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2'-FaraN 2'-deoksy-2'-fluoro-D-arabinonukleozyd

5-FU 2'-deoksy-5-fluorourydyna

5-HmU 2'-deoksy-5 -hydroksymetylourydyna

8-BrdG 2'-deoksy-8-bromoguanozyna

AFM mikroskopia sit atomowych (ang. atomieforce microscopy)

AMD zwyrodnienie plamki z6tej zwigzane z wiekiem (ang. age-related macular
degeneration)

APTT czas czesciowej tromboplastyny po aktywacji (ang. activated partial
thromboplastin time)

Arg arginina

a-SMA alfa-aktyna miesni gtadkich (ang. alpha smooth muscle actin)

Asn asparagina

AT antytrombina

At aktywnos$¢ trombiny

aTM (ART-123) rekombinowana trombomodulina

Al adenozyna w serii UNA

BSA-OD kropki kwantowe potaczone z albuming surowicy bydlecej (ang. bovine serum
albumin-quantum dot)

cN cytydyna w serii UNA

CD dichroizm kotowy (ang. circular dichroism)

cpm Jednostka impulséw radioaktywnych na minute (ang. count per minute)

AG°37 energia swobodna

AAG°37 zmiana energii swobodnej

DIC zesp6t nadmiernego wykrzepiania naczyniowego (ang. disseminated
intravascular coagulation)

DNA kwas deoksyrybonukleinowy (ang. deoxyribonucleic acid)

EA efekt antykoagulacyjny

FAM 6-karboksyfluoresceina (ang. 6-carboxyJluorescein)

FDA Amerykariska Agencja ds. Zywnosci i Lekéw (ang. Food and Drug
Administration)

FPA fibrynopeptyd A

FRET Forsterowskie rezonansowe przekazywanie energii (ang. Forster resonance
energy transfer)

GAG heparynopodobne glikozaminoglikany

Glu kwas glutaminowy

GPlba glikoproteiny wystepujace na powierzchni ptytek krwi

G guanozyna w serii UNA

HClI kofaktor heparyny Il (ang. heparyn cofactor If)

HIV ludzki wirus niedoboru odpornosci (ang. human immunodeficiency virus)

iG" izoguanozyna

iGYJ izoguanozyna w serii UNA






IL-6
IL-8

lle

Kd

Leu
LMWH
LNA

Lys
MAPKSs
Met
MMP
MTT
NMR
PAR
PARI
PAR2
PAR3
PAR4
PC
PCR
Phe
PKC
RE31
RNA
rpm
SELEX
Ser
SPR
s4u™
s4un
TAMRA
TBA (ARC183, HDI)
TDS
TF

™

Tm

™

Tyr

TT

WYKAZ SKROTOW

interleukina 6

interleukina 8

izoleucyna

stata dysocjacji

leucyna

heparyna drobnoczasteczkowa (ang. low molecular weight heparin)

kwasy nukleinowe o usztywnionej konformacji pierscienia rybozy (ang. locked
nucleic acids)

lizyna

kinaza aktywowana mitogenami (ang. mitogen-activated protein kinases)
metionina

metaloproteinaza

bromek 3-(4,5-dimetylotriazol-2-yl)-2,5-difenylotetrazolu (sol tetrazolowa)
jadrowy rezonans magnetyczny (ang. nuclear magnetic resonance)
receptor aktywowany proteazami (ang. protease activated recptor)
receptor aktywowany proteazami typu !

receptor aktywowany proteazami typu 2

receptor aktywowany proteazami typu 3

receptor aktywowany proteazami typu 4

biatko C (ang. protein C)

tancuchowa reakcja polimeryzacji (ang. polymerase chain reaction)
fenyloalanina

kinaza biatkowa C (ang. protein kinase C)

3! nukleotydowy aptamer DNA

kwas rybonukleinowy (ang. ribonucleic acid)

obroty na minute (ang. rotations per minute)

selekcja in vitro (ang. systematic evolution ofligands by expotential enrichment)
seryna

powierzchniowy rezonans plazmonowy (ang. surface plasmon resonance)
4-tiourydyna

4-tiourydyna w serii UNA

6-karboksytetrametylorodamina (ang. 6-carboxytetramethylrhodamine)
aptamer wigzacy trombine (ang. thrombin binding aptamer)
temperaturowe widma réznicowe (ang. thermal difference spectra)
czynnik tkankowy (ang. tissuefactor)

trombomodulina

temperatura topnienia dla oligonukleotydu o stezeniu 10t M
temperatura topnienia dla dowolnego stezenia oligonukleotydu

tyrozyna

czas trombinowy (ang. thrombin time)






UFH
UNA

ur
VEGF

XNA

WYKAZ SKROTOW

heparyna niefrakcjonowana (ang. unfractioned heparin)

kwasy nukleinowe o zwiekszonej labilnosci konformacyjnej pierscienia rybozy
(ang. unlocked nucleic acid)

urydyna w serii UNA

czynnik wzrostu $rédbtonka naczyniowego (ang. vascular endothelial growth
factor)

czynnik von Willebranda (ang. von Willebrandfactor)

kwas ksenonukleinowy (ang. xeno nucleic acid)
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CEL PRACY

. CEL PRACY

Trombina to osoczowe biatko petnigce rozmaite funkcje w organizmie
poczawszy od katalizowania najwazniejszej reakcji kaskady krzepniecia krwi
- przeksztatcania fibrynogenu w fibryne, poprzez udziat w angiogenzie, skonczywszy
na zdolnoSci stymulacji proliferacji i migracji rozmaitych typow komdrek
m.in. komorek nabtonkowych oraz fibroblastow. W zwigzku z tym trombina wydaje sie
by¢ doskonatym celem terapii przeciwzakrzepowej oraz antyproliferacyjnej.
Przedstawicielem kwaséw nukleinowych, ktory ma udowodnione dziatanie
antykoagulacyjne jest aptamer wigzacy trombine (TBA, ang. thrombin binding
aptamer). Jest to czasteczka DNA, zdolna do inhibicji aktywnosci trombiny poprzez
zwigzanie sie z jej miejscem zewnetrznym |.

Gtownym celem niniejszej pracy doktorskiej byta analiza wiasciwosci
termodynamicznych, strukturalnych oraz biologicznych modyfikowanych chemicznie
G-kwadruplekséw opartych na sekwencji aptameru wigzacego trombing. Majac
na uwadze realizacje powyzszych zadan badawczych okreslono wptyw 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; stabilno$¢ termodynamiczng, zmiany w topologii fatdowania struktury, warto$¢
statej dysocjacji, whasciwosci antykoagulacyjne i antyproliferacyjne oraz stabilnos¢
biologiczng w osoczu krwi ludzkiej G-kwadruplekséw opartych o sekwencje TBA.

Zastosowanie kwasow nukleinowych w celach terapeutycznych jest niezwykle
korzystne ze wzgledu na odwracalno$¢ ich dziatania oraz stosunkowo tatwg produkcje.
Co wiecej, ich wiasciwosci biologiczne i fizykochemiczne mozna poprawiac poprzez
wprowadzanie modyfikacji szkieletu fosfocukrowego oraz zasad heterocyklicznych.
Przeprowadzone badania wplynely na poszerzenie wiedzy z zakresu badan
nad wptywem modyfikacji na wiasciwosci fizykochemiczne i biologiczne kwaséw

nukleinowych.
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STRESZCZENIE

II. STRESZCZENIE
Choroby ukiadu krazenia stanowig plage XXI wieku. Wedtug statystyk

Swiatowej Organizacji Zdrowia zajmuja pierwsze miejsce wérod gtéwnych przyczyn
zgondw, trzykrotnie przewyzszajgc Smiertelnoscig choroby nowotworowe. Szybkie
tempo zycia, za dieta oraz uzywki przyczyniajg sie do rozwoju tej klasy schorzen.
Whbrew obiegowej opinii nie sg to juz choroby wieku podesztego, coraz miodsi ludzie
zaczynajg przejawia¢ symptomy niewydolno$ci uktadu krazenia. Jak szacujg naukowcy,
problem ten dotyka juz | na 16 os6b, ktére ukonczyly 40 lat. Z roku na rok coraz
wieksza rzesza ludzi staje sie odbiorcami lekdéw przeciwzakrzepowych, co pocigga
za sobg powazne koszty spoteczne. Aktualnie dostepne antykoagulanty, chociaz wcigz
udoskonalane, nadal sg obarczone szerokim wachlarzem dziatan ubocznych takich
jak matoptytkowo$¢, epizodyczne  krwawienia oraz = zwiekszenie  sktonnosci
do wystgpienia zmian skdrnych. Firmy farmaceutyczne nie ustajg w wysitkach
w opracowaniu nowych lekdéw przeciwzakrzepowych by sprosta¢ rosngcym potrzebom
i zminimalizowac niepozadane efekty.

Trombina jest osoczowg proteaza serynowa, ktora odgrywa kluczowg role
w utrzymaniu hemostazy organizmu poprzez przeksztatcanie rozpuszczalnego
fibrynogenu w nierozpuszczalng fibryne, a takze w tworzeniu usieciowienia skrzepu.
Ponadto, aktywuje réwniez czynnik V, VII i XIII oraz wykazuje wiasciwosci
proliferacyjne wzgledem komorek nabtonkowych i fibroblastow poprzez oddziatywanie
z receptorami aktywowanymi proteazami.

Aptamer wigzacy trombine zostat odkryty w 1992 roku przez Louis’a Bock’a
w wyniku przeprowadzenia selekcji in vitro. Jest to 15-nukleotydowy oligomer DNA
przyjmujgcy strukture wewnatrzczasteczkowego, antyrownolegtego kwadrupleksu
o konformacji  krzestowej. Jego rdzen stanowig dwie tetrady guanozynowe
stabilizowane jonami potasu, potaczone trzema petlami: dwiema krotszymi o sekwencji
TT oraz jedng dtuzszg o sekwencji TGT. Na postawie badan krystalograficznych i NMR
ustalono, ze TBA oddziatuje z trombing za pomoca dwdch petli TT. Wraz z odkryciem
aptameru wigzacego trombine pojawity sie nadzieje na jego zastosowanie jako nowego
leku przeciwzakrzepowego. Niestety TBA zostat odrzucony w pierwszej fazie badan
klinicznych ze wzgledu na konieczno$¢ zastosowania zbyt duzej dawki w celu
osiagniecia pozadanego efektu terapeutycznego. W zwigzku z tym pojawita sie

konieczno$¢ opracowania nowych wariantbw omawianego aptameru, ktérych uzycie
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STRESZCZENIE

wigzatoby sie z osiggnieciem znakomitych korzysci leczniczych przewazajacych nad
niepozadanymi efektami. Ponadto, w 2015 roku pojawity sie doniesienia literaturowe
Swiadczace 0 uzytecznosci wariantow TBA jako potencjalnych zwigzkéw
antyproliferacyjnych zdolnych do zahamowania wzrostu komorek nowotworowych.

Gtownym celem niniejszej praey doktorskiej byto zbadanie wptywu obecnosci
modyfikowanych reszt nukleotydowych na stabilno$¢ termodynamiczna, strukture oraz
wiasciwosci biologiczne ezasteczki TBA.

W pierwszym etapie realizacji pracy doktorskiej zaprojektowano ponad 100
wariantow TBA zawierajacych pojedyncze oraz wielokrotne podstawienie resztami
4-tiourydyny i izoguanozyny w serii RNA i UNA oraz resztami adenozyny, cytydyny,
guanozyny i urydyny w serii  UNA. Nastepnie przeprowadzono badania
termodynamiezne z wykorzystaniem metody topnienia UV/VIS (ang. UV-melting),
ktére umozliwity okreslenie wptywu pojedynczego lub wielokrotnego podstawienia
wybranymi resztami modyfikowanych nukleotydéw na stabilno$¢ termodynamiczng
wariantdbw TBA. Dodatkowo, przes$ledzono zmiany w topologii strukturalnej badanyeh
oligonukleotydow poprzez wykonanie  widm dichroizmu  kotowego oraz
temperaturowych widm réznicowych. Ponadto, okre$lono aktywnos$¢ biologiczng
wszystkich wariantow TBA wykonujgc test trombinowy na osoczu krwi ludzkiej.
Uzyskane na tym etapie wyniki umozliwity wytonienie kilku najlepszych wariantow
TBA, odznaczajgcych sie najkorzystniejszymi parametrami termodynamicznymi
I antykoagulacyjnymi.

W dalszej czeSci realizacji pracy doktorskiej wyznaczono statg wigzania
aptamer-trombina z  wykorzystaniem zjawiska powierzchniowego rezonansu
plazmonowego. Pomiary wykonano dla wybranych wariantow TBA o0 najbardziej
obiecujacych parametrach biologicznych i termodynamicznych. Dodatkowo, ustalono
miejsce oddziatywania pochodnych TBA z czgsteczka trombiny poprzez zastosowanie
testu amidolitycznego oraz zbadano ich stabilnos¢ biologiczng w osoczu krwi ludzkiej.
W ostatnim etapie realizacji pracy doktorskiej okres$lono stopien inhibicji wzrostu linii
komorkowej HelLa. Do tego eksperymentu wybrano warianty TBA odznaezajace sie
mniej  korzystnymi  wiaSciwosciami  antykoagutacyjnymi, ale wcigz dobrymi
parametrami  termodynamicznymi, wskazujgcymi  na  zachowanie  struktury
G-kwadrupleksu w warunkach fizjologicznej temperatury ludzkiego organizmu.

Szczegotowa  analiza  uzyskanych — wynikow  pozwolita  stwierdzic,

ze 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 modulowac
stabilno$¢ termodynamiczng oraz biologiczng G-kwadrupleksu - uzyskany efekt jest
silnie zalezny od ich lokalizacji w szkielecie aptameru. Co ciekawe, warianty TBA
zawierajgee modyfikowane reszty nukleotydowe odznaczajg sie niezmieniong topologig
fatdowania. Udowodniono réwniez, ze wprowadzenie wybranych reszt nukleotydowych
w serii. UNA powoduje zwiekszenie wiasciwosci antykoagulacyjnych analizowanych
G-kwadruplekséw. Co wiecej, niektore warianty TBA charakteryzujgee sie obnizong
zdolnoscig  inhibicji  aktywnosci  trombiny, wykazujg znaczny potencjat

antyproliferacyjny.
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ABSTRACT

I1l. 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 | 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
X1l and epithelial cells and fibroblasts proliferation via interactions with protease
activated receptors. .

Thrombin binding aptamer (TBA) was selected for the first time in 1|992
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
{ie. 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 ofthe 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 HelLa 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. CZESC LITERATUROWA

1. Wstep

Leki sg aktywnymi substancjami wywierajgcymi dziatanie farmakologiczne
w diagnozie, leczeniu, tagodzeniu oraz zapobieganiu chorobom Ilub wptywajacymi
na funkcjonowanie ludzkiego organizmu (wedtug definicji Amerykanskiej Agencji
ds. Zywnosci i Lekéw, ang. Food and Drug Administration, FDA) [1]. Stosowanie
substancji leczniczych w celu zwalczania proceséw patologicznych w ludzkim
organizmie siega starozytnosci. Poczatkowo leki byty SciSle powigzane z religig
i duchowoscig, sktadaty sie gtdwnie z wyciggdw pochodzenia roslinnego i zwierzecego
oraz sproszkowanych mineratdbw. Podstawe tworzenia preparatow leezniczych,
az do potowy XIX wieku, stanowito okreSlenie wptywia danej substancji
na funkcjonowanie organizmu ludzkiego bez znajomos$ci dokfadnego mechanizmu jej
dziatania. Wraz z postepem cywilizacyjnym zaczeto stosowac bardziej zaawansowane
techniki otrzymywania lekéw, w zwigzku z czym odkrywano ich coraz wiece;.
Prawdziwy przetom nastgpit w 1928 roku, kiedy to A. Fleming odkryt penieyline.
Wiasnie ten moment jest uwazany za poezatek wspdiczesnego przemystu
farmaeeutycznego [1]. Jednak do prawdziwej rewolucji w tej dziedzinie doprowadzit
dynamiczny rozwdj biochemii i biologii molekularnej w kolejnych latach. Odkrycie
oraz okreslenie struktury kwasu deoksyrybonukleinowego (DNA, ang. deoxyribonucleic
acid), anastepnie kwasu rybonukleinowego (RNA, ang. ribonucleic acid),
mechanizmow ekspresji gendw i syntezy biatek, szlakdw regulaeji tych proceséw,
aw koncu poznanie ludzkiego genomu stato sie kamieniem milowym w leczeniu
chorob cztowieka [2]. Od tej pory rozpoezeto projektowanie nowej klasy lekow
w oparciu o dogtebne zrozumienie podstawowyeh, molekularnych mechanizméw
patogenezy chordb, skierowanych specyficznie przeeiwko czynnikom prowadzacym
do ich powstawania [3].

Do powyzszej klasy terapeutykow zaliczane sg leki oligonukleotydowe. W ich
sktad wchodzg substancje czynne bedgce jednoniciowymi lub dwunieiowymi
polimerami DNA lub RNA, skfadajagcymi sie z czterech reszt nukleozydowych:
adenozyny, cytydyny, guanozyny, tymidyny (DNA) lub urydyny (RNA) potgczonych
ze sobg wigzaniem 5'-3' fosfodiestrowym. W przypadku czasteczki DNA cze$¢ cukrowg
stanowi deoksyryboza, natomiast w przypadku czasteczki RNA ryboza [4, 5]. Pierwsze

doniesienia 0 mozliwosci zastosowania oligonukleotydow jako terapeutykow pochodzg
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z pracy Paula Zamecnik’a oraz Mary Stephenson [6, 7]. Amerykanscy naukowcy
zastosowali  13-nukleotydowy oligomer DNA komplementarny do regionow
terminalnych genomu wirusa miesaka Rousa, przez co uzyskali zahamowanie jego
replikacji w fibroblastach embriondéw kurzych. Chociaz badania Paula Zamecnik’a byty
prawdziwym przetomem w medycynie, a jego samego uwaza Sie za ojca terapii
antysensowej, dopiero automatyzacja syntezy DNA oraz rozpoczecie prac zwigzanych
z zastosowaniem oligonukleotyddéw w leczeniu zakazer ludzkim wirusem niedoboru
odpornosci (H1V, ang. human immunodeficiency virus) doprowadzity do popularyzacji
tej klasy lekow [8, 9],

Choroby ukfadu krazenia stanowig zréznicowang grupe schorzen, Kktora
w ostatnich latach zajmuje pierwsze, niechlubne miejsce wsréd przyczyn zgondw
na Swiecie, wyprzedzajgc w zestawieniu choroby nowotworowe. Aktualne warunki
zycia przyczynity sie do obnizenia wieku pacjentow z pierwszymi objawami
niewydolnosci uktadu sercowo-naczyniowego. Do grupy tych choréb mozna zaliczyé
miedzy innymi nadci$nienie tetnicze, miazdzyce, zawat miesnia sercowego, chorobe
wiencowg oraz zakrzepice. Gtdwng przyczyng tego ostatniego schorzenia jest tworzenie
sie skrzepu w miejscu uszkodzenia nabtonka wyscielajacego zyte w wyniku przewlekiej
reakcji zapalnej. Prowadzi to do zmniejszenia Swiatta naczynia krwiono$nego, co moze
utrudni¢ ukrwienie zmienionego chorobowo organu. W powazniejszych przypadkach
skrzep moze ulec oderwaniu i doprowadzi¢ to zatoru tetnicy ptucnej, w nastepstwie
czego moze doj$¢ do zgonu.

Jednym z gtdwnych czynnikéw biorgcych udziat w rozwoju chordb ukiadu
krazenia jest trombina. To osoczowe biatko petni rozm™aite funkcje w organizmie
poczawszy od katalizowania najwazniejszej reakcji kaskady krzepniecia krwi
- przeksztatcania fibrynogenu w fibryne, poprzez udziat w angiogenzie, skonczywszy
na zdolnoSci stymulacji proliferacji i migracji rozmaitych typow komorek
m.in. komorek nabtonkowych oraz fibroblastow. W zwigzku z tym trombina wydaje sie
by¢ doskonatym celem terapii przeciwzakrzepowej oraz przeciwproliferacyjnej.
Doskonatym  przyktadem oligonukleotydu o udowodnionych wiasciwosciach
inhibicyjnych wzgledem czasteczki trombiny jest odkryty w 1992 roku aptamer
wigzacy trombine.

W niniejszej czeSci pracy zostanie przedstawiona struktura i dojrzewanie
trombiny z proenzymu oraz jej rola w organizmie, a takze udzial w patogenezie

wybranych choréb czlowieka. Ponadto, bedzie mozna réwniez zapoznaé sie
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z zagadnieniami zwigzanymi z tematyka aptamerdw ze szczeg6towym opisem kwasow
nukleinowych nakierowanych na inhibicje aktywno$ci wyzej wymienionego biatka

enzymatycznego.

2. Trombina

Trombina jest proteazg serynowg. kluczowym enzymem kaskady krzepniecia
krwi, bioracag rowniez udziat w wielu ztozonych procesach w ludzkim organizmie [10].
Historia jej odkrycia siega poczatkéw XIX wieku, Kiedy to Alexander Buchanan
zaobserwowat krzepniecie osocza pod wptywem dodania skrzepu krwi. Jednak dopiero
Alexander Schmidt zdotat wyizolowaC i oczyscic omawiane biatko, a takze
sformutowac obowiazujacg do dnia dzisiejszego teorie jego funkcjonowania. Zaktada
ona. ze trombina powstaje z nieaktywnej formy nazywanej zymogenem pod wptywem
dziatania czynnikdw komorkowych, by nastepnie w bardzo krétkim czasie przeksztatcic
fibrynogen w fibryne. W zwigzku z powyzszym to wiasnie A. Schmidta uwaza sie

za odkrywce tego enzymu.

2.1 Powstawanie trombiny w organizmie

Hemostaza jest procesem wystepujagcym w warunkach fizjologicznych majgcym
na celu zapewnienie ciggtosci przeptywu krwi oraz uniemozliwienie jej nadmiernego
wyplywu ze Swiatta naczyn krwionosnych [11]. W procesie tym biorg udziat
nieaktywne formy enzymow (zymogeny, oznaczane duzymi, rzymskimi cyframi),
przeksztalcane nastepnie w posta¢ aktywng (oznaczane duzymi, rzymskimi cyframi
z dodatkiem matej litery a) w skomplikowanej kaskadzie wzajemnie powigzanych
reakcji, w ktérych produkt poprzedniej jest odpowiedzialny za przebieg nastepnej
(Rys. 1). Hemostaza sktada sie z czterech zasadniczych faz: inicjacji, amplifikacji,
propagacji oraz inhibicji.

Czynnikiem inicjujagcym pierwszy etap hemostazy jest uszkodzenie nabtonka
wyscielajacego naczynia krwionosne i wskutek tego odstoniecie potozonych giebiej
sktadnikbw macierzy zewnatrzkomoérkowej (gtéwnie kolagenu i  czynnikow
tkankowych). Krazace w krwiobiegu ptytki krwi (trombocyty) przytaczajg sie do tego
miejsca przez oddziatywanie z receptorami (czynniki von Willebranda, vVWF, ang. von
Willebrand factor), co powoduje ich czeSciowg aktywacije, degranulacje i uwolnienie
czynnika Va (Rys. 1). Rownocze$nie nastepuje adhezja fibrynogenu do powierzchni

uszkodzonego naczynia krwiono$nego [10]. Krazacy we krwi czynnik VII ulega
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zwigzaniu z czynnikiem tkankowym (TF, ang. tissue factor) ptytek krwi
I przeksztatceniu w forme aktywng (Vila). Powstaty kompleks TFA”lla katalizuje
aktywacje czasteczek X i IX. Czynnik Xa oddziatuje z czynnikiem Va tworzac
protrombinaze, ktéra odpowiada za tworzenie matych ilosci trombiny (lla)
zprotrombiny (I1) na powierzchni ptytek krwi [11]. Czynnik lla taczy sie
z aktywowanymi czesciowo wczesniej trombocytami, dokonuje hydrotizy receptora
PAR (receptor aktywowany proteazami, ang. protease activated recptor) bedacego
Srodbtonowym  biatkiem, odgrywajagcym wazng role w transdukcji informacji
ze Srodowiska zewnetrznego do wnetrza komorki. W swojej budowie posiada ukryty
naN-koncowym fragmencie ligand, ktéry w wyniku hydrolizy proteazg ulga
odstonieciu. Tak wyeksponowany nowy koniec wigze sie do receptora, powodujac
zwigzanie biatka G w domenie cytoplazmatycznej i przeniesienie sygnatu [12].
Aktywacja biatka PAR powoduje petng aktywacje ptytek krwi, ktéra przejawia sie
ekspozycja na powierzchni ujemnie natadowanych fosfatydyloseryn oraz zmianami
morfologicznymi, co w efekcie skutkuje ich degranulacjg. W tej fazie hemostazy
trombina tworzy mate ilosci fibryny z fibrynogenu, ktére biorg udziat w formowaniu
skrzepu pierwotnego, stanowigcego pierwszy etap hamowania wycieku krwi z naczynia
krwiono$nego [10]. Zespdt powyzszych reakcji zostat nazwany zewnatrzpochodnym

szlakiem krzepniecia krwi.

