodowana była w pożywce hodowlanej HeLa I. 

Komórki hodowano w inkubatorze w temperaturze 37°C, w atmosferze wzbogaconej 

5% CO2 i wilgotności 100%. Gdy pokrycie powierzchni butelki hodowlanej przez 

komórki wynosiło ponad 90% wykonano pasaż komórek do nowej butelki, gdzie 

zredukowano liczbę komórek 10 razy. Pasaż wykonano poprzez usunięcie pożywki 

hodowlanej HeLa I z butelki, komórki przemyto sterylnym buforem PBS z 50 mM 

EDTA. Następnie dodano 1 ml trypsyny (lx) i całość inkubowano przez 2 minuty 

w 37°C. Trypsynę inaktywowano przez dodanie 5 ml pożywki hodowlanej HeLa I. 

Komórki w pożywce hodowlanej HeLa I przeniesiono do 15 ml probówki, rozbito

0 ścianki energicznie pipetując. Następnie 1/10 objętości zawiesiny przeniesiono 

do nowej butelki hodowlanej o pojemności 75 cm^ i dodano pożywkę hodowlaną HeLa

1 do 10 ml. Dalszą hodowlę prowadzono w inkubatorze w temperaturze 37°C, 

w atmosferze wzbogaconej 5% CO2 i wilgotności 100%.
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2.17 Pasaż komórek HeLa na płytkę 96-dołkową

Gdy pokrycie powierzchni butelki hodowlanej przez komórki wynosiło ponad 

90% usunięto pożywkę z butelki, komórki przemyto sterylnym buforem PBS z 50 mM 

EDTA. Następnie dodano 1 ml trypsyny i przeprowadzono inkubację w 37°C przez 

2 minuty. Trypsynę inaktywowano przez dodanie 5 ml pożywki hodowlanej HeLa III. 

Komórki w pożywce przeniesiono do 15 ml probówek i wirowano 2 minuty przy 

1000 rpm, supernatant usunięto. Osad komórkowy zawieszano w 5 ml pożywce 

hodowlanej HeLa III. Komórki policzono przy pomocy automatycznego licznika 

komórek. Przygotowano roztwór wyjściowy o stężeniu 2500 komórek/ml. Mieszaninę 

przeniesiono na płytkę 96-dołkową (po 100 pi na dołek). Płytkę hodowlaną 

umieszczano na 24 godziny w inkubatorze w temperaturze 37°C, w atmosferze 

wzbogaconej 5% CO2 i wilgotności 100%.

2.18 Pomiar właściwości antyprołiferacyjnych ołigonukłeotydów

Do pomiaru właściwości antyprołiferacyjnych wybranych aptamerów TBA 

użyto testu opartego na aktywności dehydrogenazy bursztynianowej. Jest to enzym 

mitochondrialny, obecny w żywych komórkach, który przekształca rozpuszczalną sól 

tetrazolową, bromek 3-(4,5-dimetylotiazol-2-yl)-2,5-difenylotetrazoliowy, w formę 

zredukowaną (nierozpuszczalny formazan, wytrącający się w postaci kryształów). Ilość 

powstałego produktu zmierzono za pomocą spektrofotometru xMark^'^.

W pierwszej kolejności przygotowano mieszaniny wyjściowe badanych 

aptamerów o stężeniu: 1, 5, 10, 25, 50, 75, 100 pM w buforze do fałdowania 

aptamerów. Całość inkubowano przez 6 minut w 95°C, następnie stopniowo schłodzono 

do temperatury pokojowej przez noc. Na wykonanej dzień wcześniej płytce 

96-dołkowej przygotowano po 3 dołki dla każdego stężenia badanego aptameru (1,5, 

10, 25, 50, 75, 100 pM) według schematu; 20 pl mieszaniny wyjściowej badanego 

aptameru o odpowiednim stężeniu oraz 80 pl pożywki hodowlanej HeLa III. 

Przygotowywano również dołki kontrolne, do których dodano 100 pl pożywki 

hodowlanej HeLa III. Płytkę 96-dołkową inkubowano przez 7 dni w inkubatorze 

w temperaturze 37°C, w atmosferze wzbogaconej 5% CO2 i wilgotności 100%. Po tym 

czasie, pożywkę hodowlaną HeLa III usunięto i dodano pożywkę hodowlaną HeLa IV. 

Przeprowadzono 2-godzinną inkubację w inkubatorze w temperaturze 37°C, 

w atmosferze wzbogaconej 5% CO2 i wilgotności 100%. Następnie pożywkę
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hodowlaną HeLa IV usunięto i zastąpiono 100 pl 70% izopropanolu z 40 mM HCl. 

Płytkę wytrząsano przez 30 minut przy prędkości 80 rpm w temperaturze pokojowej. 

Ilość powstałego produktu zmierzono za pomocą spektrofotometru xMark™. Dalszą 

analizę wyników wykonano z zastosowaniem pakietu Microsoft Office 2013.
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Wyróżnienie Dziekana Wydziału Lekarskiego II za bardzo 
dobre wyniki w nauee oraz najlepszą pracę magisterską. 
Uniwersytet Medyczny im. K. Marcinkowskiego 
w Poznaniu

Stypendium naukowe,
Uniwersytet Medyczny im. K. Marcinkowskiego 
w Poznaniu

Załącznik 3. Płyta CD 

PłikiCDl-CD7

Widma dichroizmu kołowego dla wariantów TBA zawierających pojedyncze oraz 

wielokrotne podstawienie resztami adenozyny, cytydyny, guanozyny i urydyny w serii 

UNA (plik CDI), resztami 4-tiourydyny w serii RNA (plik CD2) lub UNA (plik CD3), 

resztami izoguanozyny w serii RNA (plik CD4) lub UNA (plik CD5) oraz równoczesną 

substytucję resztami 4-tiourydyny i izoguanozyny w serii RNA (plik CD6) lub UNA 

(plik CD7). Pliki wygenerowane przy użyciu programu OriginPro 8.

Płiki TDSl -TDS7

Różnicowe widma temperaturowe dla wariantów TBA zawierających pojedyncze oraz 

wielokrotne podstawienie resztami adenozyny, cytydyny, guanozyny i urydyny w serii 

UNA (plik TDSl), resztami 4-tiourydyny w serii RNA (plik TDS2) lub UNA (plik 

TDS3), resztami izoguanozyny w serii RNA (plik TDS4) lub UNA (plik TDS5) oraz 

równoczesną substytucję resztami 4-tiourydyny i izoguanozyny w serii RNA (plik 

TDS6) lub UNA (plik TDS7). Pliki wygenerowane przy użyciu programu OriginPro 8.

Płiki REI -RE2

Radiogramy rozdziałów elektroforetycznych wariantów zawierających pojedynczą 

substytucję resztami adenozyny, cytydyny, guanozyny i 4-tiourydyny w serii UNA (plik 

RE 1) oraz wielokrotne podstawienie resztami 4-tiourydyny w serii RNA (plik RE 2) po 

inkubacji w osoczu krwi ludzkiej. Pliki wygenerowane przy użyciu programu Mutli 
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