\Y lla
. Xla-<----- XI
I lla
lla
VI -»Vllla +VVa+IXa 1X
lla n N Vila
V - » Va+ Xa
uszkodzony
nabtonek
lla naczyn
krwionosnych
monomer afibrynogen
fibryny
polimer
fibryny
I Xllla.N----- Xl
fibryna

stabilizowana

Rysunek 1. Schemat reakcji kaskadowej krzepniecia krwi.
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Na etapie amplifikacji nastepuje wytworzenie wiekszej iloSci trombiny.
Wspomniany wczesniej czynnik 1Xa faczy sie na powierzchni ptytek krwi z czynnikami
V i VIII tworzac kompleks aktywujacy czynnik X. Ten ostatni w potgczeniu
z czynnikiem V tworzy protrombinaze. Od tego momentu nastepuje wytwarzanie
duzych iloSci trombiny. Powyzsze procesy s okreSlane wspdlnym mianem
wewnatrzpochodnego szlaku krzepniecia krwi [12].

Kolejny etap hemostazy stanowi propagacja, w ktdrej nastepuje wytworzenie
95% trombiny. Utworzony w stadium amplifikacji kompleks protrombinazy generuje
produkcje tego enzymu na wysokim poziomie, w konsekwencji czego powstaje rowniez
duza ilos¢ fibryny. Tworzy ona potgczong podiuznie i poprzecznie sie¢ widkien
fibrynowych stabilizowang wigzaniami kowalencyjnymi indukowanymi przez czynnik
XIll. Trombina stymuluje zwrotnie swoje powstawanie poprzez aktywacje czynnikdéw
V, VIII i XI. Ten ostatni powoduje wytwarzanie aktywnej formy czynnika IX, ktéry
przeksztatca czynnik X w czynnik Xa. W ten sposOb powstaje jeszcze wiecej
trombiny [10].

W celu zachowania rbwnowagi w organizmie zostaty wyksztatcone mechanizmy
umozliwiajgce zahamowanie reakcji kaskadowej krzepniecia krwi, by w ten sposéb
zapobiec rozwojowi zakrzepie. Powierzchnia nabtonka wyscietajgcego $wiatto naczynia
krwiono$nego posiada btonowe biatko, trombomoduling (TM), ktéra po przytaczeniu
trombiny powoduje jej inaktywacje oraz zwiekszenie aktywacji biatka C (PC, ang.
protein C). PC powoduje zahamowanie wytwarzania czynnika lla poprzez hydrolize
wigzania peptydowego w czasteczkach Va i Villa [10, 13]. Komorki nabtonka naczyn
krwionos$nych wydzielajg heparynopodobne glikozaminoglikany (GAG) [14], ktére
rowniez odgrywaja wazng role w inhibicji reakcji kaskadowej krzepniecia krwi poprzez
zwigzanie trombiny oraz katalize reakcji przytgczenia do niej antytrombiny i kofaktora
heparyny 1l (HCII, ang. heparin cofactor Il) [10]. Czasteczki te sg rowniez zdolne
do inhibicji dziatania czynnika 1.

Powyzej opisane szlaki powstawania trombiny zostaty opracowane na podstawie
oddzielnych badan w warunkach in vitro, w zwigzku z czym nie mozna wykluczy¢
wzajemnego przenikania sie¢ i tgczenia tych silnie ze sobg powigzanych procesow
w warunkach fizjologicznych. Jak wiadomo w organizmie ludzkim proces hemostazy
przebiega w Swietle naczynia krwionos$nego, gdzie wszystkie sktadniki kaskady

krzepniecia krwi majg ze sobg swobodny kontakt [11].
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2.2 Struktura trombiny

Pierwszg strukture trzeciorzedowsg trombiny opublikowat w 1989 roku W. Bode
wraz ze wspOtpracownikami [15]. Od tamtej pory enzym ten stat sie jednym
z najczestszych obiektéw badan strukturalnych. Omawiane biatko jest zbudowane
z dwéch tancuchéw  polipeptydowych; krétszego skiadajacego sie 49  reszt
aminokwasowych oraz dluzszego, w skiad ktdérego wchodzi 259 reszt
aminokwasowych. Obie podjednostki, potgczone ze sobg mostkiem dwusiarczkowym,
sg zaangazowane w bliskie oddziatywania niekowalencyjne [10]. W budowie trombiny
mozna wyrozni¢ 4 zasadnicze domeny strukturalne: miejsce proteolityczne (miejsce
aktywne), miejsce wigzania jondw sodu oraz obdarzone dodatnim fadunkiem miejsca
zewnetrzne | (miejsce wigzania fibrynogenu) i 1l (miejsce wigzania heparyny) (Rys. 2)
[10, 16, 17]. W miejscu aktywnym trombiny wystepujg reszty seryny, histydyny

miejsce
aktywne

miejsce
'zewnetrzne I’

Rysunek 2. Schemat obrazujacy domeny strukturalne trombiny.

oraz kwasu asparaginowego okreSlane mianem triady Kkatalitycznej, zaangazowanej
bezposrednio w hydrolize wigzania peptydowego substratu [16]. Kolejna domena
strukturalna jest odpowiedzialna za oddziatywania z jonami sodu, niezbednymi
do poprawnego fatdowania i efektywnego dziatania trombiny. Dane strukturalne
mutantbw pozbawionych miejsca wigzacego jony sodu wyraznie wskazuja
na fundamentalne znaczenie tych oddziatywan. Miejsce zewnetrzne | znajduje sie
w bliskim potozeniu centrum aktywnego trombiny i zawiera reszty aminokwaséw
obdarzonych dodatnim tadunkiem: argininy (Arg67, Arg73, Arg75, Arg77), lizyny
(Lys36, Lys70, LysllO) seryny (Ser36, Ser72), tyrozyny (Tyr76), izoleucyny (11e82),
leucyny (Leu65), metioniny (Met84) oraz fenyloalaniny (Phe34) [10, 18]. Jego gtowng

role stanowi rozpoznawanie i wigzanie substratdbw omawianej proteazy serynowej
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- fibrynogenu, czynnikdw krzepniecia krwi (V, VIII, XI, XIII), biatka C, receptorow
aktywowanych proteazami oraz trombomodulin. Miejsce zewnetrzne Il jest najbardziej
dodatnio natadowanym fragmentem trombiny, oddalonym od centrum aktywnego
enzymu. Zawiera reszty aminokwasowe argininy (Arg93, Arg97, ArglOl, Arg233) oraz
lizyny (Lys236, Lys240). W tej czesci omawianego biatka zwigzaniu ulegajg heparyna,
siarczan heparyny, czynniki krzepniecia krwi (V i VIII), a takze glikoproteiny

wystepujace na powierzchni ptytek krwi (GPIba), zaangazowane w ich aktywacje [18].

2.3 Funkcje trombiny i rola w patogenezie chorob

Trombina jako kluczowy enzym kaskady krzepniecia krwi odgrywa wazng role
w procesie hemostazy. Uczestniczy w powstawaniu fibryny, ktorej prekursor stanowi
wytwarzany w watrobie fibrynogen, zbudowany z dwdch monomeréw potgczonych
wigzaniami dwusiarczkowymi. Kazda z tych podjednostek zawiera te same taricuchy
polipeptydowe: Aa, B[3 oraz y [19]. W wyniku proteolitycznej hydrolizy katalizowanej
przez trombine na N-koncach czasteczek Aa i B(3 nastepuje uwolnienie fibrynopeptydu
A i B oraz odstoniecie fragmentéw odpowiedzialnych za polimeryzacje monomeréw
fibryny w nierozpuszczalne widkna fibrynowe. Dalsza aktywno$¢ omawianej proteazy
serynowej prowadzi do zwiekszania usieciowienia i stabilizacji tego kompleksu
w wyniku aktywacji transglutaminazy - czynnika Xllla (aktywowanego przez
trombing), ktéry odpowiada za tworzenie wigzan kowalencyjnych poprzecznych
pomiedzy taricuchami y-y oraz y-a fibryny. Powstata sie¢ widkien fibrynowych stanowi
rusztowanie skrzepu, do ktorego przytaczajg sie komdrki nabtonka, leukocyty, ptytki
krwi oraz inne biatka osoczowe w celu utworzenia czopu i zahamowania wycieku krwd
ze Swiatta naczynia krwionosnego [19, 20].

Trombina wykazuje réwniez zdolno$¢ zwrotnej stymulacji  wiasnego
powstawania w wyniku aktywacji czynnikéw V, VIII oraz XI. W fazie inicjacji
hemostazy powstaja mate ilosci tego enzymu, ktorych gtownym zadaniem jest
dostarczenie sygnatu zwiekszajgcego efektywno$¢ przebiegu reakcji kaskadowej
krzepniecia krwi. Co ciekawe, aktywnos¢ tego biatka moze w specyficznych warunkach
ulec przetaczeniu ze Sciezki koagutacyjnej na antykoagulacyjng. Taka sytuacja
ma miejsce w przypadku, gdy w wyniku rozrostu skrzepu w miejscu uszkodzenia
dojdzie do kontaktu trombiny z nabtonkiem wyscielajgcym naczynie krwionosne i jej
przytaczenia do trombomoduliny - receptora blonowego zlokalizowanego

na powierzchni komorek nabtonkowych. Wskutek zwigzania z TM nastepuje zmiana
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profilu dziatania czynnika Ila: zmniejszeniu ulega zdolno$¢ hydrolizy fibrynogenu
i biatka PARI, zwiekszajgc jednoczes$nie jego specyficzno$¢ wzgledem zymogenu
biatka C, przeksztatcajagc go w forme aktywng [21], PC wraz ze swoim kofaktorem,
biatkiem S, powoduje inaktywacje czynnikéw Va i Villa, kofaktorow czynnikéw Xa
i IXa, Kluczowych skfadnikéw biorgcych udziat w procesie powstawania trombiny.
Utworzenie powyzej opisanego kompleksu ma za zadanie uniemozliwi¢ miejscowe
przeksztatcanie fibrynogenu w fibryne na duzg skale [22].

Jedng z istotniejszych funkcji trombiny w ludzkim organizmie jest aktywacja
receptorow aktywowanych proteazami (PAR). Jak juz nadmieniono wcze$niej, stanowig
one klase $srddbtonowych biatek, odgrywajacych wazng role w transdukcji informacji
ze Srodowiska zewnetrznego do wnetrza komérki. W swojej budowie posiadajg ukryty
w N-koncowym fragmencie ligand, ktory w wyniku hydrolizy proteaza ulga
odstonieciu. Tak wyeksponowany nowy koniec wigze sie do receptora, powodujac
zwigzanie biatka G zlokalizowanego w domenie cytoplazmatycznej [12] i aktywacje
Sciezek, w ktorych uczestniczg kinazy: biatkowa C (PKC, ang. protein kinase C) oraz
aktywowana mitogenami (MAPK, ang. mitogen-activated protein kinase) [23].
Wyrdzniono cztery klasy biatek PAR, ale tylko trzy z nich: PARI, PAR3 i PAR4
oddziatujg z trombing [12]. Stymulacja receptorow aktywowanych proteazami typu
L i 4 jest odpowiedzialna miedzy innymi za aktywacje ptytek krwi. S. Coughlin wraz
ze wspotpracownikami  przeprowadzili  serie  eksperymentéw z  zastosowaniem
przeciwciat nakierowanych na biatka PARI i PAR4 [24]. Na podstawie uzyskanych
wynikéw badan stwierdzono, ze pierwsze z opisywanych biatek do swojej aktywacji
wymaga niskich stezen trombiny, natomiast drugie wysokich. Poza btong komdrkowa
ptytek krwi, receptory PAR ulegajg réwniez ekspresji na powierzchni monocytow,
fibroblastow, limfocytow T, komdrek nabtonkowych, nowotworowych oraz miesni
gtadkich [25]. Za posSrednictwem wiasnie tych transbtonowych biatek zachodzi
stymulowane trombing réznicowanie i proliferacja wyzej wymienionych klas komdrek
[16]. Jak dotad najmniej poznana jest rola receptorow PAR3 w ludzkim organizmie.
Ostatnie doniesienia literaturowe sugerujg udziat tych czasteczek, wraz z PARA4,
w procesie amplifikacji wytwarzania trombiny na powierzchni miesni gtadkich aorty
w wyniku jej uszkodzenia, co ma duzy wptyw na procesy naprawcze tego naczynia
[26]. Ponadto, udowodniono réwniez, ze trombina stymuluje wytwarzanie insuliny

poprzez aktywacje PAR3 [27].
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Ze wzgledu na skomplikowang sie¢ powigzan oraz wzajemnie przenikanie sie
szlakdw powstawania, dziatania oraz inhibicji poziomu aktywnos$ci trombiny w ludzkim
organizmie niezwykle wazne dla zachowania hemostazy jest utrzymanie réwnowagi
pomiedzy tymi procesami. Nadmierne wytwarzanie omawianego biatka oraz niedobdr
jego naturalnych inhibitorbw moze doprowadzi¢ miedzy innymi do zespotu
nadmiernego wykrzepiania naczyniowego (DIC, ang. disseminated intravascular
coagulation) [28]. Jest to jednostka chorobowa spowodowana najczesciej patologiczng
aktywacja uktadu krzepniecia krwi, prowadzaca do rozwoju skrzepéw w Swietle matych
naczyn krwionosnych narzadéw, czego efektem koncowym jest ich uszkodzenie.
Co ciekawe, w przebiegu tego schorzenia nastepuje zuzycie depozytu ptytek krwi
prowadzac do epizodow krwawienia. Wystepowanie DIC obserwuje sie najczesciej
w nowotworach, sepsie, w wyniku powiktan potozniczych i pooperacyjnych oraz
w ciezkich urazach.

W ostatnim czasie pojawity sie doniesienia literaturowe dostarczajgce mocnych
dowoddéw na udziat trombiny w procesie rozwoju astmy oskrzelowej [23, 29].
Uszkodzenie tkanki ptucnej, ktére w przebiegu tej choroby wystepuje w wyniku
nadmiernej reakcji zapalnej, zwieksza przepuszczalno$¢ Scian naczyn wiosowatych
ptuc, ulatwiajgc tym samym przenikanie osoczowych biatek takich jak trombina
i fiborynogen oraz mediatorow stanu zapalnego do Swiatla pecherzyka ptucnego.
Opisany mechanizm zaburza hemostaze w tym organie, stymulujgc tym samym
zwiekszong migracje i proliferacje fibroblastow oraz ich réznicowanie w miofibroblasty
[23, 29]. Wszystkie wyzej wymienione procesy zachodzg poprzez aktywacje
receptorow PAR za posrednictwem trombiny i sg $ci$le zwigzane z dalsza propagacja
stanu zapalnego oraz przebudowsg struktury tkanki ptucnej obserwowang w rozwoju
astmy oskrzetowej. N. Asokananthan wraz ze wspotpracownikami wykazali wyrazne
powiazanie pomiedzy stymulacjg receptorbw PARI i PAR2 ardznicowaniem
fibroblastow w miofibroblasty, czego przejawem jest podwyzszona ekspresja
alfa-aktyny miesni gladkich (a-SMA, ang. alpha smooth muscle actin) oraz uwalnianie
mediatoréw stanu zapalnego: IL-6, IL-8 i prostaglandyny E2 [29]. Powyzsze wyniki
eksperymentow in vitro znalazty potwierdzenie w badaniach in vivo przeprowadzonych
na grupie 164 pacjentow cierpigcych na astme oskrzelowa, u ktérych zaobserwowano
zwiekszong produkcje trombiny oraz zmniejszenie fibrynolizy [30].

Trombina odgrywa rowniez istotng role w progresji choroby nowotworowe;.

Wyniki badan na myszach potwierdzity, ze podanie inhibitoréw opisywanego biatka
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powoduje obnizenie czestosci wystepowania przerzutow [31], Rozsiew nowotworu
w organizmie z udziatem trombiny odbywa si¢ za posrednictwem rodziny receptoréw
aktywowanych proteazami typu 1, powodujac aktywacje ptytek krwi oraz uwolnienie
czynnikdw wzrostu, chemokin oraz czynnikdw stymulujacych angiogenze np. czynnika
wzrostu $rodbtonka naczyniowego (VEGF, ang. vascular endothelial growth factor),
receptorbw VEGF, metaloproteinaz (MMP) [32, 33]. Zaobserwowano rowniez,
ze komorki nowotworowe charakteryzujg sie istotnym wzrostem poziomu ekspresji
biatek PARI na swojej powierzchni [32]. Poczatkowo zaktadano, ze rola trombiny
ogranicza sie do udziatu w tworzeniu naczyn krwionosnych oraz przerzutéw, jednak
ostanie wyniki eksperymentéw na myszach z defektem receptoréw aktywowanych
proteazami oraz fibrynogenu potwierdzity réwniez udziat tego biatka we wzroscie

pierwotnego ogniska raka jelita grubego [34].

2.4 Leki hamujace aktywno$¢ trombiny

Trombina peini w ludzkim organizmie nie tylko wiele kluczowych funkcji
w procesach wystepujacych w warunkach fizjologicznych, ale rowniez odgrywa wazng
role w patogenezie licznych chordb, co czyni jg doskonatym celem terapeutycznym.
W zwigzku z tym naukowcy na catym S$wiecie podejmujg préby stworzenia coraz
doskonalszych preparatow zdolnych do inhibicji poziomu aktywno$ci omawianej
proteazy serynowe;j.

Pierwszg substancjg zastosowang w celu zahamowania dziatania trombiny byfa
wyizolowana z psiej watroby przez J. Macleana w 1916 roku heparyna [35]. Zwigzek
ten zaliczany jest do glikozaminoglikanéw. Swoje dziatanie wywiera w spos6b posredni
poprzez utworzenie kompleksu z endogenng antytrombing (AT) i zmiane konformaciji
jej miejsca aktywnego. Powstaty kompleks AT-heparyna odznacza sie wyzszg
zdolno$cig wigzania z trombing niz pojedyncza czagsteczka AT [36, 37]. Aktualnie
w medycynie stosowane sg dwa rodzaje heparyny: niefrakcjonowana (UFH, ang.
unfractioned heparin) oraz niskoczasteczkowa (LMWH, ang. low molecular weight
heparin) roznigce sie¢ miedzy sobg wielkoscig (UFH - od 4 do 40 kDa, LMWH
- ponizej 6 kDa) oraz profilem dziatania [38, 39].

W 1956 roku grupa badawcza pod kierunkiem F. Markwardta przedstawita
dowody wskazujace na zdolno$¢ inhibicji aktywnosci trombiny przez substancje
wyizolowang ze $linianek pijawek lekarskich, nazwang hirudyng [40]. To zbudowane

z 65 reszt aminokwasowych biatko, wigze sie z miejscem zewnetrznym | i miejscem
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aktywnym wolnej oraz zwigzanej z fibrynogenem trombiny tworzac niekowalencyjny,
nieodwracalny kompleks [41, 42]. Pozyskiwanie naturalnej hirudyny okazato sie
problematyczne ze wzgledu na trudng procedure ekstrakcji oraz umieszczenie pijawek
lekarskich na liscie gatunkéw zagrozonych wyginieciem, w zwigzku z tym naukowcy
rozpoczeli poszukiwanie alternatywnych Zrodet tej substancji [43]. Doprowadzito
to do stworzenia rekombinowanej hirudyny réznigcej sie od naturalnego biatka brakiem
metylacji reszt tyrozyny w pozycji 63. Aktualnie stosowane sg dwie jej formy,
odznaczajgce sie niemal identyczng z wyjSciowym biatkiem sekwencjg aminokwasowg
z jedna roznicg na N-koncu czasteczki. Pierwsza z nich nazywana leprudin zawiera
reszty leucyny i tyrozyny w omawianym fragmencie, druga funkcjonujgca pod nazwg
desirudin posiada dwie reszty waliny [16]. Obie substancje odznaczajg sie
poprawionymi wzgledem heparyny wiasciwo$ciami antykoagulacyjnymi i cho¢ ich
powinowactwo do czasteczki trombiny jest nizsze w poréwnaniu do naturalnej hirudyny
to nadal sg rozwazane jako najbardziej obiecujgce antykoagulanty [44]. Grupa pod
kierunkiem K. Ramachandran poszta o krok dalej i stworzyta syntetyczny analog
hirudyny sktadajacy sie z jej dwudziestu C-koncowych reszt aminokwasowych, ktory
nazwali hirugenem [45]. Czasteczka ta charakteryzowata sie odwracalno$cig dziatania,
zdolnoscig zahamowania produkcji fibryny wskutek oddziatywania z miejscem
zewnetrznym | trombiny oraz 50-krotnym spadkiem aktywnosci w tescie APTT
(czas czeSciowej tromboplastyny po aktywacji, ang. activated partial thromboplastin
time) wzgledem naturalnego odpowiednika, co mogto rzutowaé na przyszie jej
zastosowania w terapii. W zwigzku z powyzszym, ta sama grupa badawcza w celu
poprawj' profilu dziatania hirugenu stworzyta biwalirudyne (hirulog) - koniugat
skladajgcy sie z C-koncowego fragmentu hirudyny potaczonego tacznikiem
zbudowanym  z  czterech  reszt glicyny z  trdjpeptydowg  sekwencja
fenyloalanina-prolina-arginina [46]. Te ostatnie reszty aminokwasowe wigzg sie
z miejscem aktywnym trombiny powodujac jej odwracalng inhibicje z wyzszg
wydajnoscig w poréwnaniu do hirugenu. Ponadto, dodatkowg zaletg biwalirudyny jest
jej nizsza immunogennos¢ w stosunku do hirudyny [16].

Kolejng klasg zwigzkdw zdolnych do zahamowania aktywnosci trombiny
sg analogi fibrynopeptydu A (FPA), bedace jej naturalnym inhibitorem [47].
B. Blomback wraz ze wspdtpracownikami na podstawie serii eksperymentéw wysuneli
whniosek, ze za inhibicyjne wiasciwosci FPA odpowiadajg trzy reszty aminokwasowe:
fenyloalanina (w pozycji 9), walina (w pozycji 2) oraz arginina (w pozycji 1), ktére
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zblizajg sie do siebie poprzez wypetlenie oddzielajagcych je aminokwasow [48].
Powyzsze zalozenie znatazto  potwierdzenie w  badaniach  strukturalnych
z zastosowaniem techniki  spektroskopii jagdrowego rezonansu magnetycznego
(NMR. ang. nuclear magnetic resonance) [49]. Bazujac na opisanych obserwacjach
naukowcy rozpoczeli proby tworzenia krétkich peptydowych zwigzkéw zdolnych
do zahamowania aktywnosci trombiny. W 1972 roku grupa badawcza kierowana przez
Okamtota stworzyta preparat agratroban, bedacy pochodng argininy odznaczajacy sie
wiekszg aktywnoscig antykoagulacyjng niz heparyna [50]. Mechanizm dziatania
opisywanej substancji opiera sie na odwracatnym wigzaniu do centrum aktywnego
trombiny i hamowaniu tym samym jej aktywnosci [51]. Zacheceni sukcesem kolegdw
w potowie lat 80-tych naukowcy z firmy AstraZeneca stworzyli preparat melagatran,
bedacy pochodng benzamidyny i jednoczesnie pierwszym doustnym lekiem
przeciwzakrzepowym [52]. Powoduje on inhibicje aktywnosci trombiny poprzez
zwigzanie sie z jej miejscem aktywnym. Ze wzgledu na stabe wchtanianie z przewodu
pokarmowego omawiana substancja jest podawana w formie proleku - ximelagatranu
o charakterze lipofilowym, ktory nastepnie ulega przeksztatceniu do melagatranu [53].
Bazujgc na podobnych zatozeniach naukowcy z firmy Boehringer Ingelheim stworzyli
kolejng pochodng benzamidyny nazwang dabigatran i podawang w formie proleku
eteksylanu dabigatranu, przeksztatcanego w aktywng posta¢ przez osoczowa esteraze
|54]. Opisana substancja zostata dopuszczona do uzytku jako lek antykoagulacyjny
w profilaktyce chor6b zakrzepowych u pacjentéw po operacjach ortopedycznych [16].
Oprdcz fibrynopeptydu A stworzono réwniez analog kolejnego naturalnego
inhibitora trombiny - trombomoduliny. Wspomniane biatko sktada sie z pieciu domen:
N - koncowej (DI), podobnej do nabtonkowego czynnika wzrostu (D2), zawierajgcej
liczne miejsca glikozylacji (D3), transbtonowej (D4) oraz cytoplazmatycznej (D5).
K. Gomi wraz ze wspotpracownikami udowodnit, konstruujac rekombinowany wariant
(@TM, ART-123) i testujac go na mysim modelu, ze tylko trzy pierwsze domeny
s kluczowe dla zahamowania aktywnosci trombiny [55, 56]. ART-123, produkowany
w komoérkach jajnika chomika chinskiego, wywiera inhibicyjny efekt poprzez
aktywacje szlaku biatka C [56]. Rekombinowana trombomodulina przeszta pomysinie
trzy fazy badan klinicznych w Japonii i zostata dopuszczona do uzytku w 2008 roku
pod nazwg handlowg Recomodulin™ jako skuteczny preparat przeciwzakrzepowy
w leczeniu zespotu rozsianego wykrzepiania wewnatrznaczyniowego, schorzenia

wspottowarzyszacego miedzy innymi chorobom onkologicznym [57-59].
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Wspotczesne trendy projektowania i syntezy zwigzkow zdolnych do wywierania
efektu terapeutycznego w oparciu o dogtebne poznanie struktury oraz mechanizmu
dziatania czasteczki docelowej doprowadzity do podjecia proby modulacji poziomu
aktywnosci  trombiny przy zastosowaniu oligonukleotydbw DNA lub RNA.
Niewatpliwg zaletg tego podejscia jest tatwosC projektowania i modyfikacji, a takze

szybkos$¢ syntezy kwasow nukleinowych.

3. Aptamery
Aptamery sg jednoniciowymi oligonukleotydami lub polipeptydami o masie
ok. 8 - 15 kDa, ktorych sekwencja determinuje przyjecie okreslonej struktury

przestrzennej. Umozliwia to wysoce specyficzne wigzanie docelowego biatka lub innej

przyjecie przez oligomer
odpowiedniej struktury

oligonukleotydy // wW
RNA lub ssDNA Vo

(~ 100 nt) Ct

rozpoznanie biatka
docelowego przez
aptamer

Rysunek 3. Schemat obrazujgcy dziatanie aptameru.

czasteczki i wten sposéb modulacje jej aktywnosci [60, 61] (Rys. 3). Ich nazwa
pochodzi z jezyka greckiego od ,,aptus’\ co oznacza dostownie pasowac oraz ,,merus",
czasteczka. Aptamery czesto sg okreslane mianem chemicznych przeciwciat, gdyz
warto$¢ statej dysocjacji (Kd) dla tych czasteczek zawiera sie w zakresie
mikro/nanomolamym. Ponadto, ich niekwestionowang przewaga nad przeciwciatami
jest fatwos¢ syntezy i przechowywania, nieograniczona mozliwos¢ wprowadzania
chemicznych modyfikacji [62, 63] oraz dobre parametry farmakokinetyczne takie jak
np. korzystny Klirens nerkowy [61, 64]. Wyrdzniono cztery podstawowe klasy
aptameréw: RNA, DNA, peptydowe oraz XNA (kwas ksenonukleinowy, ang. xeno
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nucleic acid) [64]. Te ostatnie stanowig nietypowag klase oligonukleotydow,
posiadajgcych w swojej budowie inng niz ryboza lub deoksyryboza reszte cukrowg
(np. arabinoze czy ksyloze) [65], Dzieki wprowadzeniu powyzszych modyfikacji
nadano tym czgsteczkom wiekszg odpornos¢ na hydrolize katalizowang nukleazami
komorkowymi, ponadto ich parametry farmakokinetyczne ulegly znacznej poprawie
[64],

3.1 Metody otrzymywania aptamerow

Podstawowa metodg otrzymywania aptamerdw 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 petnej biblioteki

biblioteka ssDNA/ RNA

wejsciowa biblioteka o losowej sekwencji
ssDNA/ RNA ‘ TnrnTrrjjiifya\» eliminacja efektow
tfu' niespecyficznych
reakcje klonowania i sekwencjonowania TTTmTTTTT T W A
TIAATTTYMTTET I

C GGCG G CRACAGGAA CG AGC
AGGAA GCCAA G GCAAGA ACG AGC
GGAATCTCGGTATCG"AACGCACGTE SAATMTIMTTTTTTd

powtdrzenie procesu selekcji
reakcja PCR

czasteczka docelowa

imrnimiiiiimiiiiimiii - =
mmTit a ®

Iud m

A elucja zwigzanych z
UniB czasteczka docelowg
iiilR N kwaséw nukleinowTch

reakcja odwrotnej
transkiypcji

(aptamery RNA) iU, mrft

nukleinowych

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

oligonukleotydowej (biblioteki kombinatorycznej). Skiada sie ona z puli oligomeréw
zbudowanych z dwoch zasadniczych czesci: regionu o losowej sekwencji oraz dwdéch
regiondw oskrzydlajacych, o zdeterminowanej sekwencji, bedacych miejscem wigzania

starterow fancuchowej reakcji polimeryzacji (PCR, ang. polymerase chain reaction).
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llos¢ czasteczek w bibliotece jest zalezna od diugosci badanej, losowej sekwencji
zbudowanej z n-nukleotydéw, wedtug wzoru n". Stworzong w ten sposob biblioteke
kombinatoryczng poddaje sie inkubacji z docelowg czasteczkg, w celu wybrania
aptamerow odznaczajacych sie najwiekszym powinowactwem wzgledem czynnika
selekcyjnego. Niezwigzane oligonukleotydy zostajg odmyte, natomiast pozostate
poddawane sg powieleniu w reakcji PCR. Opisane powyzej etapy sktadajg sie na jeden
cykl selekcji, ktory jest wielokrotnie powtarzany az do momentu uzyskania czasteczek
odznaczajacych sie pozadanymi wiasciwosciami (np. nanomolame wartosci statej
wigzania, zdolno$¢ wigzania ligandow oraz odpornos¢ na hydrolize nukleazami
komorkowymi). Zwienczenie procesu selekcji stanowi sekwencjonowanie uzyskanego
aptameru oraz okreSlenie jego parametrow kinetycznych [64]. Metoda SELEX zostata
opracowana réwnolegle przez dwa niezalezne zespoty A.D. Elligton i J. W. Szostaka
oraz C. Tuerk i L. Gold [67, 68]. W pierwotnym ksztatcie selekcja dotyczyta
oligomerébw RNA, ktére z zalozenia odznaczajg sie wiekszg rdéznorodnoscig
strukturalng, co pocigga za sobg dostrzegalne rdéznice w sile wigzania docelowego
ligandu. oraz mozliwoscig syntezy w komorkach [64, 69]. Ze wzgledu jednak
na wiekszg stabilno$¢ deoksyrybonukleotydow oraz mniejsza liczbe etapdw
wchodzacych w skfad jednego cyklu selekcyjnego (w selekcji aptameréw RNA
wystepujg jeszcze dwa dodatkowe etapy: reakcje transkrypcji in vitro oraz odwrotnej
transkrypcji) SELEX znalazt wieksze zastosowanie przy poszukiwaniu aptamerow
DNA [64]. Niemniej jednak w obu przypadkach technika ta jest bardzo czasochtonna
i sktada sie z wielu cykli. W zwigzku z tym podjeto proby skrécenia czasu potrzebnego
na przeprowadzenie metody SELEX poprzez uzycie elektroforezy kapilarnej,
immobilizacji biatka na magnetycznych kulkach i rozdzialowi za pomoca
magnetycznego separatora oraz komputerowego projektowania aptameréw [64].
Na uwage rowniez zastugujg dwie, nowe odmiany tej techniki umozliwiajgce selekcje
aptamerow bezposrednio w komorkach tzw. Cell-SELEX oraz w zywych organizmach
tzw. in vivo SELEX. W obu przypadkach nie jest konieczna znajomos$¢ docelowej
czasteczki bedacej kryterium selekcyjnym. Co wiecej, biatko, ktére ma by¢ docelowg
czasteczkg dla uzyskanego drogg Cell-SELEX aptameru, nie wymaga uprzedniego
oczyszczania, a wiec natywna struktura jest catkowicie zachowana wraz
z ewentualnymi potranslacyjnymi modyfikacjami. Technika ta moze z powodzeniem
znalez¢ zastosowanie w selekcji aptamerdw, ktore moga by¢ wykorzystane w celowanej

terapii onkologicznej oraz diagnostyce [70].
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3.2 Aptamery hamujace aktywnos¢ trombiny

Aptamery ze wzgledu na wysokie powinowactwo wzgledem docelowej
czasteczki, niskie wartosci statej dysocjacji oraz stosunkowo tatwg synteze znalazty
szereg zastosowan w medycynie. Moga przede wszystkim stanowi¢ wysoce specyficzny
lek, charakteryzujagcy sie odwracalnoscig dziatania oraz wydluzonym czasem
potrwania. Pierwszym aptamerem nakierowanym na inhibicje aktywnos$ci trombiny jest
odkryty w 1992 roku przez L. Bocka, w wyniku przeprowadzenia selekcji in vitro,
aptamer wigzacy trombine, wystepujacy rowniez pod nazwami ARC 183 oraz HDI
[71, 72]. Ten 15 nukleotydowy  oligomer DNA o  sekwencji:
5-GGTTGGTGTGGTTGG-3'  przyjmuje  strukture  wewnatrzczasteczkowego,
antyrownolegtego kwadrupleksu o konformacji krzestowej [73]. Od momentu odkrycia
TBA rozpoczeto szeroko zakrojone badania majgce na celu stworzenie oligonukleotydu
odznaczajgcego sie poprawionymi wiasciwosciami antykoagulacyjnymi.

Firma  Archemix/Nuvelo stworzyta aptamer Nul72 o  sekwencji
5-CGCCTAGGTTGGGTAGGGTGGTGGCG-3, ktory postrzegany jest jako
doskonaty, potencjalnie skuteczniejszy w porownaniu do TBA, lek przeciwzakrzepowy
[74]. Roznice w sekwencji trzonu oraz obecno$¢ dodatkowych reszt nukleozydowych
na koncach 5' i 3' tego G-kwadrupleksu spowodowato, ze jego struktura przestrzenna
nie jest homogenna. Co wiecej. Nul72 tworzy najstabilniejsze kompleksy z jonami
Ba, Sr\ oraz niskimi stezeniami K*. Pomimo tych réznic, | faza badan klinicznych
omawianego aptameru zakonczyta sie sukcesem. W zwigzku z powyzszym Nul 72
skierowano do dalszych testow majacych na celu wdrozenie tego oligomeru
do komercyjnego zastosowania [75].

Kolejnym aptamerem DNA zdolnym do inhibicji powstawania skrzepu,
wystepujagcym pod nazwg HD22, jest 29-nukleotydowy oligomer o sekwencji
5-GTCCGTGGTAGGGCAGGTTGGGGTGAC-3' [76]. Wiagze sie on z duzym
powinowactwem do miejsca zewnetrznego Il biatka docelowego (miejsce wigzace
heparyne) i w ten sposéb hamuje jego aktywno$¢. Omawiany aptamer moze znalez¢
zastosowanie jako skiadnik aptasensora nakierowanego na wykrywanie trombiny
w probkach krwi pacjentow [77].

Chociaz pierwsze aptamery zdolne do inhibicji aktywnosci trombiny byly
oligonukleotydami DNA, od tamtej pory udato sie stworzy¢ kilka czasteczek RNA

wykazujacych wiasciwosci antytrombinowe. Jedng z nich jest 25 nukleotydowy
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oligomer Tog25 posiadajacy w wybranych pozycjach reszty nukleozydow
pirymidynowych zawierajgce substytucje atomem fluoru przy atomie C2' pierscienia
rybozy (5-GGGAACAAAGCUGAAGUACUUACCC-3) [78], Zostat on odkryty
w 2001 roku przez S. Long i wspOtpracownikow w wyniku przeprowadzenia selekcji
invitro z zastosowaniem dwoch czynnikéw selekcyjnych (trombiny ludzkiej oraz
Swinskiej). Taki zabieg umozliwit stworzenie aptameru zdolnego do oddziatywania
z biatkiem pochodzacym od dwoch réznych gatunkéw, co w znaczacy sposob
umozliwito miarodajne poréwnanie wynikéw badan prowadzonych in vitro
i na zwierzetach. Tog25 w przeciwienstwie do swoich poprzednikbw nie jest
G-kwadrupleksem, tworzy strukture typu spinki do wioséw z obustronnym
wybrzuszeniem w czesci helikalnej [79]. Aptamer ten powoduje inhibicje powstawania
skrzepOw oraz aktywacji ptytek krwi poprzez zwigzanie z miejscem aktywnym Il
czasteczki trombiny. W zwigzku z powyzszym, podobnie jak wczesniej opisany HD22,
moze znalez¢ zastosowanie jako kompetycyjny czynnik kontrolujagcy dziatanie
heparyny [80]. Na podstawie wynikow badan krystalograficznych stwierdzono,
ze Tog25 przyjmuje ztozong strukture trzeciorzedowsa, umozliwiajacg oddziatywanie
znaczng powierzchnig z czasteczka trombiny. W stabilizacji tego kompleksu wazng role
odgrywajg wigzania wodorowe, oddziatywania van der Waals'a oraz warstwowe
pomiedzy resztami adenozyny aptameru i argininy biatka [78].

Niedawno ta sama grupa badawcza stworzyta 58 nukleotydowy oligomer RNA
RID-1T, zawierajacy w wybranych pozycjach reszty
2'-fluoro-2'-deoksyrybonukleozyddw pirymidynowych [81]. Opisywany aptamer wigze
sie specyficznie z czasteczkg protrombiny i trombiny w ich miejscu zewnetrznym |1,
hamujgc tym samym nie tylko procesy katalizowane przez docelowy enzym (tworzenie
skrzepow fibrynowych, aktywacje ptytek krwi za posrednictwem receptora PAR),
ale rowniez samo jego powstawanie. Dodatkowg przewagg R9D-1T nad pozostatymi
przedstawicielami tej klasy zwigzkdw, jest jego stosunkowo duzy rozmiar, ktory
zapewnia mu wiekszg powierzchnie oddziatywania z biatkiem. Poprzez zastosowanie
modyfikowanych reszt nukleozydowych aptamer ten odznacza sie wydtuzonym czasem
potrwania w osoczu ludzkim, co w potaczeniu z jego wysokim powinowactwem
do trombiny czyni go ciekawym obiektem badan majacych na celu stworzenie nowego

preparatu o potencjalnych wiasciwosciach antykoagulacyjnych.
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3.3Pozostate przyktady zastosowan aptamerdw

Oprécz powyzej opisanych czasteczek kwasow nukleinowych w 1995 roku
w celach medycznych zsyntetyzowano réwniez aptamer bogaty w reszty guanozyny
zdolny do zahamowania aktywnosci integrazy wirusa HIV, co stworzylo nowe
mozliwosci leczenia tej jednostki chorobowej [82], Pierwszym dopuszczonym
do uzytku przez Amerykariska Agencje Zywnosci i Lekow (PDA) aptamerem RNA byt
preparat 0 nazwie Macugen, ktérego cel terapeutyczny stanowit czynnik wzrostu
$rodbtonka naczyniowego, dzieki czemu znalazt zastosowanie w leczeniu zwyrodnienia
plamki zbtej zwigzanego z wiekiem (AMD, ang. age-related macular degeneration)
[61, 83].

Niebywatg zdolno$¢ aptamerdw do oddziatywania z czasteczkg docelowg juz
na poziomie stezed nanomolamych wykorzystano réwniez do stworzenia narzedzi
terapeutycznych nakierowanych na wykrywanie i zwalczanie toksyn: botulinowej [84],
cholery czy tez gronkowca [85]. Co wiecej, dzieki niewielkiemu rozmiarowi, stabilnej
strukturze, a takze mozliwosci dotgczenia znacznikdéw fluorescencyjnych lub
izotopowych omawiana klasa oligonukleotyddw z powodzeniem moze znalezé
zastosowanie w szybkiej diagnostyce Srddoperacyjnej oraz nieinwazyjnym obrazowaniu
zmian o charakterze nowotworowym np. komdrek glejaka wielopostaciowego przy
uzyciu aptameru nakierowanego na wykrywanie nabtonkowego receptora wzrostu
[61, 86]. Wraz z postepem nauki i dzieki rozwojowi techniki Cell-SELEX, pojawita sie
mozliwo$¢ selekcji aptamerow bedacych biomarkerami chordb nowotworowych
i infekcyjnych bez doktadnej znajomos$ci docelowej czasteczki. W tym przypadku
komorki wyizolowane ze zmienionego chorobowo fragmentu narzadu stanowig czynnik
selekcyjny [61]. Daje to nadzieje na szybsze stworzenie platform diagnostycznych
odznaczajgcych sie duzg czutoscig i specyficznoscig dziatania. Aptamery ze wzgledu
na wysoka swoistos¢ wigzania czasteczki docelowej mogg rowniez stanowi¢ doskonaty
system transportujacy leki w pozadane miejsce dziatania. Do tej pory potgczono
je z doksorubicyng [87, 88], cisplatyng [89], metotreksatem [90], czy tez nanoczgstkami
sktadajgcymi sie z nanokulek ziota oraz kwaséw nukleinowych [91, 92]. Zawezenie
spektrum dziatania lekéw poprzez potaczenie z aptamerami umozliwito eliminacje
ubocznych efektow chemioterapii, takich jak na przyktad neuro- i nefrotoksycznosc,
przy jednoczesnym zwiekszeniu jej czutosci oraz transportu do wnetrza komorki

na drodze endocytozy receptorowej [89].
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4. Aptamer wigzacy trombineg

Jak juz wczesniej wspomniano aptamer wigzacy trombine jest oligonukleotydem
DNA odkrytym w 1992 roku przez Luisa Bocka w wyniku przeprowadzenia selekcji
in vitro [71]. Posiada unikatowg zdolno$¢ wigzania oraz inhibicji aktywnosci nie tylko
trombiny obecnej w roztworze, ale réwniez zwigzanej z fibryng, co czyni go ciekawa
alternatywa dla aktualnie dostepnych antykoagulantéw [93]. Intersujace pod wzgledem
medycznym wiasciwosci TBA wynikajg ze szczeg6lnej struktury tej czasteczki, ktorg
udato sie okresli¢ dzieki licznym badaniom krystalograficznym oraz spektroskopii
NMR [94-97].

4.1 Budowa i struktura TBA

TBA  jest  15-nukleotydowym  oligomerem  DNA o0  sekwencji:
5-GGTTGGTGTGGTTGG-3' przyjmujagcym  strukture  wewnagtrzczasteczkowego,
antyrownolegtego  kwadrupleksu o konformacji  krzestowej (Rys. 5) [73].

/ ~
9%':=g::;:;:.:G-.°qs
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T |2 T

Rysunek 5. Schemat struktury TBA.

Rdzen aptameru stanowig dwie G-tetrady, kazda zbudowana z czterech ptasko
utozonych reszt 2'-deoksyguanozyn stabilizowanych wigzaniami wodorowymi typu
Hoogsteen'a [98, 99]. Reszty nukleotydéw purynowych wchodzace w skiad tetrad
guanozynowych  TBA  przyjmujg dwie konformacje wzgledem wigzania
N-glikozydowego: syn - zasada heterocykliczna znajduje sie bezposrednio nad
ptaszczyzng pierscienia 2'-deoksyrybozy (G‘, G» G** i G'™) oraz anti - zasada
heterocykliczna znajduje sie poza plaszczyzng pierscienia rybozy (G®, G» G", G")
[95, 100]. To specyficzne utozenie reszt 2'-deoksyguanozyn w trzonie czasteczki TBA
oraz antyrownolegta orientacja nici jg budujacej skutkuje powstaniem dwdch
mniejszych i dwoch wiekszych bruzd [95]. Wszystkie pierscienie reszt 2'-deoksyrybozy

wystepujgce w omawianym aptamerze posiadajg konformacje C2'-endo. G-tetrady
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sg potaczone dwiema mniejszymi petlami: I Xi2ji3 jedng wiekszg petlg
TAGMT,  zlokalizowang na przeciwlegtej stronie czasteczki (Rys. 5) [101, 102].
Na podstawie wynikéw badan NMR wysunieto wniosek, ze reszty nukleotydowe
T 1 TN odgrywajg wazng role w stabilizacji struktury TBA poprzez tworzone ze sobg
wigzania wodorowe oraz oddziatywania warstwowe z G-tetradg G/ -GM-GN-G*™°
[95, 103, 104]. Reszty nukleotydowe T" i T sg natomiast zwrdcone na zewnatrz
czasteczki i nie sg zaangazowane w zadne oddziatywania z rdzeniem aptameru (Rys. 6)
[94, 105]. Podobne obserwacje poczynit T. Coppola wraz ze wspo6tpracownikami dla
petli TGT [103]. W tym przypadku, reszty nukleozydowe G* i T" sg zaangazowane
w oddziatywania warstwowe z G-tetradg G'-G"-G"-G'*. Ich obecno$¢ jest istotna nie
tylko dla zachowania stabilnosci struktury TBA, ale rdwniez ma wptyw na wigzanie
z czgsteczkg trombiny. Reszta nukleozydowa T” jest usytuowana poza osig rdzenia
G-kwadrupleksu i nie jest zaangazowana w oddziatywania wewnatrzczasteczkowe
z pozostatg czescig aptameru (Rys. 6) [104]. Co wiecej, stwierdzono, ze zwiekszajgc
elastycznos¢ petli w pozycji T mozna uzyska¢ poprawe powinowactwa TBA
do docelowego biatka [103].

TftOIMBINA TROMBINA

Rysunek 6. Struktura trzeciorzedowa TBA w kompleksie z trombing (plik PDB: IHAO).

Juz wiele lat temu pojawity sie pierwsze doniesienia literaturowe wskazujace,
ze obok sekwencji rowniez warunki $rodowiska wptywajg na poprawnos¢ topologii
fatdowania G-kwadruplekséw [95, 106, 107]. W przypadku TBA udowodniono,
ze do przyjecia odpowiedniej struktury niezbedna jest obecno$¢ jondéw potasu.
Poczatkowo zaktadano centralng lokalizacje w rdzeniu czasteczki aptameru.

pomiedzy G-tetradami [95]. Na podstawie kolejnych badan z zastosowaniem techniki
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NMR wysunieto wniosek, ze oddziatywanie z TBA zachodzi w stosunku
stechiometrycznym 2:1. Jeden jon zwigzany jest pomiedzy petlami TT, drugi natomiast
znajduje sie w poblizu petli TGT [108, 109], Udowodniono réwniez, ze jeden jon
potasu jest wystarczajacy do przyjecia przez TBA konformacji krzestowej, jednak
zwigzanie drugiego jonu w rejonie petli TGT powoduje jej stabilizacje i bierze udziat
w nadaniu tej czasteczce zdolnoSci inhibicji aktywno$ci trombiny [109], Rowniez
w obecnosci jondw amonowych, baru, oftowiu, strontu oraz rubidu TBA przyjmuje
strukture antyrownolegtego, wewnatrzczasteczkowego kwadrupleksu o konformacji
krzestowej w temperaturze 25°C, podczas gdy jony litu, sodu, cezu, magnezu oraz
wapnia sg jedynie zdolne do stworzenia przejsciowego kompleksu z tym aptamerem
w niskich temperaturach [110, 111]. Przyczyng takiego stanu rzeczy moze by¢ fakt,
zejony metali o promieniu jonowym zwartym w granicach od 1.3 do 1.5 A dobrze
wpasowujg sie pomiedzy dwie G-tetrady.

Kluczowym dla petnego zrozumienia mechanizmu dziatania aptameru
wigzacego trombine okazato sie doktadne poznanie modelu oddziatywania TBA
z czgsteczkg trombiny na poziomie molekularnym. Na podstawie analizy danych
uzyskanych metodg réznicowej kalorymetrii skaningowej oraz izotermicznego
miareczkowania  kalorymetrycznego ustalono og6lne  zatozenie  stanowigce,
ze wymienione czasteczki oddziatujg ze sobg w stosunku stechiometrycznym 1.2 [112].
TBA miat sie wigza¢ z dwiema czasteczkami trombiny: z pierwszg w jej miejscu
II, nie wptywajac na jej aktywnos$C. Pierwsze badania strukturalne nie byly jednak
spojne co do wskazania fragmentu aptameru bezpo$rednio zaangazowanego
w omawiane interakcje.  Poczatkowo, opierajac sie  na analizie danych
eksperymentalnych uzyskanych z pomiaréw krystalograficznych wysunieto wniosek,
ze petla TGT moze by¢ potencjalnym miejscem oddziatywania z trombing i odpowiadac
za inhibicyjne wiasciwosci omawianego aptameru [105]. Rownoczes$nie bazujac
na interpretacji wynikéw badan NMR stwierdzono, ze to wiasnie dwie petle TT
odgrywajg kluczowg role w wigzaniu TBA z docelowym biatkiem [101]. Dopiero grupa
badawcza pod kierunkiem F. Sica w opublikowanej w 2011 roku krystalograficznej
pracy zdotata w jednoznaczny sposob okresli¢ doktadny schemat oddziatywania TBA
z trombing [113]. W zatozonym przez nich modelu wskazano, ze aptamer wigzacy
trombine wigze sie tylko z jedng czasteczkg docelowego biatka w jego miejscu

zewnetrznym | poprzez dwie petle TT. Te ostatnie dziatajg niczym szczypce chwytajgce
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wystajace fragmenty regionu trombiny wigzacego fibrynogen. Opisany kompleks jest
stabilizowany poprzez oddziatywania hydrofobowe. Powyzszy model zostat
potwierdzony w pracy krystalograficznej autorstwa A. Pica i wspoOtpracownikow
opublikowanej w 2013 roku [94]. Co wiecej, autorzy uszczegotowili opis mechanizmu
oddziatywania TBA-trombina wskazujac, ze reszty tymidyny w pozycji 3 (T?) i 12 (T?)
aptameru oraz reszty argininy (Arg75 i Arg77A), kwasu glutaminowego (Glu77),
asparaginy (Asn78), izoleucyny (11e79), tyrozyny (Tyr76) tego biatka sg bezposrednio
zaangazowane w omawiane oddziatywania. Dzieki powyzszym badaniom mozliwe
stato sie gtebsze zrozumienie mechanizmu rozpoznawania przez TBA czasteczki
docelowej oraz zjawisk fizycznych lezacych u podstaw powinowactwa i selektywnosci
dziatania, co jest niezwykle istotne przy prébie ingerencji w strukture omawianego

oligomeru w celu poprawy jego aktywnosci biologicznej.

4.2 Modyfikacje TBA

Aptamer wigzacy trombine ze wzgledu na szybkos¢ i odwracalno$¢ dziatania
oraz zdolnos¢ inhibicji aktywnosci trombiny zwigzanej z fibryng stat sie obiektem
zainteresowania naukowcéw jako potencjalny lek antykoagulacyjny. Cho¢ badania
przeprowadzone na zwierzecych modelach choréb ukiadu krazenia byty obiecujgce
i TBA poddano | fazie badan klinicznych to jednak zbyt wysokie dawki konieczne
do uzyskania dtugotrwatego efektu leczniczego skionity badaczy do zaprzestania
przeprowadzania testdbw na pacjentach [81, 114]. Majac na uwadze Kkorzystne
wihasciwosci  aptameru rozpoczeto  préby poprawy  jego  parametréw
farmakokinetycznych. takich jak powinowactwo do trombiny, okres pétrwania
wosoczu oraz stabilno$¢ termodynamiczna poprzez wprowadzenie réznych
modyfikacji reszt nukleotydowych. Wsréd nich mozna wyrdzni¢ zmiany dotyczace;
czesci zasadowej oraz cukrowej reszt nukleozydowych, wigzania 5'-3' fosfodiestrowego
oraz struktury TBA.

Przez modyfikacje czeSci zasadowej reszt nukleozydéw rozumiane jest
podstawienie juz istniejacej lub wprowadzenie nowej grupy funkcyjnej do pierscienia
zasady heterocyklicznej oraz substytucje inng puryng (tranzycja) lub pirymidyng
(transwersja). NajczeSciej zmiany w szkielecie TBA dotyczag wprowadzenia
pochodnych reszt 2'-deoksyguanozyny. Ten nukleozyd skladajacy sie z guaniny,
zbudowanej z dwdch pierscieni heterocyklicznych, zawiera kilka potencjalnych miejsc

modyfikacji. G. He i wspotpracownicy zbadali wptyw obecnosci N”-alkiloguaniny
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na aktywno$¢ TBA [115], Wspomniana zasada heterocykliczna zawiera dodatkowa
grupe alkilowg (Rys. 7a). Zaobserwowano zwigkszenie wiasciwosci antytrombinowych

aptameru, gdy modyfikacja znajdowata sie 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 teze, ze sg to miejsca bezposrednio zaangazowane w oddziatywania
z trombing. Grupy alkilowe wprowadzono réwniez w pozycje C8 pierscienia guaniny
(Rys. 7b). Zaobserwowano wzrost aktywnosci antytrombinowej badanego aptameru
poprzez stabilizacje reszt guanozyny w konformacji syn [115]. Podobny efekt uzyskano
poprzez wprowadzenie w pozycje G' i G* aptameru 2'-deoksy-8-bromoguanozyny
(8-BrdG), ktéra zawiera atom bromu (Br) w pozycji C8 (Rys. 7c) [116]. Stabilizacja
konformacji syn wigzania N-glikozydowego jest spowodowana zawadg przestrzenng
indukowang obecno$cig atomu bromu. Warianty TBA posiadajace modyfikowane
reszty nukleozydowe 8-BrdG odznaczaty sie nie tylko nizszymi wartoSciami statej
dysocjacji aptamer-trombina (Kd), ale takze wyzszg stabilnoscig termodynamiczna.
W literaturze opisano réwniez substytucje reszt guanozyny w pozycji G" aptameru
resztami guanozyny zawierajgcymi grupe aminowg w pozycji C8 (Rys. 7d) [117].
Zaobserwowano destabilizujagcy wptyw tej modyfikacji na strukture TBA
najprawdopodobniej poprzez ostabienie oddziatywan warstwowych w czasteczce
kwadrupleksu.  Kolejnym  testowanym  modyfikowanym nukleozydem byia
2'-deoksy-6-tioguanozyna, ktora w pozycji 6 pierscienia zasady azotowej posiada atom
siarki zamiast tlenu (Rys. 7e) [118]. Substytucja tg pochodng powoduje obnizenie
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stabilno$ci termodynamicznej analizowanego aptameru poprzez zaburzenie poprawnego
tworzenia wigzan wodorowych typu Hoogsteen'a w G-tetradach. Co wiecej, atom siarki
ze wzgledu na wiekszy promien jonowy oraz mniejszg elektroujemnos¢ wplywa
rowniez na ostabienie oddziatywan z czasteczkami wody oraz jonami metali. Niezwykle
korzystne dla zdolnosci wigzania trombiny przez TBA okazato sie wprowadzenie reszt
2'-deoksy-izoguanozyny do rdzenia aptameru [119]. Jest to pochodna guanozyny, ktéra
posiada atom tlenu w pozycji C2 oraz grupe aminowg w pozycji C6 pierScienia
purynowego (Rys. 7f). Warianty zawierajgce powyzszg modyfikacje odznaczaty sie
znacznym obnizeniem wartosci Kd. W przypadku umiejscowienia
2'-deoksy-izoguanozyny w pozycji G* TBA odnotowano dwukrotny spadek wartoSci
stalej dysocjacji.

Biorgc pod uwage powyzsze dane literaturowe mozna bylo stwierdzic,
ze najkorzystniejsze dla poprawy wiasciwosci antykoagualcyjnych TBA  jest
wprowadzenie modyfikacji reszty guanozyny w pozycje G', G*, G* i G™ aptameru.

Druga grupe zwigzkéw wprowadzanych do czasteczki aptameru wigzgcego
trombine w celu zwiekszenia jej aktywnosci biologicznej oraz parametrow
termodynamicznych stanowig pochodne tymidyny. Modyfikacjg reszty nukleozydowej
0 dobrze opisanych i udowodnionych wiasciwosciach zwiekszajagcych zdolnosé
wigzania biatka jest 2'-deoksy-4-tiourydyna, ktora posiada atom siarki zamiast tlenu
w pozycji C4 (Rys. 8a) [120, 121]. S. Raviv wraz ze wspotpracownikami zbadat jaki
efekt mozna uzyska¢ poprzez wprowadzenie reszt powyzszego nukleozydu w wybrane
pozycje TBA [122]. Zaobserwowat, ze szczegOlnie korzystny wpltyw na zdolnos$é
inhibicji indukowanego przez trombine tworzenia sie skrzepdéw oraz aktywacji ptytek
krwi ma wprowadzenie tej modyfikacji w miejsca TA, T, T* i T'* aptameru. Co wiecej,
warianty TBA zawierajgce reszty 2'-deoksy-4-tiourydyny odznaczaty sie wiekszg
odpornoscig na hydrolize wigzania intemukleotydowego nukleazami komérkowymi.
Kolejng testowang pochodng tymidyny byta 2'-deoksy-5-hydroksymetylourydyna
(5-HmU), ktéra w swojej budowie posiada dodatkowg grupe hydroksymetylowa
w pozycji C5 pierscienia urydyny (Rys. 8b) [123]. Autorzy stworzyli warianty TBA
posiadajace pojedyncze podstawienia resztami 5-HmU w miejscach wystepowania reszt
tymidyny. Zaobserwowali, ze powyzsza modyfikacja nie wplywa na topologie
fatdowania omawianego G-kwadrupleksu. Co wiecej, skierowane na zewnatrz
czasteczki aptameru grupy hydroksymetylowe zwiekszajg liczbe stabilizujgcych
oddziatywan z otaczajgcymi czasteczkami  wody. W tescie fibrynogenowym
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zaobserwowano obnizenie wiasciwosci antykoagualcyjnych badanych wariantow.
Co ciekawe, analogi TBA posiadajgce modyfikacje 5-HmU w pozycji TA, T°, T
odznaczaty sie zdolnoScig wydtuzenia czasu protrombinowego w  stosunku
do niemodyfikowanego aptameru. Moze to S$wiadczy¢ o wplywie innych, dotad
niezidentyfikowanych sktadnikdw osocza krwi na wiasciwosci antykoagulacyjne
aptameru wigzacego trombine. Jednag z nielicznych modyfikacji, ktérej wprowadzenie
w pozycje T* i T** wplywa na zwiekszenie wiasciwosci antykoagulacyjnych TBA jest
2'-deoksy-5-fluorourydyna (5-FU) [124]. Nukleozyd ten posiada atom fiuoru w pozycji
C5 pierscienia urydyny (Rys. 8c). Pojedyncza substytucja 5-FU w miejscach
wystepowania tymidyny w tancuchu TBA zwieksza stabilno$¢ termodynamiczng
analizowanych wariantow.

Na podstawie dostepnych danych literaturowych mozna sformutowaé dwa
podstawowe wnioski: wprowadzenie modyfikacji czesci zasadowej w pozycje TA, TA,
TN aptameru jest korzystne termodynamicznie i ma wptyw na wzrost jego aktywnosci
antykoagulacyjnych, natomiast substytucja w miejscach T* i T'* powoduje spadek
zdolnosci  inhibicji poziomu aktywnos$ci trombiny oraz obnizenie trwatosci

termodynamicznej badanych wariantow. Duzy wplyw na topologie fatdowania

a) c)

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

aptameru wigzacego trombine ma konformacja czesci cukrowej budujacych go reszt
nukleozydow. Grupa badawcza pod kierunkiem R. Shafera dowiodia poprawnosci
powyzszego stwierdzenia badajgc wptyw wielokrotnego lub catkowitego podstawienia
reszt 2'-deoksyguanozyny jej odpowiednikiem RNA (Rys. 9a) [126]. Ryboza wystepuje
w konformacji C3'-endo, co rOéwnoczesnie wymusza przyjecie przez zasade azotowa
rybonukleozydu utozenia anti wzgledem wigzania N-glikozydowego. Wprowadzenie
reszt guanozyny w pozycje TBA, w ktérych wymagana byta konformacja syn

nukleozydow (G', G™ G'°, G"*) zaburzato topologie fatdowania omawianego aptameru
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i wptyneto na zmiane charakteru jego struktury na miedzyczasteczkowy, rownolegty

G-kwadrupleks. Powyzsze warianty TBA, w pordéwnaniu do niemodyfikowanego

a) b) c)
B
HO-
OH OH OH"O OH
d) e) f)
HO
OH
9) h)
B
HO —g—
OH OH

Rysunek 9. Wozory strukturalne: a) rybonukleozydu; b) nukleozydu o usztywnionej konformacji
pierscienia rybozy (LNA); c¢) metanokarbanukleozydu typu North; d) metanokarbanukleozydu typu
South; e) 2'-0-metylorybonukleozydu; f) 2'-deoksy-2'-fluoro-D-arabinonukleozydu; g) nukleozydu
o zwiekszonej labilnosci konformacyjnej pierscienia rybozy (UNA); h) 2'-C-piperazynonukleozydu
o zwiekszonej labilnosci konformacyjnej pierscienia rybozy (2'-piperazyno-UNA).

aptameru, odznaczaly sie nizsza, zalezng od stezenia stabilnoscig termodynamiczng
[125, 126], Podobny efekt uzyskano poprzez wprowadzenie reszt nukleozydéw
0 usztywnionej konformacji pierScienia rybozy (LNA, ang. locked nucleic acids)
posiadajgcych mostek metylenowy pomiedzy atomami 02' i C4' pierScienia rybozy
(Rys. 9b) [127]. Takze w tym przypadku konsekwencje podstawienia modyfikowanymi
resztami nukleozydowymi typu LNA byty zalezne od jej umiejscowienia w aptamerze.
Warianty TBA catkowicie podstawione omawianymi resztami nukleozydowymi
lub zwierajgce je w miejscu G' nie byty ustrukturalizowane oraz odznaczaty sie
obnizonymi wiasciwosciami biologicznymi, co moze by¢ zwigzane z usztywnieniem

fancucha oligomeru. Najkorzystniejsze dla zachowania topologii faldowania aptameru
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wigzacego trombine okazato sie wprowadzenie modyfikacji typu LNA w pozycje G
tego oligonukleotydu. Co wiecej, w pracy autorstwa L. Bonifacio i wspdtpracownikéw
udowodniono, ze jest mozliwe uzyskanie wariantow TBA z zachowang czesciowa
aktywnoscig biologiczng w przypadku, gdy dokonano substytucji resztami
nukteotydowymi w serit LNA w miejscu G* i T* aptameru [128], H. Saneyoshi
i wspotpracownicy  wykonali  serie  niezwykle interesujgcych  eksperymentow
z zastosowaniem reszt metanokarbanukleozydow, zawierajgcych modyfikowane,
bicykticzne reszty pseudocukrowe o Scisle zdefiniowanej konformacji North
(N, Rys. 9c) tub South (S, Rys. 9d) pozbawione atomu tlenu 04' [129]. Ta specyficzna
budowa narzuca réwniez zdefiniowang konformacje wigzania glikozydowego:
w czgsteczce o konformacji N (C3'-endo) reszty pseudocukrowej przyjmuje ono
konformacje anti, natomiast w przypadku S (C2'-endo) konformacje syn. Autorzy
postanowili zbada¢ wptyw konformacji reszty pseudocukrowej oraz wigzania
N-glikozydowego na stabilno$¢ termodynamiczng i strukture TBA. W tym celu
stworzyli serie wariantdw posiadajagcych pojedyncze podstawienie opisywanymi
modyfikacjami reszt nukleozydowych w pozycjach G», G™ G"* i G aptameru.
Najwiekszg destabilizacje struktury zaobserwowano w przypadku, gdy reszty
nukleozydowe roznity sie od pierwotnych konformacjg czesci pseudocukrowej
| wigzania N-glikozydowego. Nieco mniejszy, lecz nadal znaczacy efekt odnotowano
w przypadku zmiany konformaeji anti na syn. Najmniejszy wplyw na stabilnos¢
termodynamiczng badanych wariantbw miata ingerencja w ulozenie czesci
pseudocukrowej (S-N). Powyzsze badania potwierdzity, ze to konformacja wigzania
N-glikozydowego ma decydujgce znaczenie dla zachowania struktury oraz stabilnosci
termodynamicznej TBA. ROwniez wprowadzenie reszt 2'-0-metyloguanozyny (Rys. 9e)
do rdzenia aptameru wigzacego trombine powodowato obnizenie wartosci parametrow
termodynamicznych oraz zmiany strukturalne i konformacyjne [126]. Jedng z niewielu
modyfikacji pierscienia 2'-deoksyrybozy zwiekszajaca stabilnos¢ termodynamiczng
oraz aktywno$¢ biologiczng TBA jest 2'-deoksy-2'-fiuoro-D-arabinonukleozyd
(2'-FaraN), ktory posiada atom fluoru w pozycji C2' pierscienia arabinozy (Rys. 91)
[130]. Czes¢ cukrowa tego nukleozydu przyjmuje konformacje C2'-endo. 2'-FaraN
zwieksza odporno$¢ oligonukleotydow na hydrolize nukleazami  komorkowymi.
Woprowadzenie powyzszej modyfikacji w miejsca wystepowania reszt guanozyn
znajdujacych sie w konformacji anti powodowato wzrost stabilnosci biologicznej oraz

temperatury topnienia aptameru o ok. 3°C. Co wiecej, warianty TBA posiadajace
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2'-FaraN w pozycji G i G"™* odznaczaly sie czterokrotnym wzrostem powinowactwa
do czasteczki trombiny. W kazdym z powyzszych przypadkdéw zachowana byla
topologia struktury G-kwadrupleksu. Rownie korzystny efekt daje wprowadzenie reszt
pochodnych kwasoéw nukleinowych o zwiekszonej labilnosci  konformacyjnej
pierscienia rybozy (UNA, ang. unlocked nucleic acid). Monomer UNA odznacza sie
wiekszg elastycznoscig wzgledem niemodyfikowanego odpowiednika, co jest skutkiem
braku wigzania pomiedzy atomami C2' i C3' pierscienia rybozy (Rys. 9g). Grupa
badawcza pod kierunkiem J. Wengela zbadata wptyw pojedynczego wprowadzenia
reszty UNA do TBA [131]. Zaobserwowali oni, ze umiejscowienie powyzszej
modyfikacji w pozycji T\ T» oraz T* aptameru miato korzystny wptyw na jego
stabilno$¢ termodynamiczng. Co wiecej, wariant TBA zawierajgcy pojedyncze
podstawienie resztg urydyny typu UNA w pozycji T" odznaczat sie lepszymi
wiasciwosciami antykoagulacyjnymi niz niemodyfikowana czasteczka. Obecno$¢
dodatkowej grupy piperazynowej w pozycji C2' modyfikacji typu UNA (Rys. 9h)
zwiekszyta wiasciwosci stabilizacyjne tej pochodnej RNA [132]. Wprowadzenie
powyzszej modyfikacji w wybrane pozycje TBA wptyneto korzystnie na trwato$é
termodynamiczng G-kwadrupleksu. Zmiana ta jednak powodowata obnizenie
powinowactwa do trombiny i jedynie wariant zawierajgcy 2'-C-piperazyno-UNA-U
w pozycji T posiadat zblizong do TBA warto$¢ Kd.

UogOlniajac, przedstawione dane literaturowe wskazuja, ze wprowadzenie
modyfikacji czesSci cukrowej w wiekszosci przypadkéw powoduje znaczne obnizenie
stabilno$ci termodynamicznej oraz aktywnosci biologicznej, a takze moze zaburzac
topologie faldowania TBA. Szczegélnie negatywny wplyw majg zmiany dotyczace
pozycji zajmowanych przez reszty guanozyn biorgcych udziat w tworzeniu G-tetrad
stanowigcych szkielet omawianego aptameru. Jedng z nielicznych substytucji
wplywajacych  korzystnie na parametry termodynamiczne oraz  aktywno$é
antykoagulacyjng TBA jest wprowadzenie reszt nukleozydowych UNA. Jednakze
wtym przypadku obserwowany efekt ScisSle zalezy od lokalizacji substytucji
W czgsteczce aptameru.

M. Scuotto wraz ze wspotpracownikami przeprowadzili niezwykle intersujgce
badania nad wptywem pojedynczego podstawienia reszty nukleozydowej jednej z petli
TBA {acznikiem dibenzylowym (Rys. 10) [133]. Konsekwencjg wprowadzenia
powyzszej modyfikacji byto znaczne obnizenie whasciwosci antykoagulacyjnych TBA,
przy czym nie zaburzata ona struktury omawianego kwadrupleksu oraz nie wptywata
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w sposdb znaczacy na jego stabilno$¢ termodynamiczng. Co ciekawe, powyzsze
warianty TBA odznaczaty sie zdolno$cig inhibicji wzrostu linii komérkowej raka szyjki
macicy HelLa. Warianty odznaczajagce  sie  najlepszymi  wiasciwosciami
antyproliferacyjnymi posiadaty modyfikacje w pozycji T* T oraz ~ TBA.

Rysunek 10. Wz6r strukturalny tgcznikiem dibenzylowego.

Podjeto réwniez probe poprawy wiasciwosci termodynamicznych oraz
biologicznych  TBA  poprzez  modyfikacje  wigzania  intemukleotydowego.
Whprowadzenie wigzania metylofosfonianowego, w ktérym jeden atom tlenu zastgpiono
grupg metylowg (Rys. lla), wywierato silnie destabilizujagcy wptyw na strukture
omawianego G-kwadrupleksu [126]. Bylo to zwigzane ze zmniejszeniem stopnia
hydratacji czasteczki TBA, wynikajacym z braku obecnosci kluczowego komponenta
zaangazowanego w tworzenie wigzan wodorowych pomiedzy resztami zasady
azotowej, cukrowej oraz otaezajagcymi czasteczkami wody. Zmniejszenie ujemnego
fadunku wigzania 5'-3' fosfodiestrowego w szkielecie TBA moze wptyna¢ na poprawe
jego aktywnosci biologicznej poprzez wydtuzenie okresu pottrwania (Ti2). Gtownym
czynnikiem odpowiadajagcym za wielko$¢ parametru Tuiz jest efektywno$¢ wnikania
oligonukleotydéw do komorek, ktére zachodzi na drodze endocytozy kierowanej
receptorami. Im bardziej ujemny tadunek czasteczki, tym krotszym czasem pottrwania
sie ona charakteryzuje. G. He wraz ze wspdtpracownikami przebadat wplyw
pojedynczego +tub wielokrotnego podstawienia wigzania 5'-3' fosfodiestrowego
formacetatem (Rys. Hb) na poziom aktywnosci antykoagulacyjnej TBA [134].
W badaniach in vitro (okreSlenie czasu protrombinowego), powyzsza substytucja
generalnie nie wptywata na wiasciwosci biologiczne badanego aptameru z wyjatkiem
przypadku, gdy zmiana dotyczyta pozycji T*-G" oraz T*-G"*. W badaniach in vivo,
przeprowadzanych na malpach, naukowcy zaobserwowali wzrost wihasciwosci
antykoagulacyjnych badanych wariantéw TBA, co mozna posrednio powigzac

z obnizeniem poziomu efektywnosci endocytozy indukowanego zmiang tadunku
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czagsteczki aptameru. Nie tylko zmniejszenie ujemnego charakteru wigzania 5'-3'

d) e)

o=@-o

Rysunek il. Schemat modyfikacji wigzania 5'-3' fosfodiestrowego: a) wigzanie metylofosfonianowe;
b) wigzanie formacetalowe; c) wigzanie tiofosforanowe, d) wiazanie o zmienionej polamosci (5'-5"),
€) wigzanie o zmienionej polamosci (3'-3')-

fosfodiestrowego, ale réwniez wielko$¢ promienia jonowego budujgcych je atomow
wplywa na  zachowanie przez TBA charakteru antyréwnolegtego,
wewnatrzczasteczkowego kwadrupleksu. Wprowadzenie do rdzenia G-tetrad wigzania
tiofosforanowego, charakteryzujacego sie substytucjg tlenu atomem siarki (Rys. lic),
destabilizuje strukture omawianego aptameru [126]. Co ciekawe, powyzsza
modyfikacja nie zaburza topologii fatdowania TBA. Obok stabilnosci
termodynamicznej, aktywnosci biologicznej oraz krétkiego okresu pottrwania
degradacja przez nukleazy komorkowe jest kolejnym waznym problemem, ktérego

rozwigzanie zwiekszytoby szanse na zastosowanie TBA w celach terapeutycznych.
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Dziatanie egzonukieaz polega na odtgczeniu pojedynczej reszty nukleozydowej
od konca 5' lub 3' oligonukleotydu w wyniku hydrolizy wigzania 5'-3' fosfodiestrowego
[135, 136], L. Martino wraz ze wspOtpracownikami postanowili podja¢ prdbe
zwiekszenia odpornosci TBA na degradacje nukleazami poprzez reorientacje polamosci
wigzania intemukleotydowego (5'-5') miedzy resztami tymidyny w pozycji TA i T*
aptameru (Rys. Ud) [137]. Wprowadzenie powyzszej modyfikacji spowodowato
zmiane topologii fatdowania kwadmpteksu, przy jednoczesnym zwiekszeniu stabilnosci
termodynamicznej oraz nieznacznym obnizeniu aktywnosci biologicznej. Ta sama
grupa badawcza okreslita rowniez wptyw réwnoczesnego dodania na kazdym koncu
TBA pojedynczej reszty nukleozydowej oraz zmiany polamosci wigzania pomiedzy
dwoma terminalnymi pozycjami aptamem (od strony 5' wprowadzono wigzanie 5'-5',
od strony 3' wprowadzono wiagzanie 3'-3', Rys. lle) [138]. Uzyskano w ten spos6b
warianty odznaczajgce sie zwiekszong odpornoscia na enzymatyczng hydrolize
wigzania intemukleotydowego, stabilnoscig termodynamiczng oraz znaczacym
powinowactwem wzgledem trombiny.

Na podstawie powyzszego przegladu literatury mozliwe byto stwierdzenie,
ze wprowadzenie modyfikacji wigzania intemukleotydowego w wiekszosci przypadkdow
nie zmienia lub powoduje obnizenie wkasciwosci antykoagulacyjnych wariantéw TBA.
Niekiedy obserwowano zwiekszenie stabilnoSci termodynamicznej badanych
aptamerow oraz wydtuzenie ieh okresu poéttrwania w osoczu w wyniku zwiekszenia
odpornosci na ciecie nukleazami komérkowymi.

W toku poszukiwania nowych analogéw aptameru wigzacego trombine,
odznaczajacych sie  wiekszym powinowactwem do docelowego biatka oraz
specyficznoscig dziatania, podjeto prébe stworzenia diuzszych konstruktow
oligonukleotydowych, ktérych trzon stanowita sekwencja TBA. K. lkebukuro wraz
ze wspotpracownikami stworzyt 31 nukleotydowy aptamer DNA, nazywany RE3l,
ktory byt zbudowany z G-kwadrupleksu (sekwencja TBA, 15 nt) i dupleksu (6 nt)
potgczonych dwunukleotydowym, niesparowanym fragmentem DNA (Rys. 12a) [139].
Opisywana czasteczka charakteryzowata sie zdolnoscig dwukrotnego wydtuzenia czasu
protrombinowego w poréwnaniu do TBA. Potwierdzono, ze RE3! poprzez wigzanie sie
z miejscem zewnetrznym | trombiny powoduje inhibicje tworzenia fibryny oraz
agregacji ptytek krwi [140, 141]. Co ciekawe, w badaniach strukturalnych wykluczono,
aby przytaczenie fragmentu dwuniciowego zbudowanego z 6 par zasad do trzonu TBA

w istotny sposob zaburzato topologie fatdowania tej czasteczki [142]. Biorac po uwage
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powyzsze fakty V. Spiridonova wraz ze wspétpracownikami postanowit podja¢ prébe
okres$lenia optymalnej diugosci czesci helikalnej RE31, tak by wypracowaé pewne

ogoblne zasady uzyteczne przy projektowaniu podobnych zwigzkoéw [143]. Naukowcy

Rysunek 12. Schemat struktury; a) RE31 [142]; b) RA36; c) HD22 [144].

zaobserwowali, ze cho¢ dodanie kilku reszt nukleozydowych tworzacych dupleks
na koncach czasteczki TBA wptywa korzystnie na jej aktywnos$¢ biologiczng to efekt
ten jest widoczny dopiero przy wprowadzeniu co najmniej 4 par nukleotydowych.
Najnizsza, Kilkakrotnie mniejszg od TBA, wartos¢ parametru Kd uzyskano dla RE31
posiadajacego dupleks o dlugosci 6 par zasad. Poza dodawaniem Kilku reszt
nukleozydowych na kazdym z koncéw aptameru wiazacego trombine, stworzono
rowniez 31-nukleotydowy koniugat sktadajacy sie z dwdch, potaczonych wigzaniem
kowalencyjnym (Rys. 12b), czasteczek TBA, wystepujacy pod nazwg RA-36
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[145-147]. Wykazywat on zblizong do RE31 aktywnos$¢ antykoagualcyjng, jednak jak
dotagd brakuje danych literaturowych informujagcych o doktadnej strukturze
przestrzennej tego zwigzku oraz modelu oddziatywania z biatkiem docelowym.
Niemalze réwnocze$nie grupa badawcza pod Kkierunkiem K. Ikebukuro'a
zsyntetyzowata kilka koniugatow skladajgcych sie z sekwencji TBA potaczonej
tacznikiem poli(dT) z innym 29-nukleotydowym aptamerem (HD22; Rys. 12c) zdolnym
do inhibicji aktywnosci trombiny [144]. Kazda z czeSci rozpoznawata i wigzata sie
z innym fragmentem enzymu: pierwszy z miejscem zewnetrznym |, drugi miejscem
zewnetrznym 1l. Na podstawie analizy wynikdw badan stwierdzono, ze powyzszy
koniugat nie tylko odznacza sie wyzszym powinowactwem do czasteczki trombiny,
ale rébwniez lepszymi w poréwnaniu do wyjsciowych czasteczek wihasciwosciami

antykoagulacyjnymi.

4.3 Potencjalne zastosowania TBA

Aptamer wigzacy trombine zostat odkryty gtéwnie w celu inhibicji aktywnosci
trombiny, przez co moze stanowi¢ potencjalny lek przeciwzakrzepowy, bedacy
doskonatg alternatywg dla aktualnie stosowanych antykoagulantow. Naukowcy
podejmujg wytezone préby poprawy wiasciwosci TBA dazac do wydluzenia jego
okresu potrwania w organizmie i powinowactwa do czasteczki docelowej, czynigc
perspektywe uzycia omawianego oligonukleotydu jako terapeutyku jeszcze blizszg
[71, 119, 122]. Ponadto, aptamer wigzacy trombine ze wzgledu na tatwo$¢ syntezy oraz
niewielki rozmiar stanowi doskonaty model badawczy do okreslania wptywu
rozmaitych modyfikacji na strukture oraz stabilno$¢ G-kwadrupteksow.

Podstawowe cechy aptameru wigzacego trombine takie jak wysoka swoisto$¢
dziatania oraz zdolno$¢ wigzania trombiny w bardzo niskich stezeniach skionity
naukowcow do podjecia proby wykorzystania omawianego oligonukleotydu jako
elementu wysoce specyficznych systemow detekcji czynnika Ila (aptasensorow).
Jednymi z pierwszych, ktérzy podjeli sie tego zdania byla grupa badawcza
pod kierunkiem D.R. Watta [148]. W opublikowanej w 2000 roku pracy prezentujg oni
mikromacierze sktadajace sie z czasteczek TBA unieruchomionych kowalencyjnie
na powierzchni mikrokutek, ktére umieszczono w studzienkach optycznych widkien.
Stosowana w tym eksperymencie trombina posiadata znacznik fluorescencyjny,
a detekcja sygnatu odbywata sie przy zastosowaniu kamery CCD (ang. charge-coupled

device). Co ciekawe, na zasadzie kompetencyjnego wigzania mozliwe okazato sie takze
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oznaczenie stezenia nieznakowanego enzymu. Grupa M. Santona réwniez wykorzystata
aptamer wigzacy trombine do stworzenia narzedzia umoziwiajgcego detekcje trombiny
w roztworze [+49]. W tym cetu zaprojektowano oligomer zawierajacy sekwencje TBA
w ten sposob, by czasteczka ta przyjmowata strukture spinki, posiadajgc jednoczesnie
na koncu 5' sze$¢ dodatkowych reszt nukleozydowych i znacznik fluorescencyjny oraz
wygaszacz fluorescencji od strony 3'. Obecno$¢ trombiny w roztworze faworyzowata
przyjecie struktury G-kwadrupleksu przez opisywany zwigzek, co pociggato za sobg
oddalenie barwnika fluorescencyjnego od czynnika wyciszajagcego i nastepowata emisja
sygnatu, ktérg mozna byto skorelowaé z iloscig biatka. Na podobnej zasadzie dziatania
opierat sie system zaprojektowany przez grupe X. Su [150]. Skfadat sie on z kropek
kwantowych potgczonych z albuming surowicy bydlecej (BSA-QD, ang. bovine serum
albumin-quantum dot) oraz dwdch oligomerdw: jednego przyjmujacego strukture spinki
do wiosOw zawierajagcego sekwencje TBA (Ol), drugiego komplementarnego
do fragmentu trzonu poprzedniej czasteczki (02). Te ostatnie czasteczki wigzac sie
do BSA-QD na zasadzie oddziatywan elektrostatycznych powodowaty emisje sygnatu
fluorescencyjnego. W przypadku wystepowania w roztworze trombiny, nastepowata
indukowana jej obecno$cig zmiana struktury oligomeru Ol i jego hybrydyzacja
z czasteczkg 02. Powstaty kompleks tracit zdolno$¢ oddziatywania z kropkami
kwantowymi i prowadzit do zaniku sygnatu fluorescencyjnego, ktdry jest odwrotnie
proporcjonalny do iloSci trombiny w roztworze. Oprocz powyzej opisanych
przyktaddw, do tej pory przy tworzeniu aptasensorow opartych na sekwencji TBA jako
metode detekcji wykorzystano mikroskopie sit atomowych (AFM, ang. atomie force
microscope) [151], spektroskopie powierzchniowego rezonansu ptazmonowego
(SPR, ang. surface plasmon resonance) [152] i Ramana [153], natomiast
do wzmocnienia sygnatu uzyto: nanoczastek ztota [154], srebra [153, 155], nanorurek
wegtowych [156], grafenu [157, 158] oraz reakcji enzymatycznych [154].

Zmiany konformacyjne TBA wywotane obecnoscig jondw metali, gtownie
potasu, zostaty wykorzystane do stworzenia sensorow wykrywajgcych ich obecnosc.
S. Nagatoishi  wraz ze  wspdipracownikami  syntetyzowat  koniugat TBA
z przytaczonymi na koncach fluorofortami: 6-karboksytetrametytorodaming (TAMRA,
ang. 6-carboxytetramethylrhodamine) i 6-karboksyfluoresceing (FAM,
ang. 6-carboxyfluorescein) [159]. W obecnosci jon6w potasu zwigzek ten przyjmuje
posta¢ G-kwadrupleksu zapewniajac optymalng odlegtos¢ pomiedzy donorem

I akceptorem, umozliwiajac wystapienie zjawiska FRET (ang. Forster resonance energy
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transfer). Wyzej opisany uklad obarczony jest jednak pewnymi ograniczeniami,
wynikajacymi z wystepowania falszywie dodatniego wyniku bedacego efektem
oddziatywania pomiedzy donorem a akceptorem dwdch réznych czasteczek. Grupie
S. Takenaka udato sie unikna¢ tego problemu poprzez umieszczenie na kazdym
z koncow aptameru reszty pirenu [160]. Grupy te, wskutek utworzenia G-kwadrupteksu
indukowanego obecnoscig jonow potasu, ukfadajg sie wzgledem siebie w okreSlonej
konfiguracji tworzac agregaty w stanie wzbudzonym (ekscymery) co skutkuje
pojawieniem sie silnego pasma w dtugofalowym zakresie widma emisji fluorescencji.
W ostatnim czasie rozpoczeto badania nad zastosowaniem TBA w celu
zahamowania proliferacji nowotworowych linii komoérkowych [133]. Wprowadzenie
facznika dibenzylowego w pozycje T* i T opisywanego aptameru obniza jego
zdolno$¢ oddziatywania z trombing zwiekszajgc jednak pieciokrotnie jego potencjat
inhibicyjny wzgledem komdrek nowotworowych Hela. Ponadto, E. Gaddes wraz
ze wspdtpracownikami udowodnit, ze opisywany aptamer jest zdolny do zahamowania
adhezji komérek nowotworowych do nabtonka naczyn krwiono$nych poprzez inhibicje
konwersji  fibrynogenu w fibryne [161]. Chociaz wyniki powyzszych badan
sg obiecujagce to weigz nie jest znany dokfadny mechanizm dzialania
antyproliferacyjnego TBA. Doktadne poznanie istoty tych proceséw na poziomie
molekularnym przyczyni sie nie tylko do poszerzenia wiedzy na temat wptywu
catkowicie nowych modyfikacji na strukture omawianych kwadrupteksow, ale
w przysztosci moze stanowi¢ podstawe do opracowania nowych zwigzkéw

odznaczajgcych  sie  wiekszg  skutecznoScig  dziatania  antyproliferacyjnego.
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1. Badania trwatosci termodynamicznej wariantow TBA

Trwato$¢ termodynamiczng badanych wariantow TBA okreslono poprzez
wykorzystanie metody topnienia UV (ang. UV melting) przy uzyciu spektrofotometru
UV/VIS. Jest to technika pozwalajgca na zarejestrowanie zmiany absorbancji badanej
prébki (zwykle przy dtugosci fali rownej 260 nm) w funkcji temperatury [162], Zasady
heterocykliczne we fragmentach helikalnych kwaséw nukleinowych oddziatujg ze sobg
warstwowo i sg skierowane do wnetrza rdzenia, natomiast szkielet fosfocukrowy jest
zorientowany na zewnatrz czasteczki w kierunku otaczajacego Srodowiska. Wzrost
temperatury prowadzi do rozplecenia struktury i przyjecia nieuporzagdkowanej formy
jednoniciowej. Towarzyszy temu zjawisko hiperchromizmu czyli wzrostu absorbancji
spowodowanego zanikiem asocjacji warstwowej par zasad heterocyklicznych (Rys. 13).
W przypadku badan termodynamicznych G-kwadrupleksow wykonywanych przy
dtugosci fali rownej 295 nm obserwuje sie przeciwstawny efekt okreSlany mianem
hipochromizmu (Rys. 13). Wraz ze wzrostem temperatury nastepuje spadek
absorbancji, co jest spowodowane zanikiem oddziatywan pomiedzy resztami guanozyn

tworzacymi G-tetrady. W zwigzku z powyzszym obserwowana krzywa topnienia ma

»efekt hipochromowy

Rysunek 13. Przyktadowe krzywe topnienia obrazujgce odpowiednio efekt hipochromowy

i hiperchromowy.
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odwrotny przebieg w poréwnaniu z krzywg uzyskang dla dupleksu. Dzieki temu
mozliwe jest réwnoczesne okreSlenie trwatoSci termodynamicznej wspominanych
struktur [162, 163].

Temperature, w ktorej ustrukturalizowane formy oligonukleotydow istniejg
w rownym stosunku ilosciowym z postacig jednoniciowg okresla sie mianem
temperatury topnienia (Tm, ang. melting temperature). Na podstawie wystepowania
zalezno$ci wartosci parametru Tm od stezenia badanej czagsteczki mozna wnioskowac
0 czasteczkowosci badanego ukfadu (tzn. ile oligonukleotydéw buduje badang
strukture). Struktury o wewnatrzczasteczkowym charakterze takie jak np. niektore
G-kwadrupleksy, zbudowane z jednej nici kwasow nukleinowych, odznaczajg sie
brakiem wystepowania powigzania temperatury topnienia ze stezeniem. W przypadku,
gdy ukfad sktada sie z co najmniej dwoch czasteczek wowczas obserwuje sie wzrost
wartosci parametru Tm wraz ze zwiekszaniem stezenia badanych oligonukleotyddw
[162].

ogrzewanie
schtadzanie

Rysunek 14. Przyktadowe krzywe topnienia obrazujgce zjawisko histerezy.

Wszystkie klasy G-kwadrupleksow odznaczajg sie powolng kinetyka
faldowania [164]. W przypadku zastosowania warunkéw eksperymentu, w ktorych
szybkos¢ ogrzewania tub chtodzenia probki (podczas wykonywania pomiar6éw
termodynamicznych) jest wieksza niz tempo przechodzenia oligonukleotyddw ze stanu

uporzadkowanego do rozplecionego wystepuje zjawisko histerezy. Przejawia sie ono
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rozbiezno$cig przebiegu krzywych z pomiarbw wykonywanych przy stopniowym
chtodzeniu i ogrzewaniu prébki (Rys. 14). Prowadzi to do otrzymania rézniacych sie
miedzy sobg warto$ci parametrow termodynamicznych. Mozna unikngé wystepowania
tego zjawiska poprzez przyjecie odpowiednio wolnego tempa zmiany temperatury
(< 0.5°C/min).

Poniewaz G-kwadrupleksy odznaczajg sie matymi zmianami absorbancji
towarzyszacymi wzrostowi temperatury przy dtugosci fali réwnej 260 nm, pomiary
trwatosci termodynamicznej tej klasy czasteczek wykonano przy dtugosci fali 295 nm,
w ktérej wspomniana réznica przyjmuje wiekszg o 50-80% warto$¢ [163]. Ponadto,
w celu uzyskania optymalnych wartosci temperatur topnienia analizowanych
G-kwadruplekséw, badania prowadzono w buforze zawierajagcym 100 mM chlorek
potasu. Dodatkowo, przed przystgpieniem do wiasciwych pomiaréw okreslono rowniez
szybko$¢ zmian temperatury prébek, gwarantujgcg osiggniecie stanu réwnowagi
kinetycznej przez badany ukfad, a co za tym idzie brak wystepowania niepozgdanego
zjawiska histerezy. W zwigzku z powyzszym wzrost temperatury w niniejszych

badaniach byt dokonywany z szybkoscig rowng 0.2°C/min.

1.1Wplyw podstawienia kanonicznymi resztami nukleotydowymi typu UNA na
trwato$¢ termodynamiczng TBA

Do badania wptywu podstawienia aptameru TBA kanonicznymi resztami
nukleotydowymi typu UNA wykorzystano 23 oligonukleotydy zawierajagce A®, C*, G
lub UM, Pojedyncze reszty UNA wprowadzano w kazdg mozliwg pozycje trzech petli
. TA, T*, TA, G*, T\ T'" lub T czasteczki TBA. Miejsca te zostaty uprzednio opisane
jako charakteryzujgce sie, pod wzgledem termodynamicznym, najwiekszg tolerancjg
na wprowadzenie reszt UNA do aptameru TBA (zmiana dT na U” lub dG na G*)
[131, 132]. Ponadto, dotychczas opublikowane dane sugerujg, ze zamiana reszty tyminy
lub guaniny w rejonie jednej z petli na reszte innej zasady heterocyklicznej, przy
zachowaniu niemodyfikowanej reszty 2'-deoksyrybozy, powoduje zachowanie struktury
G-kwadrupleksu, a w niektorych przypadkach moze nawet wptyngé korzystnie na jego
trwato$¢ termodynamiczng [165]. W badaniach prowadzonych w ramach pracy
doktorskiej zdecydowano sie wiec na rozszerzenie podstawowych danych
literaturowych o dodatkowsg analize wptywu nie tylko zamiany reszty 2'-deoksyrybozy
na acykliczna reszte pseudocukrowg wystepujacg w UNA, ale rowniez na podstawienie
tyminy resztami adeniny, cytozyny lub guaniny (poz. TA, T* TA T T lub T'*) oraz
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guaniny resztami adeniny, cytozyny Ilub uracylu. Podstawowym zatozeniem
powyzszego postepowania byt fakt, iz nawet jezeli wprowadzone reszty UNA nie
spowodujg wyraznego zwiekszenia trwatosci termodynamicznej G-kwadrupleksu, moga
przyczyni¢ sie do poprawy jego wiasciwosci biologicznych na poézniejszym etapie

badan.

TBA
»|

/\-Cill

Rysunek 15. Wykres zaleznosci wartosci energii swobodnej wariantéw zawierajacych reszty
nukleotydowe UNA od potozenia modyfikacji w czasteczce TBA.

Na podstawie uzyskanych danych mozliwe byto sformutowanie wniosku,
ze najwiekszg stabilizacje czasteczki TBA uzyskuje sie poprzez wprowadzenie reszt
nukleotydowych UNA w pozycje T" aptameru (Rys. 15 oraz Rys. 16, Tab. 1). Zmiana
energii swobodnej (AAG°3?) wynosita -0.37, -0.59 oraz -0.53 kcal/mol odpowiednio dla
AN, oraz G”. Uzyskane efekty termodynamiczne dla wariantdbw zawierajgcych
w pozycji T" reszte A™, lub G™ korespondujg ze wczesniej uzyskanymi wynikami
dla czasteczki TBA zawierajgcej w tej pozycji UM [131]. W tym przypadku, obecnos¢
UM w pozycji T’ powodowata zwiekszenie trwatos$ci termodynamicznej TBA o 0.50
kcabmol (AAG°3? = -0.50 kcal/mot). Poréwnywalne wartosci efektow
termodynamicznych wywotanych wprowadzeniem wszystkich czterech rodzajow reszt
nukleotydowych typu UNA sugeruja, ze na poprawe trwatosci termodynamicznej
G-kwadrupleksu w pozycji T’ decydujacy wptyw wywiera zwiekszenie labilnosci
konformacyjnej czesci cukrowej lub wystepowanie dodatkowej grupy hydroksylowej

w pozycji C2', natomiast czynnik zwigzany ze zmiang reszty zasady heterocyklicznej
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jest w tym przypadku mniej istotny. Moze by¢ to zwiazane z nietypowym utozeniem
przestrzennym reszty nukleotydowej w pozycji T", w ktorej zasada heterocykliczna
skierowana jest w strone roztworu i nie oddziatuje z innymi fragmentami
G-kwadrupteksu, przez co mato znaczace staje sie wprowadzenie reszt zasad
heterocyklicznych rdznigcych sie powierzchnig pierScieni aromatycznych czy tez
obecnoscig roznych grup funkcyjnych (Rys. 6, czes¢ literaturowa) [104].

TBA
HAY

Ull

Rysunek 16. Wykres zaleznosci wartosci zmian energii swobodnej wariantéw zawierajacych reszty
nukleotydowe UNA od potozenia modyfikacji w czasteczce TBA.

Nieco mniejszy, ale nadal stabilizacyjny efekt zaobserwowano w przypadku
wprowadzenia G™ w pozycje  aptameru (AAG®3?= - 0.29 kcal/mot; Rys. 16, Tab. 1).
Obecno$¢ w tej pozycji reszty A*~* powodowata natomiast destabilizacje
G-kwadrupleksu o 0.53 kcal/mol, podczas gdy wprowadzenie prowadzito
do zmniejszenia trwatosci termodynamicznej o 1.30 kcal/mol. Dane literaturowe
wskazujg, ze obecnos$¢ U™ w pozycji T destabilizuje strukture G-kwadrupleksu
(AAG-37 = 1.08 kcal/mol) [131]. Poréwnujgc te warto$¢ do danych opisanych w pracy
doktorskiej mozna stwierdzi¢, ze oprocz pochodnej guanozyny wszystkie pozostate
modyfikacje typu UNA wplywajg niekorzystnie na trwatos¢ TBA. W tym przypadku
jednak obserwuje sie dosy¢ znaczng zalezno$¢ efektow termodynamicznych od rodzaju
zasady heterocyklicznej. Najwiekszy efekt destabilizacyjny wystepuje w przypadku
reszt zasad pirymidynowych (C”*, U”), natomiast obecno$¢ reszt zasad purynowych

wywotuje 0 wiele mniejszg destabilizacje (A*") lub wrecz stabilizacje struktury (G*).
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Zwigzane jest to najprawdopodobniej z przestrzennym utozeniem reszty w TBA
(Rys. 6, cze$¢ literaturowa). Reszta dT w pozycji T* zaangazowana jest
w oddziatywania warstwowe z G-tetradg stad wprowadzenie innych reszt zasad
heterocyklicznych zaburza te oddziatywania prowadzac do destabilizacji struktury.
Obecno$¢ G moze natomiast prowadzi¢ do pewnej stabilizacji poprzez powstanie
dodatkowych, korzystnych oddziatywan z tetradami guanozynowymi.

Pomimo roznej wielkosci efektow termodynamicznych wywotanych obecnoscig
reszt UNA w pozycjach T i TA, dla wszystkich powyzszych wariantdw TBA energia
swobodna przyjmowata warto$¢ ujemna, co S$wiadczy o tym, ze analizowane
oligonukleotydy przyjmuja strukture kwadrupleksu w temperaturze 37°C.

Zdecydowanie najwiekszy efekt destabilizacyjny zaobserwowano wprowadzajac
modyfikacje UNA w pozycje G* aptameru (Rys. 16, Tab. 1). Wartos¢ zmiany energii
swobodnej wynosita w tym przypadku 1.74, 2.03 oraz 1.76 kcal/mol odpowiednio dla
AN, oraz U”. Natomiast wprowadzenie w te pozycje G** wywotuje duzo mniejszg
destabilizacje (AAG°3? = 1.08 kcal/mol) [131]. Reszta guanozyny w pozycji G* jest
zaangazowana w oddziatywania z rdzeniem G-kwadrupleksu poprzez tworzenie
wigzania wodorowego z resztg guanozyny w pozycji G', doktadniej pomiedzy atomem
tlenu 06 pierwszej zasady heterocyklicznej a grupg egzoaminowg drugiej [105].
Woprowadzenie w pozycje G* modyfikacji zwiekszajgcej elastyczno$¢ szkieletu
cukrowego w regionie petli, najprawdopodobniej uniemozliwia  przyjecie
odpowiedniego ufozenia wzgledem siebie tych dwodch reszt nukleotydowych,
zmniejszajgc  tym samym trwato$¢ tennodynamiczng catego G-kwadrupleksu.
Co vziecej, znaczne obnizenie stabilnosci termodynamicznej wariantdw zawierajgcych
reszty nukleotydowe A-' oraz C-' w stosunku do czasteczki TBA posiadajgcej w tej
pozycji G** moze by¢ spowodowane brakiem atomu tlenu zdolnego do utworzenia
wigzania wodorowego z grupg egzoaminowg reszty nukleotydowej G'. W przypadku
oligonukleotydu zawierajacego U** w pozycji G* réwniez obserwuje sie zwiekszenie
efektu destabilizacyjnego w poréwnaniu do G”, chociaz wspomniana zasada
heterocykliczna zawiera atomy tlenu, ktére mogtyby potencjalnie uczestniczy¢
w tworzeniu wigzania wodorowego. Obserwowana destabilizacja moze jednak wynikac
z réznicy rozmiaréw pierscienia uracylu i guaniny, w zwigzku z czym prawdopodobnie
nie jest mozliwe przyjecie przez U*" orientacji przestrzennej pozwalajgcej na efektywne

oddziatywanie z grupg aminowag reszty guanozyny w pozycji G'.
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Obnizenie stabilnosci termodynamicznej odnotowano réwniez w przypadku
wariantow TBA zawierajacych reszty nukleotydow UNA w rejonie mniejszych petli
(T4i T, Rys. 15 oraz Rys. 16, Tab. 1). Wartos¢ AAG-37 wynosita 1.53 oraz 1.45
kcal/mol dla A- | w pozycji T" oraz 1.55, 1.58 i 1.58 kcal/mol odpowiednio dla A%,
0*4 oraz G™ w pozycji TA. Destabilizujacy wptyw substytucji w pozycji T 1 TA
obserwowano juz wczesniej w przypadku umieszczenia w tych miejscach reszt
nukleotydowych U** (AAG-37 wynosita 0.84 oraz 1.41 kcat/mol odpowiednio dla T"
i TN, w zwigzku z tym uzyskane wyniki eksperymentalne pozostajg w zgodnosci
zdanymi literaturowymi [131]. Na podstawie badan krystalograficznych ustalono,
ze reszty tymidyny w powyzszych pozycjach zaangazowane sg w stabilizacje rdzenia
G-kwadrupleksu poprzez tworzenie wigzan wodorowych i oddziatywan warstwowych
[94, 96]. W zwigzku z tym wprowadzanie modyfikacji moze utrudniaé tworzenie tych
korzystnych dla struktury TBA oddziatywan i negatywnie wptywaé na stabilnos¢
termodynamiczng badanych wariantow. Co wiecej, w przypadku wprowadzenia
w pozycje T* i T' innych niz U*" reszt nukleotydowych (A%, lub G*) obserwuje sie
zwiekszenie negatywnego wptywu tych substytucji na stabilno$¢ termodynamiczng
badanych wariantow.

Znacznie mniej destabilizujgcy efekt uzyskano wprowadzajgc reszty
nukleotydow UNA w pozycje T" i T aptameru (Rys. 15 oraz Rys. 16, Tab. 1).
Obecno$C reszty A** w obu wspomnianych potozeniach powodowata destabilizacje
0031 i 0.37 kcal/mol, odpowiednio dla T* i T Zaobserwowano rowniez,
ze wprowadzenie reszt G™ w pozycje T" oraz I GN w pozycje TN aptameru
prowadzito do niekorzystnej zmiany energii swobodnej o okoto 0.1 kcal/mol.
Co ciekawe, czgsteczka TBA zawierajgca C* zamiast dT w pozycji T* charakteryzowata
sie niematze identycznymi z niemodyfikowanym oligonukleotydem parametrami
termodynamicznymi. Duzg tolerancje na wprowadzenie modyfikacji w pozycji T i T'A
aptameru potwierdzajg rowniez wczesniejsze dane literaturowe [96, 104]. Moze by¢ ona
spowodowana brakiem udziatu wspominanych reszt nukleotydowych
w oddziatywaniach stabilizujgcych G-kwadrupteks.

Analiza zaleznosci wartosci temperatur topnienia uzyskanych dla r6znych stezen
prébki wskazuje, ze wprowadzone modyfikacje nie zmieniajg wewnatrzczgsteczkowego
charakteru struktury G-kwadrupleksu wiekszosci pochodnych TBA. Wyjatkiem byt
wariant posiadajacy reszte G w pozycji T" oraz wariant TBA posiadajacy jednoczes$nie
cztery reszty U™ w pozycjach TA, TA, T" i T (Tab. 2). Obydwa modyfikowane
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aptamery wykazywaty odmienny profil termodynamiczny, ktéry sugeruje tworzenie sie

miedzyczasteczkowego, samokomplementamego G-kwadrupleksu, stad nie mozna

w sposGb bezposredni poréwna¢ danych z pozostatymi wariantami TBA. Niemniej

jednak analiza wartosci temperatur topnienia dla tych czasteczek wskazuje, ze sg one

mniej trwate pod wzgtedem termodynamicznym niz niemodyfikowany TBA.

tabela 1. Parametry termodynamiczne tworzenia G-kwadruplekséw zawierajacych reszty nukleozydowe typu GNA (A”. C/N. G
t/\. Efekt pojedynczego lub wielokrotnego podstawienia”™

Miejsce
modyTikacji

J7
T«
T»

T»

"pl2
yl2
yu
yl-i
ylJ
ju

Sekwencja
(5-3)

GGTTGGTGTGGTTGG
GGANTGGTGTGGTTGG
GGTTGGTGTGGTTGG
GGTTGGTGTGGTTGG
GGTTGGTGTGGTTGG
GGTTGGTGTGGTTGG
GGTTGGTGTGGTTGG*
GGTTGGTGTGGTTGG
GGTTGGTGTGGTTGG
GGTTGGTGTGGTTGG
GGTTGGTTfGGTTGG
ggttggt T tggttgg
GGTTGGTTTGGTTGG
GGTTGGTGTGGTTGG
GGTTGGTGTGGTTGG
GGTTGGTGTGGTTGG
GGTTGGTGTGGTTGG
GGTTGGTGTGGTTGG
GGTTGGTGTGGTTGG
GGTTGGTGTGGTTGG
GGTTGGTGTGGTTGG

GGTTGGTGTGGTTGG

-Air
(kcal/mol)

41.2+0.9
39.5+0.8
40.3+0.4
40.5+0.9
33.5+0.3
34.7£1.0
43.6+1.0
44.4+1.4
44.1x1.2
34.9+1.8
35.2+1.3
36.3+0.5
43.4%1.1
40.6+2.8
47.3+1.7
37.8+0.7
39.6+0,6
39.9+1.3
34.8+0.2
34.3£1.0

35.3+0.7

Srednic dopasowania krzywych topnienia

-AS°
(ev)

127.2+£2.7
122.7+2.4
124.3%1.1

125.1+2.9
107.4+0.9
110.943.2
133.9+3.1

135.7+4.3
134.8+3.6
112.7£5.7
114.4+4.2
117.0+1.6
136.U3.4
129.5+9.0
146.1£5.1

117.3+2.2
122.3+1.8
123.3+4.0
11.7+0.7
109.9+3.0

113.4+2.1

AG°37
(kcal/mol)

-1.74+0.02
-1.43+0.04
-1.74+0.01
-1.66+0.05
-0.21+0.02
-0.29+0.04
-2.11+0.05
-2.33+0.06
-2.27+0.10
0.00+0.01

0.29+0.03
0.02+0.02
-1.2U0.05
-0.44+0.07
-2.03+0.15
-1.37+0.02
-1.63+0.03
-1.64+0.08
-0.19+0.02
-0.16+0.03

-0.16+0.05

Tm'
(X)

50.7
48.7
51.0
50.2
39.0
39.6

52.8
54.2
53.9
37.0
345
36.8
45.9
40.4
50.9
48.7
50.3
50.3
38.7
384
38.4

AAG°37
(kcal/mol)

0
0.31
0
0.08
1.53
1.45

-0.37
-0.59
-0.53

1.74

1.76
0.53
1.30
-0.29
0.37
0.11
0.1
1.55
1.58

1.58

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

T." (X)

-2.0

0.3

-0.5
-11.7

-111

2.1
3.5
3.2
-13.7
16.2

-13.9

-10.3

-12.0
-12.3

-12.3
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1.2Wpltyw podstawienia resztami 4-tiourydyny typu UNA lub RNA na trwatosé
termodynamiczng TBA

Badania wptywu podstawienia resztami 4-tiourydyny w serii UNA (s4U”) lub
RNA (s4U") przeprowadzono z wykorzystaniem 18 oligonukleotyddw. Pojedyncze
reszty 4-tiourydyny w serii UNA lub RNA wprowadzono w kazdg mozliwg pozycje
petli TT i TGT czasteczki TBA. Réwnoczesna substytucja nukleotydéw w pozycjach
™, TA, TA i T resztami 4-tiourydyny w serii DNA zostata uprzednio opisana jako
szczegOlnie korzystna dla poprawy wiasciwosci antykoagulacyjnych omawianego
aptameru [122]. Jak dotad, nie okre$lono jednak wptywu obecnosci powyzszej
modyfikacji w czasteczce TBA na jej stabilno$¢ termodynamiczng. W niniejszej pracy
postanowiono przeanalizowaé efekt wywierany przez pojedyncza reszte 4-tiourydyny
obecng we wspomnianych pozycjach rozszerzajagc dodatkowo zakres lokalizacji
0 pozostate miejsca petli aptameru. Ponadto, biorgc pod uwage wczesniejsze dane
literaturowe o korzystnym wptywie podstawienia resztami nukleotydowymi UNA
na poprawe wihasciwosci antykoagualcyjnych TBA, zsyntetyzowano nowg pochodng
urydyny skfadajacg sie z reszty cukrowej UNA oraz zasady heterocyklicznej
4-tiouracylu. Warianty TBA zawierajgce opisywang modyfikacje w serii RNA
pozwolity okresli¢ czy uzyskany efekt jest spowodowany obecnoscig dodatkowej grupy
hydroksylowej w pozycji 2' pierscienia rybozy czy tez zwiekszong labilnoscig
pierécienia cukrowego w resztach UNA.

Jednym z najkorzystniejszych pod wzgledem termodynamicznym okazato sie
wprowadzenie reszty 4-tiourydyny w seriit RNA w pozycje T' aptameru (Rys. 17 oraz
Rys. 18, Tab. 3). Zmiana energii swobodnej dla tego oligomeru w poréwnaniu
do niemodyfikowanego TBA wynosita -0.53 kcal/mol. Natomiast wprowadzenie
w te samg pozycje reszt s4UN nie zmieniato stabilnoSci termodynamicznej badanej
czasteczki (warto$¢ AAGe37 przyjmowata wartos¢ 0; Rys. 18, Tab. 3). Roéwniez
stabilizujacy, lecz nieco mniej korzystny efekt zaobserwowano w przypadku
wprowadzenia reszt s4dU** w pozycje T" aptameru (AAG°3s?== -0.31 kcal/mol, wzgledem
niemodyfikowanego TBA; Rys. 18, Tab. 3). Oligomer zawierajacy s4U” odznaczat sie
poréwnywatng z niemodyfikowanym TBA wartoscig energii swobodnej (AGe37 = -1.74
kcal/mol; Rys. 17, Tab. 3). Obecno$¢ s4U™ w pozycjach T i T* powodowata
nieznaczne obnizenie stabilnosci termodynamicznej tych wariantéw wzgledem

czasteczek TBA zawierajgcych w tych miejscach UM (AAGe37 dla substytucji U”
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wzgledem niemodyfikowanego wariantu TBA byla réwna -0.23 i -0.15 kcal/mol
odpowiednio dla T* i T [131]). Wynik ten moze by¢ wiec efektem modyfikacji czesci
zasadowej reszty nukleotydu. Jednak ze wzgledu na sugerowany w literaturze brak
zaangazowania tych pozycji w oddziatywania stabilizujgce G-kwadrupleks obserwuje
sie  duzg tolerancje na wprowadzanie modyfikacji reszty nukleotydowej

we wspomnianych fragmentach omawianego aptameru [96, 104].

TBA
s4u™
s4u

Rysunek 17. Wykres zaleznosci wartosci energii swobodnej wariantéw zawierajacych reszty
4-tiourydyny w serii RNA i UNA od potozenia modyfikacji w czasteczce TBA.
Poprawe parametrow termodynamicznych uzyskano réwniez poprzez wprowadzenie
s4U™ w pozycje T’ aptameru (AAG°3? = -0.48 kcal/mol, wzgledem niemodyfikowanego
TBA; Rys. 18, Tab. 3). Zmiana energii swobodnej wariantu zawierajgcego opisywang
modyfikacje w serii UNA wzgledem niemodyfikowanego TBA wynosita -0.34 kcal/mol
(Rys. 18, Tab. 3). Niewielka roznica w stabilno$ci termodynamicznej obu oligomerow
(AAGe37 = 0.14 kcal/mol; Tab. 3) sugeruje, ze wprowadzanie pierscienia rybozy
0 zwiekszonej labilnosci w pozycje T’ aptameru nie wplywa w sposéb istotny
na opisywany parametr. Uzyskane wyniki mogg by¢ rezuttatem skierowania zasady
heterocyklicznej w pozycji T* do roztworu i brakiem obecnosSci oddziatywan
z pozostatg czescig G-kwadrupleksu [104].

Stabilizujgcy wptyw wprowadzenia reszty 4-tiourydyny w serii  RNA
zaobserwowano takze w pozycji ™ TBA (AAG-37 = -0.42 kcal/mol, wzgledem
niemodyfikowanego TBA,; Rys. 18, Tab. 3). Bioragc jednak pod uwage obnizenie

62






WYNIKI | DYSKUSJA

stabilnoSci termodynamicznej kwadrupleksu zawierajgcego w opisywanej lokalizacji
s4U”N (AAG-37 = 0.95 kcal/ mol, wzgledem niemodyfikowanego TBA; Rys. 18, Tab. 3),
mozna stwierdzi¢, ze uzyskany efekt jest zalezny od typu modyfikacji reszty cukrowej.
Duza r6znica pomiedzy zmianami energii swobodnych poszczeg6lnych wariantdw,
wynoszaca 1.37 kcal/mol (Tab. 3), moze wynika¢ z zaangazowania pozycji
T" w tworzenie oddziatywan warstwowych z G-tetradg. W zwigzku z powyzszym,
zwiekszona labilno$¢ czesci cukrowej w resztach UNA moze utrudniaC przyjecie
odpowiedniego utozenia zasady heterocyklicznej wzgledem reszty aptameru. Co wiecej,
powyzszy wynik pozostaje w zgodnosci z danymi literaturowymi dla U”, gdzie
destabilizacja wynosita 1.08 kcal/mol [131]. Substytucja atomu tlenu siarkg w pozycji
C4 pierscienia zasady heterocyklicznej w s4U*' nie ma w tym przypadku duzego
wptywu na stabilno$¢ termodynamiczng badanych wariantow TBA modyfikowanych

w pozycji T'f

TBA
S4Un
NAVES

Rysunek 18. Wykres zaleznosci wartosci zmian energii swobodnej wariantéw zawierajacych reszty
4-tiourydyny w serii RNA i UNA od potozenia modyfikacji w czasteczce TBA.

Obnizenie stabilnoSci termodynamicznej czasteczki TBA zaobserwowano
w przypadku wariantdbw aptameru zawierajgcych reszty 4-tiourydyny w serii RNA
lub UNA w pozycjach T™* i T petli TT. Zmiana energii swobodnej wzgledem
niemodyfikowanego TBA wynosita 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 moze by¢ konsekwencjg zaburzenia stabilizujgcych
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oddziatywan warstwowych z rdzeniem aptameru oraz wigzan wodorowych [94, 96].
Co wiecej, tworzenie tych ostatnich moze by¢ dodatkowo utrudnione poprzez
substytucje atomu tlenu mniej elektroujemnym atomem siarki w pozycji C4 pierscienia
zasady heterocyklicznej. Przypuszczalnie wptywa to niekorzystnie na zdolno$¢
powstawania stabilizujgcych wigzan wodorowych. Mata roznica zmian energii
swobodnych pomiedzy wariantami zawierajagcymi modyfikacje w serii UNA i RNA,
wynoszaca 0.06 i 0.10 kcal/mol odpowiednio dla pozycji i T (Tab. 3), przemawia
za znaczng zaleznoscig obserwowanego efektu destabilizacyjnego od rodzaju
modyfikacji czesci zasadowej wprowadzanej reszty nukleotydowe;j.

Najwiekszy efekt destabilizacyjny zaobserwowano w przypadku wariantu TBA
zawierajacego reszte s4U™ w pozycji T* aptameru (AAG°3?= 1.70 kcal/mol, wzgledem
niemodyfikowanego TBA; Rys. 18, Tab. 3). Wprowadzenie w omawiang pozycje reszty
U” powoduje niekorzystng zmiane energii swobodnej Gibbsa o 1.76 kcal/mol [131].
Powyzsze dane sugeruja, ze obecno$¢ atomu siarki w pozycji C4 pierscienia zasady
heterocyklicznej nie wptywa w sposob znaczacy na stabilno$¢ termodynamiczng TBA
modyfikowanego w pozycji T*. Obserwowany efekt jest natomiast Scisle zwigzany
ze zmiang reszty purynowej na pirymidynowa, co w konsekwencji zdecydowanie
obniza mozliwos¢ tworzenia w tej pozycji stabilizujacego wigzania wodorowego.
Wyraznie mniej destabilizujgcy wptyw wywierato wprowadzenie s4U'* w miejsce T*.
Zmiana energii swobodnej wzgledem niemodyfikowanego TBA wynosita w tym
przypadku 0.47 kcal/mol (Rys. 18, Tab. 3). Rdéznica wielkosci AAG®s? parametru dla
wariantdw posiadajacych substytucje s4U* i s4U'4 w pozycji T* byta réwna 1.23
kcal/mol (Tab. 3). Tak duzy dysonans pomiedzy efektami wywieranymi przez reszty
4-tiourydyny w serii RNA i UNA moze Swiadczyé o tym, ze obserwowany efekt
termodynamiczny jest nie tylko zalezny od rodzaju reszty zasady heterocyklicznej,
ale rowniez od labilnosci reszty cukrowej. Pozycja T* odgrywa wazng role
w oddziatywaniach stabilizujacych aptamer i kazda proba jej modyfikacji manifestuje
sie zmianami warto$ci energii swobodnej.

W celu okre$lenia wptywu wielokrotnego podstawienia resztami s4U” i s4U”
na stabilnos¢ termodynamiczng TBA stworzono cztery warianty (zawierajgce
rownoczesne podstawienia opisywanymi modyfikacjami w pozycjach TA, TA, TA i T
oraz TA TA T~ iT”). Najwiekszg stabilno$Scig termodynamiczng odznaczat sie
oligonukleotyd zawierajagcy w pozycjach TA, TA, TA i T reszty nukleotydowe s4U™”
(AAGe37 = -1.56 kcal/mol wzgledem niemodyfikowanego TBA, Rys. 18, Tab. 3),
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a zmiana energii swobodnej wzgledem wariantu zawierajgcego w tej pozycji s4UN
wynosita -2.07 kcal/mol (Tab. 3). Wprowadzenie reszt s4U” w pozycje TA, TA,  oraz

aptameru powodowato niekorzystng zmiane energii swobodnej wzgledem
niemodyfikowanego TBA o 0.35 kcal/mol (Rys. 18, Tab. 3). Najwiekszg destabilizacje
zaobserwowano w przypadku wariantu zawierajgcego w tych pozycjach s4U”
(AAG°37= 1.58 kcal/mol. Rys. 18, Tab. 3). Co ciekawe, uzyskane wyniki $wiadczg
o silnie addytywnym charakterze efektu bedacego rezultatem wprowadzania
opisywanych modyfikacji. Stabilno$¢ termodynamiczna wariantu zawierajacego
wielokrotne podstawienie resztami 4-tiourydyny w serii UNA lub RNA stanowita
w przyblizeniu sume wartosci stabilnosci termodynamicznej niemodyfikowanej
czasteczki TBA oraz efektow termodynamicznych wywotanych przez obecnosé
pojedynczych modyfikacji w wybranych pozycjach aptameru (zgodno$¢ wartosci AG°3?
wyznaczonej eksperymentalnie oraz obliczonej teoretycznie wynosi od 83% do 94%).
Jedyny wyjatek od tej reguty stanowit aptamer zawierajgcy reszty s4U** w pozycjach T4,
T?, j yish przypadku rozbiezno$¢ pomiedzy wartosciami obliczonymi
eksperymentalnie i teoretycznie wynosita ponad 100%.

Na podstawie analizy uzyskanych danych mozliwe byto sformutowanie Kkilku,
ogolnych wnioskdw. Wprowadzenie reszt 4-tiourydyny w serii RNA jest korzystniejsze
termodynamicznie w poréwnaniu do 4-tiourydyny w serii UNA i w niektorych
przypadkach zwieksza stabilnos¢ termodynamiczng badanych wariantéw. Ponadto,
energia swobodna przyjmuje warto$¢ ujemng dla wszystkich badanych
oligonukleotydéw (Rys. 17). Potwierdzito to tym samym, ze analizowane warianty
TBA przyjmujg strukture kwadrupleksu w temperaturze 37°C, co jest warunkiem
koniecznym do uzyskania efektu antykoagulacyjnego. Podobnie jak w przypadku
wariantow modyfikowanych kanonicznymi resztami UNA, réwniez pochodne TBA
omawiane w niniejszym podrozdziale zachowujg wewnatrzczasteczkowy charakter
struktury G-kwadrupleksu. Potwierdzeniem tego faktu jest brak zaleznosci wartosci
temperatur topnienia uzyskanych dla réznych stezen badanej czasteczki. Dodatkowo,
z porobwnania efektéw termodynamicznych wywotanych obecno$cig U** [131] oraz
s4UN (Tab. 3) wynika, ze w wiekszosci przypadkéw obecno$¢ atomu siarki wptywa
w pewnym stopniu niekorzystnie na trwato$¢ TBA (AAG°3? ~ O4 - 0.2 kcal/mol).
Co wiecej, zauwazono, ze efekty termodynamiczne wynikajgce z wielokrotnego
podstawienia resztami 4-tiourydyny w serii RNA i UNA majg silnie addytywny
charakter.
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1.3 Wplyw podstawienia resztami izoguanozyny typu UNA lub RNA na trwatos$¢
termodynamiczna TBA

W celu okreSlenia wptywu pojedynczego oraz wielokrotnego podstawienia
resztami izoguanozyny w serii RNA (iG*) Ilub UNA (iG") na stabilnos¢
termodynamiczng TBA zaprojektowano 14 aptamerow. Miejsca modyfikacji wybrano
na podstawie dotychczasowych doniesien literaturowych. Obecno$¢ reszt izoguanozyny
w serii DNA w pozycjach G', G" oraz G*" zostata opisana jako wyjatkowo korzystna

dla poprawy wiasciwosci antykoagutacyjnych TBA [119].

TBA

Rysunek 19. Wykres zaleznosci wartosci energii swobodnej wariantéw zawierajacych reszty
izoguanozyny w serii RNA Iub UNA od potozenia modyfikacji w czasteczce TBA.

Woprowadzenie reszt iG* i iG" w powyzsze pozycje powodowato znaczne
obnizenie stabilnosci termodynamicznej badanych wariantéw TBA (Rys. 19). Najmnigj
destabilizujgcy efekt uzyskano poprzez wprowadzenie iG** w pozycje G* aptameru
(AAG-37 wzgledem niemodyfikowanego TBA wynosita 1.23 kcat/mot; Rys. 20, Tab. 4).
Wariant zawierajgcy substytucje reszty G* izoguanozyng w serii UNA odznaczat sie
wartoscig  zmiany  energii  swobodnej réwng 195 kcal/mol  wzgledem
niemodyfikowanego TBA (Rys. 20, Tab. 4). Uzyskane r6znice w warto$ci energii
swobodnej sg najprawdopodobniej rezultatem braku obecno$ci atomu tlenu 06
w pierscieniu zasady heterocyklicznej, ktory w przypadku reszty guanozyny w pozycji

GM jest zaangazowany w oddziatywania z rdzeniem G-kwadrupleksu poprzez
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utworzenie wigzania wodorowego z grupg aminowg reszty guanozyny w pozycji G'
[105]. Co wiecej, wprowadzenie w te pozycje modyfikacji zwiekszajacej elastyczno$¢
szkieletu cukrowego w regionie petli najprawdopodobniej utrudnia przyjecie
odpowiedniego utozenia wzgledem siebie tych dwoch reszt nukleotydowych,
co znajduje odzwierciedlenie w rdznicy zmian energii swobodnej wariantdw

zawierajagcych modyfikacje resztami iG*" i iG*" (Tab. 4).

Rysunek 20. Wykres zaleznosci wartosci zmian energii swobodnej wariantow zawierajgcych reszty
izoguanozyny w serii RNA lub UNA od potozenia modyfikacji w czasteczce TBA.

Najwiekszg destabilizacje  kwadrupleksu wynikajagcg z  pojedynczego
podstawienia uzyskano wprowadzajgc omawiane modyfikacje w pozycje G' aptameru.
Zmiana energii swobodnej wzgledem niemodyfikowanego aptameru wynosita 3.23
kcal/mol i 3.29 kcat/mol dla wariantéw zawierajacych odpowiednio reszty iG* i iG"
(Rys. 20, Tab. 4). Obserwowana wysoka warto$¢ parametru AAG-37 Swiadczy o duzym
wplywie pochodnych guanozyny na stabilno$¢ termodynamiczng TBA. Jak juz
wczesniej wspomniano grupa aminowa w G' jest zaangazowana w tworzenie
stabilizujgcego wigzania wodorowego z atomem tlenu 06 w G* [105], jej brak moze
zatem wpltywa¢ na poziom stabilnosci termodynamicznej badanych aptamerdw.

Ponadto, reszta guanozyny w pozycji G' zaangazowana jest w tworzenie G-tetrady.
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Wprowadzenie modyfikacji RNA w miejsca, w ktorych naturalnie wystepujg reszty
guanozyny w konformacji syn rowniez przyczynia sie do obnizenia stabilnosci
termodynamicznej TBA. Obserwowana destabilizacja jest wiec konsekwencjg zaréwno
zaburzenia tworzenia wigzan wodorowych w obrebie G-tetrady spowodowanego
zmiang pozycji atomu tlenu oraz grupy egzoaminowej wzgledem reszty guanozyny, jak
i przyjecia przez pierscien rybozy konformacji C3-endo wymuszajacej utozenie anti
zasady heterocyklicznej wzgledem reszty cukrowej. Uzyskane dane eksperymentalne
znalazty potwierdzenie w aktualnych doniesieniach literaturowych [125, 166].

Najwieksza réznica pomiedzy zmianami energii swobodnej Gibbsa wariantéw
zawierajgcych substytucje resztami iG** (AAG°s?= 2.13 kcal/mol) i iG" (AAG°37= 3.39
kcal/mol) wystepowata w przypadku wprowadzenia tych modyfikacji w pozycje G'@
aptameru i przyjmowata warto$¢ 1.26 kcal/mol (Tab. 4). Otrzymane wyniki moga
Swiadczy¢ o silnej zaleznosci obserwowanego efektu od rodzaju modyfikacji reszty
cukrowej. Podobnie jak w przypadku pozycji G', reszta guanozyny w pozycji G®
wchodzi w sklad G-tetrady i1 wystepuje w konformacji syn. Wprowadzenie
izoguanozyny w serii RNA wymusza najprawdopodobniej przyjecie konformacji anti
i wptywa tym samym na stabilno$¢ termodynamiczng badanych wariantéw. Ponadto,
zostaje zaburzone tworzenie wigzan wodorowych w obrebie G-tetrady. Dodatkowa
destabilizacja wynikajaca z obecnosci reszty iGN w poréwnaniu do iG** moze
by¢ spowodowana zwiekszeniem elastycznosci rdzenia kwadrupleksu. Podobnego
efektu nie zaobserwowano dla modyfikacji iG™ obecnej w pozycji G', jednakze w tym
przypadku terminalne utozenie powoduje najprawdopodobniej wiekszg tolerancje
na wprov/adzone zmiany strukturalne w poréwnaniu z pozycjg wewnetrzng G'®.
Jak dotad nie pojawity sie doniesienia literaturowe Swiadczgce o zaangazowaniu reszty
G** w inne niz budujace G-tetrade oddziatywania, ktére mogtyby stanowi¢ wyjasnienie
uzyskanych danych eksperymentatnych.

Réwnoczesne, wielokrotne podstawienie resztami iG* lub iG" w pozycjach G/,
G* i G* powodowato silng destabilizacje i jedynie w przypadku dwdch wariantow,
zawierajgcych opisywang modyfikacje w serii RNA, mozliwe byto uzyskanie danych
termodynamicznych (Tab. 4). Wartosci zmiany energii swobodnej Gibbsa wzgledem
niemodyfikowanego TBA wynosity 3.10 i 2.05 kcal/mol dla aptameru zawierajacego
odpowiednio substytucje G' i G* oraz G* i G™.

Na podstawie analizy uzyskanych danych mozliwe bylo stwierdzenie,

ze wprowadzenie reszt izoguanozyny w serii UNA i RNA wplywa niekorzystnie
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na stabilno$¢ termodynamiczng TBA, a uzyskany efekt jest silnie zalezny od pozycji,
w ktorg wprowadzono modyfikacje. Energia swobodna wszystkich badanych
wariantow, z wyjatkiem oligonukleotydu zawierajacego iG** w pozycji G* (Rys. 19),
przyjmowata warto$¢ dodatnig co $wiadczy o tym, ze czasteczki te w temperaturze

37°C nie przyjmuja struktury G-kwadrupleksu.

1.4Wplyw rdwnoczesnego podstawienia resztami 4-tiourydyny i izoguanozyny

typu UNA tub RNA na trwato$¢ termodynamiczng TBA

Biorgc pod uwage wyniki uzyskane dla pojedynczego podstawienia resztami
4-tiourydyny oraz izoguanozyny w serii RNA lub UNA postanowiono okresli¢ réwniez
wplyw réwnoczesnego wprowadzenia tych modyfikacji na stabilno$¢ termodynamiczng
czasteczki TBA. Zastosowane w eksperymentach ofigonukleotydy zawieraty
jednoczesnie pojedynczg reszte: s4U lub s4U”N w pozycji TA, TA, TA, T~ lub T oraz
IG* lub iIG™ w pozycji G*, GMub G™.

Jak juz wczesniej wspomniano, wprowadzenie reszt izoguanozyny w pozycje
G' aptameru powodowato silng destabilizacje. Zmniejszenie tego niekorzystnego efektu
byto mozliwe dzieki réwnoczesnemu wprowadzeniu reszt iG** w pozycje G' oraz s4U"
w pozycje T lub T (AAG°3? wzgledem niemodyfikowanego aptameru wynosita
odpowiednio 1.83 i 1.85 kcal/mol. Rys.21 oraz Rys. 22, Tab. 5). Brak wyraznej zmiany
stabilnosci termodynamicznej (wzgledem wariantu TBA zawierajgcego reszty iG"
lub iG*» w pozycji G') zaobserwowano dla wariantdbw zawierajacych reszty iG"
w pozycji G' oraz s4U** w pozycji T" lub T" oraz dla wariantu zawierajacego reszte iG**
w pozycji G' i s4U™ w pozycji T" (wartos¢ AAG°®3? wzgledem niemodyfikowanego
aptameru wynosita odpowiednio 3.22, 3.07 oraz 3.13 kcal/mol. Tab. 5, Rys. 22).
Zwiekszenie destabilizujgcego wptywu wprowadzenia omawianych modyfikacji
zauwazono w przypadku réwnoczesnego umieszczenia reszt iG*“* w pozycji G', reszty
s4UM w pozycji T lub T albo s4U™ w pozycji TA(AAG-37 wynosita odpowiednio 3.92,
3.95 oraz 3.78 kcal/mol. Rys. 22, Tab. 5). W wiekszo$ci z powyzszych przypadkéw
mozliwe bylo obticzenie stabilnosci termodynamicznej badanych wariantéw
na podstawie sumowania wartosci AGes7 dla niemodyfikowanego TBA oraz AAGes7
otrzymanych dla wariantdbw zawierajgcych  pojedyncza  substytucje jedng
z wprowadzanych modyfikacji w poszczegélnych pozycjach (zgodno$¢ wartosci AGes?
wyznaczonej eksperymentalnie oraz obliczonej teoretycznie wynosita od 70% do 98%).

Wyznaczenie parametrow termodynamicznych dla wariantow TBA zawierajacych
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I s4U*M w pozycji odpowiednio G' i T bylo

na duzy destabilizujgcy efekt wywierany poprzez

wprowadzenie powyzszych modyfikacji (Tab. 5).
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Rysunek 21. Wpykres zaleznosci
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energii swobodnej wariantéw zawierajacych reszty

izoguanozyny w serii RNA lub UNA od potozenia modyfikacji w czasteczce TBA.
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Rysunek 22. Wykres zaleznosci wartosci zmian energii swobodnej wariantow zawierajgcych reszty

izoguanozyny w serii RNA lub UNA od potozenia modyfikacji w czasteczce TBA.
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Réwnoczesne wprowadzenie reszt w pozycje G* oraz SW*™ w jedng
Z nastepujacych pozycji: T, TA, lub T w wiekszosci przypadkéw powodowato
zwiekszenie stabilnosci termodynamicznej badanych wariantbw w poréwnaniu
do oligonukleotydéw zawierajacych pojedynczg substytucje wspomniang pochodng
guanozyny (Rys. 21). Zauwazono jednak znaczng destabilizacje w stosunku
do aptameréw posiadajgcych pojedyncza substytucje resztami s4U*M. Na podstawie
powyzszych danych mozna stwierdzi¢, ze obserwowane efekty termodynamiczne
stanowig w przyblizeniu sume efektow termodynamicznych uzyskanych dla wariantow
TBA zawierajacych pojedyncze podstawienie kazdym rodzajem omawianych
modyfikacji ~ nukleotydowych.  Zgodno$¢  wartosci  AAG°3?  wyznaczonej
eksperymentalnie oraz obliczonej teoretycznie wynosita od 70% do 99%. Najmniej
niekorzystny efekt uzyskano w przypadku substytucji resztami s4U w serii RNA
w pozycji TA, TA, T" lub T oraz iG** w pozycji G* (wartos¢ AAG°3? wynosita
odpowiednio 0.93, 0.86, 0.93 oraz 0.89 kcal/mol. Rys. 22, Tab. 5). Znaczng
destabilizacje wzgledem niemodyfikowanego TBA zaobserwowano, gdy do aptameru
rownoczes$nie wprowadzono: reszte iG w serii UNA badZ RNA w pozycje G* oraz
odpowiednio reszte s4U** w pozycje T lub T badz s4U** w pozycje T (warto$¢
AAG-37 wzgledem niemodyfikowanego TBA wynosita odpowiednio 2.45, 2.69 oraz
2.10 kcal/mol. Rys. 22, Tab. 5). Stabilno$¢ termodynamiczna pozostatych wariantow
TBA ulegata nieznacznym zmianom lub byta poréwnywalna z danymi uzyskanymi dla
oligonukleotyddw zawierajacych pojedynczg substytucje resztami iG*\"\,

Umieszczenie reszt iG**" w pozycji G'® TBA powodowato silng destabilizacje
kwadrupleksu. Woprov.'adzenie dodatkowej substjducji resztami s4U”* w pozycjach
T, TA, T~ lub T redukowato w pewnym stopniu niekorzystny efekt bedacy wynikiem
obecnosci reszty iG*™ w pozycji G™*' (wartos¢ AAG°3? wzgledem niemodyfikowanego
TBA wynosita 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 (réwnoczesne z podstawieniem
resztg IG*' w pozycji G'°) powodowato znaczng destabilizacje wzgledem
niemodyfikowanego aptameru (warto$¢ AAG-37 wzgledem niemodyfikowanego TBA
wynosita odpowiednio 3.61 oraz 3.35 kcal/mol. Rys. 22, Tab. 5). Co wiecej, poprzez
wprowadzenie s4U™ w pozycje T, T" lub T** aptameru potgczong z substytucjg iG*-
w pozycji G** uzyskano zmiane wewnatrzczasteczkowego charakteru fatdowania
badanych oligonukleotydow na miedzyczasteczkowy (Tab. 6). W zwigzku

z powyzszym niemozliwe okazato sie bezposrednie poréwnanie stabilnosci
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termodynamicznych uzyskanych dla tych wariantow TBA, jednak analiza wartosSci
parametru Tm pozwolita stwierdzi¢, ze w temperaturze 37°C nie przyjmuja
one struktury G-kwadrupteksu. Aptamer zawierajgcy réwnoczesnie reszty iG** w G'™
oraz s4U* w T’* odznaczat sie natomiast obnizeniem stabilnosci termodynamicznej
wzgledem niemodyfikowanego TBA (wartos¢ AAG®s? wynosifa 2.34 kcal/mol. Rys. 22,
Tab. 5).

Podjeto rowniez prébe oceny wptywu réwnoczesnego wprowadzenia Kilku reszt
iG oraz s4U w serii RNA lub UNA. Dwa warianty zawierajgce reszty s4dU** w pozycjach
™, TA T | TN oraz reszty iG** w pozycji G lub G** odznaczaty sie korzystniejszg
stabilnoscig termodynamiczng wzgledem aptameréw modyfikowanych pojedynczymi
resztami izoguanozyny (warto$¢ AAG°s? wzgledem niemodyfikowanego TBA wynosita
odpowiednio 1.24 i 1.57 kcal/mol. Tab. 5). W przypadku aptameréw zawierajgcych
wspomniane modyfikacje w serii UNA oraz aptameréw zawierajgcy reszty iG*
w pozycjach G', G* i G** oraz reszty s4U" w pozycjach TA, TA, T i T'* obserwowano
zmiane charakteru fatldowania kwadrupleksu z wewnatrz- na miedzyczasteczkowy
(Tab. 6), co uniemozliwito poréwnanie zmian energii swobodnej. ROwniez w tym
przypadku opierajac sie o analize wartoSci parametru Tm mozliwe byto sformutowanie
wniosku, ze powyzsze warianty w temperaturze 37°C nie przyjmujg struktury
G-kwadrupleksu.

Na podstawie uzyskanych danych mozliwe bylo sformutowanie stwierdzenia,
ze mozliwa jest czeSciowa kompensacja niekorzystnego efektu termodynamicznego
spowodowanego obecnosSciag w czasteczce TBA reszt izoguanozyny poprzez
rownoczesne wprov/adzenie reszt 4-tiourydyny w odpowiednie pozycje aptameru.
Bardziej korzystny rezultat uzyskano w przypadku zastosowania modyfikacji
nukleotydowych w serii RNA w poréwnaniu do UNA. Niemniej jednak, w znacznej
liczbie przypadkdéw energia swobodna badanych wariantow TBA (AG°3y) przyjmowata
warto$¢ dodatnig (Rys. 21), z wyjatkiem niektorych oligonukleotydéw zawierajacych
iG* w pozycji G* lub G*" oraz s4U** w pozycji TA, TA, T lub T, co $wiadczy o tym,

ze czasteczki te w temperaturze 37°C nie przyjmujg struktury G-kwadrupleksu.

2. Badania zmian w topologii fatdowania G-kwadrupleksow
Zmiany w topologii struktury badanych G-kwadrupleksow prze$ledzono
z wykorzystaniem widm dichroizmu kotowego oraz temperaturowych widm

roznicowych. Obie wymienione techniki sg stosunkowo prostymi, powtarzalnymi
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i dostarczajgcymi cennych informacji metodami badania struktury G-kwadrupleksow.
Wykonanie  zaplanowanych eksperymentéw umozliwito  okreSlenie  wplywu
wprowadzenia nowych pochodnych UNA i RNA na topologie fatdowania aptameru

wigzgcego trombine.

2.1 Widma dichroizmu kotowego

Spektroskopia dichroizmu kotowego (CD, ang. circular dichroism) jest technika
pozwalajgcg na pomiar roznicy absorbancji Swiatla spolaryzowanego kotowo
prawo- i lewoskretnie przez badane czasteczki i na tej podstawie okreslania jej
konformacji. Reszty cukrowe nukleotydow stanowig element optycznie czynny i dzigki
potaczeniu  z pierScieniami  aromatycznymi  zasad heterocyklicznych  generujg
sygnat CD. Odmienna orientacja przestrzenna szkieletu fosfocukrowego i zasad
heterocyklicznych  w  poszczeg6lnych  strukturach  drugorzedowych — kwasow
nukleinowych wigze sie z uzyskaniem charakterystycznych dla nich widm CD i na tej
podstawie umozliwia wnioskowanie o ich topologii strukturalnej. Spektroskopia CD
stanowi szybkie i tatwe narzedzie do okreslania wptywu zmian $rodowiskowych oraz
wprowadzenia modyfikacji reszt nukleotydowych na struktury tworzone przez
oligonukleotydy [167]. W przypadku G-kwadrupleksdw, opisywana technika umozliwia
wyroznienie dwdch, podstawowych topologii fatdowania. Pierwsza z nich, nazywana
rownolegly, charakteryzuje sie jednakowym kierunkiem polaryzacji nici wchodzacych
w skiad struktury. Widma CD tych czasteczek odznaczajg sie wystepowaniem
dodatniego pasma przy ok. 260 nm oraz ujemnego przy ok. 240 nm. W sytuacji,
gdy nici budujgce G-kwadrupleks odznaczajg sie réznymi kierunkami orientacji
obserwuje sie antyrownolegtg topologie faldowania struktury. W przebiegu widm CD
wystepuje pasmo dodatnie przy ok. 290 nm oraz ujemne przy ok. 260 nm [168].

Widma CD uzyskane dla badanych wariantbw TBA mozna byto podzieli¢
pod wzgledem przebiegu na dwie grupy. Pierwsza z nich odznaczata sie ksztattem
charakterystycznym dla wewnatrzczasteczkowego, antyrownolegtego G-kwadrupleksu
[73, 125]. Widma te posiadaty w swoim przebiegu dwa dodatnie pasma przy dtugosci
fali okoto 245 nm i 295 nm oraz jedno ujemne pasmo przy dtugosci fali okoto 265 nm
(Rys. 23a). Takie wyniki uzyskano dla wariantbw posiadajacych pojedyncze
lub wielokrotne podstawienie resztami 4-tiourydyny w serii UNA lub RNA oraz

resztami kanonicznych nukleotydéw w serii UNA. Na podstawie powyzszych danych
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b)

Rysunek 23. Przykladowe widma dichroizmu kotowego dla: a) wariantdw zawierajgcych reszty
4-tiourydyny w serii UNA/RNA lub kanoniczne reszty nukleotydéw UNA; b) wariantéw zawierajacych
reszty izoguanozyny w serii  UNA/RNA lub jednoczesng substytucje resztami 4-tiourydyny
i izoguanozyny w serii UNA lub RNA.

mozna byto stwierdzi¢, ze wprowadzenie wymienionych modyfikacji nie wplywa

na topologie fatdowania tych czasteczek i w temperaturze 37°C zachowujg one strukture
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wewnatrzczasteczkowego, antyrownolegtego G-kwadrupleksu. Druga grupa widm
charakteryzowata si¢ zmniejszeniem intensywnosci lub catkowitym zanikiem pasm
charakterystycznych dla G-kwadruplekséw (Rys. 23b) [125]. Widma o takim przebiegu
otrzymano dla wariantow posiadajacych pojedyncze lub wielokrotne podstawienia
resztami izoguanozyny w serii UNA i RNA oraz wariantow zawierajacych jednoczesnie
reszty 4-tiourydyny i izoguanozyny w seriit UNA lub RNA. Na tej podstawie mozna
byto wnioskowaé, ze wprowadzenie powyzszych modyfikacji wyraznie zmniejsza
ustrukturalizowanie G-kwadrupleksow lub uniemozliwia przyjecie tej struktury [132].

W obu grupach widm zaobserwowano korelacje intensywnosci sygnatow CD
z uzyskanymi parametrami termodynamicznymi. Powyzsze wyniki pozostajg wiec
w zgodzie z danymi uzyskanymi w badaniach termodynamicznych i pokazujg Scistg
zalezno$¢ pomiedzy stopniem ustrukturalizowania badanych wariantéw TBA a ich
stabilnoscig termodynamiczna.

Warto zaznaczy¢, ze warianty posiadajgce reszte G** w pozycji T* oraz cztery
reszty U* w pozycjach TA, T T» i T odznaczaty sie przebiegiem widm CD
charakterystycznym dla antyrownolegltego G-kwadrupleksu (Rys. 23a). Powyzsze
wyniki moga Swiadczy¢ o tym, ze wprowadzenie tych modyfikacji wptywa jedynie
na czasteczkowo$¢ struktury, nie powodujac istotnych zmian w topologii fatdowania

aptameru.

2.2 Temperaturowe widma réznicowe

Temperaturowe widma réznicowe (TDS, ang. thermal difference spectra)
stanowig roznice widm uzyskiwanych poprzez pomiar absorbancji badanych
oligonukleotydéw w dwdch temperaturach: powyzej i ponizej temperatury topnienia
czasteczki. Kazdy =z typdébw struktur kwasdéw nukleinowych odznacza sie
charakterystycznym przebiegiem widm TDS odzwierciedlajgcym subtelne rdznice
w oddziatywaniach warstwowych wystepujgcych w tych czasteczkach [169]. Stanowig
technike uzupetniajgcg dla spektroskopii dichroizmu kotowego i umozliwiajg
strukturalng charakterystyke oligonukleotydéw w roztworze.

Widma TDS dla badanej puli oligonukleotydéw wykonano w temperaturze 4°C
i 80°C. Uzyskane krzywe mozna byto podzieli¢ na dwie grupy. Pierwsza z nich
posiadata w swoim przebiegu dwa dodatnie pasma przy dtugosci fali ok. 240 nm i 270

nm oraz dwa ujemne pasma przy diugosci fali ok. 260 nm oraz 295 nm (Rys. 24a).
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a)

Rysunek 24. Przykladowe réznicowe widma temperaturowe dla: a) wariantéw zawierajacych reszty
4-tiourydyny w serii UNA/RNA lub klasyczne reszty nukleotydéw UNA; b) wariantéw zawierajacych
reszty izoguanozyny w serii  UNA/RNA lub jednoczesng substytucje resztami 4-tiourydyny
i izoguanozyny w serii UNA lub RNA.

Taki ksztalt widm, charakterystyczny dla antyréwnolegtego, wewnatrzczasteczkowego

G-kwadrupleksu, uzyskano dla wiekszo$ci wariantdbw TBA posiadajacych pojedyncze
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lub wielokrotne podstawienie resztami 4-tiourydyny w serii UNA lub RNA oraz
resztami niemodyfikowanych nukleotydow w serii UNA. Druga grupa widm
charakteryzowata sie zmniejszeniem intensywnosci lub catkowitym zanikiem pasm
charakterystycznych dla G-kwadrupleksu, gtéwnie przy diugosci fali rdwnej 260 nm
(Rys. 24b). Do wyzej wspomnianego zbioru zaszeregowano wyniki dla aptamerow
zawierajgcych pojedyncze lub wielokrotne podstawienie resztami izoguanozyny w serii
UNA lub RNA oraz wariantbw zawierajacych jednoczesng substytucje resztami
4-tiourydyny i izoguanozyny w serii UNA lub RNA.

Ponadto, podobnie jak w przypadku badan spektroskopii CD, warianty
posiadajgce reszte G™ w pozycji T* oraz cztery reszty UM w pozycjach TA, TA, 1 T"
odznaczaty sie przebiegiem widm TDS charakterystycznym dla antyréwnolegtego
G-kwadrupleksu (Rys. 24a). Potwierdzono tym samym, ze wprowadzenie tych
modyfikacji wptywa jedynie na czasteczkowos¢ struktury, nie powodujac istotnych

zmian w topologii fatdowania aptameru.

3. Badania wiasciwosci antykoagulacyjnych wariantow TBA

Wplyw wprowadzania wybranych modyfikacji na wiasciwosci antykoagulacyjne
wszystkich badanych wariantow okreSlono wykonujagc test trombinowy. Jest
to standardowe narzedzie diagnostyczne umozlwiajgce obliczenie czasu koniecznego
do utworzenia skrzepu fibrynowego w wyniku dodania egzogennej trombiny do osocza
krwi (TT, ang. thrombin time). Jako miare wiasciwosci antykoagulacyjnych
analizowanych oligonukleotyddéw przyjeto efekt antykoagulacyjny (EA). Stanowi
go rdznica czasOw krzepniecia uzyskanych dla osocza zawierajgcego badany
oligonukleotyd i egzogenng trombine oraz osocza z samg egzogenng trombing
I wyrazany jest w sekundach. Im wyzszg warto$¢ przyjmuje parametr EA, tym lepszymi
wiasciwosciami antykoagulacyjnymi charakteryzuje sie dany oligonukleotyd. Pomiary
TT dla wszystkich badanych aptameréw byty wykonywane dla stezenia rownego 0.165
pM przy uzyciu koagulometru.

Wprowadzenie reszt nukleotydowych w serii UNA w zaleznosci od lokalizacji
w szkielecie TBA wywierato rozny efekt na poziom aktywnosci antykoagulacyjnej
badanych wariantow (Rys. 25). Najkorzystniejsze okazato sie wprowadzenie powyzszej
modyfikacji w pozycje T’ opisywanego aptameru. Oligomer odznaczajgcy sie
najlepszymi, niemalze poréwnywalnymi z niemodyfikowanym TBA, wiasciwosciami

antykoagulacyjnymi posiadat reszte cytydyny w seriit UNA w pozycji T?, a zmierzony
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dla niego efekt antykoagulacyjny wynosit 16.25 s (Rys. 25, Tab. 7). Wprowadzenie
reszt adenozyny oraz guanozyny w serii UNA w pozycje T" miato mniej korzystny
wpltyw na poziom aktywnosci antykoagulacyjnej (EA byt rowny 15.28 s oraz 10.23 s
odpowiednio dla A™ oraz G* Rys. 25, Tab. 7). Duza tolerancja na wprowadzenie
w opisywang pozycje modyfikacji chemicznych wynika z braku zaangazowania tej
reszty nukleotydowej w oddziatywania z czasteczkg trombiny oraz tworzenie wigzan
stabilizujgcych aptamer [104]. Substytucja resztami nukleotydowymi UNA w innych

pozycjach aptameru nie powodowata poprawy aktywnosci antykoagulacyjnej TBA.

Rysunek 25. Wykres zaleznosci wartosci efektu antykoagulacyjnego wariantéw zawierajacych reszty
nukleotydowe UNA od potozenia modyfikacji w czasteczce TBA.

Woprowadzenie reszt nukleotydowych w serii UNA w pozycje T, T4, T* lub T
powodowato obnizenie wartosci efektu antykoagulacyjnego przynajmniej o potowe
w stosunku do niemodyfikowanego TBA (EA w zakresie od 3.15 s do 7.98 s. Rys. 25,
Tab. 7). Warianty zawierajgce opisywane modyfikacje w pozycji T* lub T odznaczaty
sie najstabszymi wiasciwosciami antykoagulacyjnymi (EA na poziomie ok. 0.20 s
- 050 s. Rys. 25, Tab. 7). Zgodnie z obowigzujgcym modelem oddziatywania
czasteczki TBA z trombing, reszty T* i T-" odgrywajg kluczowg role w powstawaniu
tego kompleksu poprzez tworzenie wigzan wodorowych z resztami aminokwasowymi
omawianego enzymu. Ponadto, wspomniane reszty nukleotydowe biorg udziat

w formowaniu oddziatywan stabilizujgcych rdzen aptameru [94]. W zwigzku
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z powyzszym zwiekszenie elastycznosci struktury w tym regionie TBA poprzez
wprowadzenie reszt nukleotydowych UNA moze utrudnia¢ powstawanie tych
oddziatywan. Uzyskane wyniki badan pozostajg w Scistej korelacji z danymi
literaturowymi [131]. W wykonanej pod kierunkiem J. Wengla pracy udowodniono,
ze wprowadzenie reszt U*' w pozycje T* lub T czasteczki TBA powoduje znaczne
obnizenie wartosci efektu antykoagulacyjnego w poréwnaniu do substytucji
pozostatych miejsc petli. Obnizenie aktywnos$ci antykoagulacyjnej zauwazono réwniez
w przypadku wariantu zawierajacego réwnoczesng substytucje resztami  U*
w pozycjach TA TA T i T"TBA (EA = 0.12 s. Rys. 25, Tab. 7).

TBA
s4U
s4U

Rysunek 26. Wykres zaleznosci wartosci efektu antykoagulacyjnego wariantéw zawierajgcych reszty
4-tiourydyny w serii RNA lub UNA od potozenia modyfikacji w czasteczce TBA.

Whprowadzanie reszt 2'-deoksy-4-tiourydyny w niektdre pozycje TBA zostato
opisane w literaturze jako szczegOlnie korzystne dla zwiekszania powinowactwa
oligonukleotydéw do docelowego biatka [122]. W zwigzku z powyzszym postanowiono
sprawdzi¢ czy wprowadzenie reszt s4U* lub s4U”™ w pozycje T\ T, ™ T oraz T
aptameru wptynie na poprawe zdolnosci inhibicyjnych TBA wzgledem trombiny.
Wariant odznaczajacy sie najlepszymi wiasciwosciami antykoagulacyjnymi zawierat

reszte s4U*-' w pozycji T" (EA przyjmowat wartos¢ 15.5 s. Rys. 26, Tab. 7).
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W pozostatych przypadkach wprowadzenie tej modyfikaeji do badanych aptameréw
wyraznie obnizato zdolno$¢ inhibicji aktywnosci trombiny. Umieszczenie reszt s4U*"
w pozycjach TA, TA,  lub T'* miato bardziej korzystny wptyw na poziom aktywnosei
antykoagulacyjnej badanych oligonukleotydéw w poréwnaniu do modyfikacji w serii
RNA. Warto$¢ parametru EA dla wariantow s4U” oraz s4U™ zawierata sie 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
roznica moze by¢ rezultatem zwiekszenia elastycznosci regiondéw petli wynikajacej
z obecnosci reszty cukrowej o zwiekszonej labilno$ci pierscienia. Co ciekawe,
tendencja ta ulega odwrdceniu w przypadku wprowadzenia reszt s4U* w pozycje T,
G* i T, gdzie korzystniejsza dla poprawy wiasciwosci antykoagulacyjnych TBA
okazata sie substytucja resztami 4-tiourydyny w serii RNA. Reszty T* i T/
sg bezposrednio  zaangazowane w oddziatywania z czasteczkg trombiny [94].
W zwigzku z powyzszym konieczne jest odpowiednie ich ulozenie wzgledem reszt
aminokwasowych docelowego biatka. Wprowadzenie opisywanych modyfikacji
nukleozydowych w serii UNA prowadzi do niepozgdanego w tym fragmencie TBA
rozluznienia struktury, co przektada sie na poziom aktywnosci antykoagulacyjnej
badanych wariantow. Oligonukleotydy zawierajace wielokrotne podstawienie resztami
sayR/u ™ pozycjach TA, T°, T\ T'* lub T'* aptameru odznaczaty sie jedng z najnizszych
wartosci parametru EA (od -0.32 do 0.8 s. Rys. 26, Tab. 7).

Dane literaturowe  wskazuja ~ réwniez, ze  wprowadzenie  reszt
2'-deoksy-izoguanozyny w pewne pozycje szkieletu TBA ma korzystny wptyw
na poprawe powinowactwa tego aptameru do oddziatywania z czasteczkg trombiny
[119]. Bioragc pod uwage powyzsze doniesienia podjeto probe okreSlenia efektu
uzyskanego poprzez wprowadzenie pojedynczego lub wielokrotnego podstawienia
resztami iG* wpozycji G’, G i G* na wielkos¢ wywieranego efektu
antykoagulacyjnego. We wszystkich analizowanych przypadkach zaobserwowano
znaczne obnizenie wiasciwosci antykoagulacyjnych badanych wariantow (Rys. 27,
Tab. 8). Natomiast wariant posiadajacy w pozycji G* reszte iG" charakteryzowat sie
ponad szesSciokrotnym obnizeniem poziomu aktywnos$ci antykoagulacyjnej wzgledem
niemodyfikowanego TBA (EA przyjmowat wartos¢ 3.15 s. Rys. 27, Tab. 8).
Co ciekawe, podobng zalezno$¢ mozna bylo dostrzec w wynikach dotyczacych
pozostatych badanych aptameréw. Warianty zawierajgce pojedynczg lub wielokrotng
substytucje resztami iG** (warto$¢ EA zawierata sie w zakresie od 0.17 s do 1.13 s.

Rys. 27, Tab. 8) odznaczaty sie wyzszymi wartosciami parametru EA w stosunku do ich
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analogéw w serii UNA (wartos¢ EA zawierata sie w zakresie od -0.12 s do 0.21 s.
Rys. 27, Tab. 8). Uzyskane wyniki mogg wskazywa¢ na istotno$¢ integralnosci
struktury G-tetrad w zachowaniu wilasciwosci  antykoagulacyjnych  TBA.
Woprowadzenie modyfikacji reszt nukleotydowych powodujacych jej rozluznienie
prowadzi do obnizenia zdolno$ci inhibicji aktywnosci trombiny przez badane aptamery.

TBA
ic'A
iGN

Rysunek 27. Wykres zaleznosci wartosci efektu antykoagulacyjnego wariantéw zawierajacych reszty
izoguanozyny w serii RNA lub UNA od potozenia modyfikacji w czasteczce TBA.

Proba poprawy wiasciwosci antykoagulacyjnych wariantbw TBA zawierajacych
reszty iG*™' poprzez wprowadzenie dodatkowej reszty s4UMM nie  przyniosta
pozadanego efektu (Rys. 28a oraz Rys. 28b, Tab. 8). Jedynie aptamer zawierajacy
rownoczesng substytucje resztami s4U” i iG-' odpowiednio w pozycji T" i G*
charakteryzowat sie nieco poprawiong wartoscia parametru EA wzgledem
posiadajgcego jednag reszte iG** w pozycji G* (warto$¢ EA byta rdwna 3.53 s. Rys. 28a,
Tab. 8). Pozostate warianty TBA byly zdolne do wydtuzenia czasu trombinowego
badanego osocza maksymalnie o okoto 1.90 s. Uzyskane wyniki mogg by¢

konsekwencja destabilizacji struktury analizowanych wariantow.
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TBA
iG ;s4U
iG ;540

TBA
ic:sau
iGN:s4ut

R

Rysunek 28. Wykres zaleznosci wartosci efektu antykoagulacyjnego wariantéw zawierajacych
réwnoczesnie reszty 4-tiourydyny oraz izoguanozyny w serii RNA lub UNA od potozenia modyfikacji
w czasteczce TBA. a) warianty zawierajgce pojedyncze reszty iG i s4U odpowiednio w pozycji G' i G*
oraz TA, TA, T~ T'- i T'A; b) warianty zawierajace pojedyncze reszty iG i s4U odpowiednio w pozycji G"
oraz U, T’, T’, T i T', a takze warianty zawierajace wielokrotne podstawienia wyzej wymienionymi

resztami modyfikowanych nukleotydéw.
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Tabela 8 (cd.). Efekt antykoagulacyjny wywierany przez G-kwadruplekséw zawierajacyeh reszty izoguanozyny
w serii RNA (iG**! lub 1'NA (jGi) oraz G-kwadruplekséw zawierajacych 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") Is|
G™. T2 GGTTGGTGTIG™*GS4E*TGG 0.07

all ‘plz GGTTGGTGTIGNGSAUATGG -0.30

G T GGT1GGIGIiG'tjrsdt“GG 025

Qi) yn GGTTGGTIGTIG%Ts4I'""GG 0.10

yJ 979 yn iG™*Gs4l"TGGs4l"*Gsdi: *GGTs4l"*GG 0.07

al T 9 plt iGAGsdi: " TGGSAEAGs4- GG Ts4l“ GG 0.15
™Iy GGs4i:“TGGs4I"*iGKAli»GGTs4i:*GG -0.03
t GGs4r'TGGs4l "iG"sdl"GGTs4lI"*GG 0.35
n3 "7 yy 67 GGs4fi"TGGs4r"Gsali”iG'<GTs4ll"GG 1.02
yS y7 yy al) yu GGs4"™"MTGGS4E*'Gs4lINiIG "G Ts4r GG 1.25

W celu sprawdzenia czy zdolno$¢ inhibicji aktywno$ci trombiny przez wybrane
warianty TBA jest zalezna od ich stezenia wykonano test trombinowy z zastosowaniem
7 réznych rozcienczen badanych oligonukleotydéw: 0.0825, 0.165, 0.330, 0.495, 0.660,
0.825 oraz | pM. Wyselekcjonowane aptamery zawieraly reszty 4-tiourydyny
lub kanonicznych reszt nukleotydowych w seriit UNA w pozycjach T, TA, T" lub T
W przypadku wariantdbw zawierajgcych reszty A** i C** w pozycji T* mozliwe byto
wyrazne zwiekszenie efektu antykoagulacyjnego wraz ze wzrostem stezenia tych
oligomeréw (EA dla A" przyjmowat wartos¢ 16.40 s oraz 279.66 s dla stezenia
odpowiednio 0.165 pM i 0.825 pM; EA dla C-' przyjmowat warto$¢ 19.83 s oraz
279.66 s dla stezenia odpowiednio 0.165 pM i 0.825 pM, Rys. 29, Tab. 9). Wyniki testu
TT uzyskane dla powyzszych aptameréw w stezeniu rownym 0.825 pM byly lepsze
o ok. 100 s od wielkoSci parametru EA otrzymanego dla niemodyfikowanego TBA
(Rys. 29, Tab. 9). Warianty zawierajgce we wspomnianej pozycji reszty s4U” oraz
rowniez odznaczaty sie wyrazng poprawg wiasciwosci antykoagulacyjnych, jednak
warto$¢ zmierzonego dla nich parametru EA byla nizsza w poréwnaniu
do niemodyfikowanego TBA (Rys. 29, Tab. 9). W pozostatych przypadkach
obserwowano nieznaczny wzrost wartosci efektu antykoagulacyjnego wraz
ze zwigkszaniem stezenia tych aptameréw (EA przyjmowato nizszg warto$¢ niz dla
niemodyfikowanego TBA, Rys. 29, Tab. 9).
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- TBA
s4Uu w pozycjiATS
s4U* w pozycji
s4U  w pozycji T
A w pozycji/}7
e w pozycji—'l7
Gtw pozycji'/i7
C wpozycji T
A w pozyc]i!t3
AV w pozycjl"‘l12

Rysunek 29. Wykres zaleznosci wartosci efektu antykoagulacyjnego wybranych wariantéw TBA od ich
stezenia.

Uzyskane wyniki Swiadczg o szczegOlnie korzystnym wptywie wprowadzania
modyfikacji reszt nukleotydowych w pozycji na poprawe wiasciwosci
antykoagulacyjnych TBA. Co wiecej, obserwowany efekt antykoagulacyjny wywierany
przez badane aptamery jest zalezny od ich stezenia. Zwiekszanie potencjatu
inhibicyjnego wspomnianych oligonukleotydow jest mozliwe poprzez dodanie wiekszej
ich ilosci do osocza. Wszystkie analizowane warianty odznaczaty sie wiasciwosciami
antykoagulacyjnymi, jednak tylko dla dwdch z nich uzyskana warto$¢ parametru

EA byta wigksza od warto$ci parametru EA niemodyfikowanego TBA.

Tabela 9. Zalezno$¢ efektu anijkuagulacyjnego od stezenia oligomeru.

mMiejsce Sekwencja Stezenia [ji.M|
modyfikacji (5-3) 00825 0165 033 0495 066 0825 1
Czas trombinowy |s]

GGTTGGTGTGGTTGG 8.75 1868 4043 7484 11955 17551  279.66
\Y; GGAJITGGTGTGGTTGG 491 889 2043 2223 3261 3825 8231
\Y, GGs41ATGGTGTGGTTGG ~ 3.46 6.88 9.16 1631 2679 4421  46.89
Jl GGTTGGAJ"GTGGTTGG 6.19 1640 3968  77.36 13264  279.66  280.11
T GGTTGGCIIGTGGTTGG 8.38 1983 4882 9594 14391  279.66  279.66
7 GGTTGGGNGTGGTTGG 5.88 1185 2643 4658 7160 9256 14438
r GGTTGGSILIGTGGTTGG  6.78 1496 4109 6474 10081  137.78  280.89

GGTTGGTGCAGGTTGG 5.93 8.63 1618 2256 3054 3743 4520
i GGTTGGTGTGGANTGG 414 7.84 1905 3071 3918 5790 7393
av. GGTTGGTGTGGSA1 ATGG 394 7.73 1649 1428 1908 2584  31.80
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4. Test amidolityczny

W celu sprawdzenia czy wybrana pula wariantbw TBA o0 najbardziej
korzystnych — wiasciwosciach antykoagulacyjnych (9 wariantdbw  zawierajacych
modyfikacje resztami 4-tiourydyny oraz kanonicznych zasad heterocyklicznych w serii
UNA w pozycjach TA, T T~ lub T*) powoduje wydtuzenie czasu trombinowego
bez jednoczesnego obnizenia poziomu aktywno$¢ amidolitycznej trombiny (zdolno$é
hydrolizy wigzania peptydowego) wykonano test amidolityczny. Jest to metoda
pozwalajgca na okreslenie dostepnosci centrum Kkatalitycznego opisywanej proteazy
serynowej poprzez dodanie substancji chromogennej S-2238 i rejestracji
spektrofotometrycznej zmiany natezenia barwy probki, bedacej wynikiem hydrolizy
wigzania peptydowego i przeksztatcania substratu w p-nitroaniling (Rys. 30). Pomiar
absorbancji jest dokonywany przy dtugosci fali rownej 405 nm.

H-D-Phe-Pip-Arg-pNA XROIVIBINA

(S2238™)

H-D-Phe-Pip-Arg-OH + pNA

Rysunek 30. Schemat hydrolizy chromogennego substratu przez trombine.

Zdolno$¢ trombiny do hydrolizy krétkiego, peptydowego substratu w obecnosci
badanej puli wariantéw TBA okre$lono poprzez wyznaczenie procentu jej aktywnosci
(At). Za 100% wartosci tego parametru przyjeto wielko$¢ absorbancji przy dtugosci fali
405 nm dla roztworu samej trombiny.

Najwyzszy poziom aktywnosci trombiny uzyskano w obecnosci wariantow
zawierajgcych reszty CA, G#, s4UN w pozycji TA, w T A w T oraz
niemodyfikowanego TBA (Rys. 31). Dla wszystkich wymienionych wcze$niej
aptamerow parametr ten przyjmowat wartos¢ powyzej 100%. Nieznacznie obnizony
poziom aktywnosci trombiny (At < 100%) zaobserwowano, gdy w roztworze obecne
byly warianty zawierajace reszty A** w pozycjach T" tub T’ raz sTU** w pozycjach U*
lub U (Rys. 31). Na podstawie analizy statystycznej z zastosowaniem testu p-studenta
okre$lono warto$¢ parametru p dla wszystkich obserwowanych réznic poziomu
aktywnos$ci trombiny w obecnos$ci analizowanych, modyfikowanych wariantow TBA.
We wszystkich przypadkach wynik byt wiekszy od 0.05, na podstawie czego
stwierdzono, ze uzyskane zrdznicowanie poziomu aktywnosci trombiny w obecnosci
badanych wariantdw nie ma znaczenia statystycznego. W zwigzku z powyzszym mozna
w sposéb jednoznaczny stwierdzi¢, ze analizowane aptamery nie wptywajg na zdolnosé

hydrolizy peptydowego substratu S2238™ przez trombine. Wynik ten wskazuje,
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ze badane warianty TBA swoje dziatanie inhibicyjne wywierajg poprzez zwigzanie sie

z miejscem aktywnym | czasteczki trombiny.

i komkina

Rysunek 31. Wykres poziomu aktywnosci trombiny w obecnosci niemodyfikowanego TBA oraz

modyfikowanych wariantow TBA.

5. Badanie statej dysocjacji wariantow TBA

Stata dysocjacji (Kd) jest parametrem charakteryzujacym oddziatywanie dwéch
czasteczek tworzacych kompleks, ajej znajomos¢ jest kluczowa dla okreslenia sity 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
umozliwiajaca okre$lenie sity oddziatywania dwoch molekut: jednej zawieszonej
w roztworze oraz drugiej unieruchomionej na metalicznej powierzchni, na podstawie
rejestracji zmiany wspdtczynnika zatamania Swiatta [170]. Badania technika SPR
zostaty wykonane w ramach realizacji pracy doktorskiej w trakcie 2 miesiecznego stazu
naukowego w grupie badawczej kierowanej przez prof. Jespera Wengla w Centrum
Kwasow Nukleinowych na Uniwersytecie Potudniowej Danii w Odense.

Dane literaturowe wskazuja, ze korzystne wartosci statej dysocjacji TBA
z tromhing obserwowane sg przewaznie, gdy wprowadzona modyfikacja reszt
nukleotydowych nie zaburza struktury kwadrupleksu i znajduje sie w jednej z trzech

petli aptameru [99]. W zwigzku z powyzszym pomiary przeprowadzono
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na wyodrebnionej grupie czasteczek odznaczajacych sie najlepszymi parametrami

termodynamicznymi oraz wtasciwo$ciami antykoagulacyjnymi (Tab. 10).

| abela 10. Wartosci statej dysocjacji dla wybranych wariantéw TBA.

Miejsce Sekwencja Stata dysocjacji
modyfikacji 5'-3' InM|
GGTTGGTGTGGTTGG 423
T GGAJjiTGGTGTGGTTGG 599
T GGs4l 'TGGTGTGGTTGG 6.67
r GGTTGGAINGTGGTTGG 4,75
I GGTTGGCIiiGTGGTTGG 4.39
v GGTTGGGIIGTGGTTGG 4.25
T ggttggs4U;gtggttgg 5.00
GGTTGGTGCIIGGTTGG 8.77
2 ggttggtgtggvitgg 1091
Ti2 GGTTGGTGTGGs4I'“TGG 15.99

Najbardziej korzystne wartosci statej dysocjacji uzyskano dla wariantow TBA
zawierajacych reszty kanonicznych nukleotydéw w serii UNA oraz 4-tiourydyny w serii
UNA w pozycji T aptameru (parametr Kd przyjmowat warto$¢ 4.25, 4.39, 4.75 oraz
5.00 nM odpowiednio dla G*, C*, A" oraz s4U"™ Tab. 10), ktére byty porownywalne
z Kd zmierzonym dla niemodyfikowanego TBA (4.23 nM, Tab. 10). Otrzymane dane
eksperymentalne pozostajg w zgodzie z wynikami testu trombinowego, co moze
$wiadczyC o duzej tolerancji na wprowadzanie modyfikowanych reszt nukleotydowych
typu UNA w pozycje T" aptameru. Podobne obserwacje poczynita grupa badawcza
J. Wengla analizujgc wptyvz pojedynczego podstawienia reszt nukleotydo\\zch DNA
resztami urydyny lub guanozyny w serii UNA [131]. Wiekszg warto$C statej dysocjacji
zaobserwowano w przypadku wariantbw zawierajgcych reszty kanonicznych
nukleotydéw w serii UNA lub 4-tiourydyny w serii UNA w pozycji T i T*
(Kd przyjmowata warto$¢ 5.99, 6.67 oraz 8.77 nM odpowiednio dla A* w T#, s4U'* w TA
oraz w T7, Tab. 10). Ostabienie oddziatywania TBA z czasteczkg trombiny
zauwazono réwniez w sytuacji, gdy reszty A” i sdUM wprowadzono w pozycje T TBA
(Kd wynosita 1091 oraz 1599 nM odpowiednio dla A™ i s4U”, Tab. 10).
We wszystkich analizowanych przypadkach warianty zawierajgce w danej pozycji
modyfikacje resztami s4U” charakteryzowaly sie wyzszymi wartoSciami parametru
Kd w poréwnaniu do aptameréw posiadajagcych wtym miejscu reszty kanonicznych

nukleotydow w serii UNA. Uzyskane wyniki znalazty czeSciowo odzwierciedlenie
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w warto$ci parametru EA przy stezeniu 0.165 pM (im wyzsza warto$¢ parametru EA
tym nizsza wartos¢ Kd). Wyijatek stanowity dwa warianty zawierajace reszty lub
s4U” odpowiednio w pozycji I TN (Tab. 10). W obu przypadkach, uzyskanych
wartosci Kd nie mozna byto bezposrednio powigza¢ z wynikami testu trombinowego.
Powyzsze dane obrazujg jak bardzo skomplikowang siecig zalezno$ci jest proces
krzepniecia krwi. Znajomo$¢ wartoSci statej dysocjacji nie jest warunkiem
dostatecznym do jednoznacznego okreslenia efektu antykoagulacyjnego wywieranego

przez badany wariant TBA.

6. Badanie whasciwosci antyproliferacyjnych wybranych wariantébw TBA

W ostatnim czasie pojawito sie wiele doniesien literaturowych informujacych
0 znacznym potencjale antyproliferacyjnym sekwencji oligonukleotydowych bogatych
w reszty guanozynowe. Wymienione czasteczki przyjmujg strukture G-kwadrupleksu
l s3 zdolne do specyficznego rozpoznawania biatek zaangazowanych w cykl
komorkowy, co moze stanowi¢ potencjalng przyczyne obserwowanej inhibicji wzrostu
komorek [171, 172]. Grupa badawcza pod kierunkiem L. Mayol dowiodta,
ze wprowadzenie fgcznika dibenzylowego w okre$lone pozycje TBA powoduje
zmniejszenie wiasciwosci antykoagulacyjnych tego aptameru przy jednoczesnym
zwiekszeniu jego potencjatu antyproliferacyjnego [133].

Biorgc pod uwage powyzsze doniesienia literaturowe postanowiono zbadac
zdolnosci inhibicji wzrostu komérek raka szyjki macicy {HelLa) przez wybrane warianty
TBA z zastosowaniem testu aktywno$ci metabolicznej komérek (test MTT). Metoda
ta pozwala oceni¢ zywotno$¢ komoérek na podstawie stopnia redukcji rozpuszczalnej
w wodzie, zo6kej soli tetrazolowej (MTT) w nierozpuszczalny, ciemnoniebieski
formazan. 1lo$¢ zredukowanego MTT jest wprost proporcjonalna do liczby zywych
komorek w hodowli. Wyboru oligonukleotydéw z catkowitej puli wariantbw TBA
dokonano na podstawie analizy przesiewowego testu MTT wykonanego w dwoch
stezeniach aptameréw (0.1 i 50 pM) w Zakfadzie Bioinzynierii Kwasow
Nukleinowych. Szczegbtowe badania wiasciwosci antyproliferacyjnych
przeprowadzono z zastosowaniem dwoch wariantdw TBA zawierajgcych wielokrotne
podstawienie resztami s4U™ w pozycjach T~ T~ TA T~ lub T oraz
niemodyfikowanego TBA (w stezeniu 0.1, 5.0 i 10.0 pM).
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saURw pozycji T'l\;T7;TQ T
s4U*™w pozycji TN TAT* T

Stezenie [pM]

Rysunek 32. Wykres poziomu zywotnosci komérek HelLa w obecnosci niemodyfikowanego TBA oraz

modyfikowanych wariantéw TBA.

Uzyskane wyniki pozwolity stwierdzi¢, ze w przypadku aptameru posiadajacego
reszty s4U w pozycji TA, T’, TA, T'* nastepuje zahamowanie wzrostu komoérek Hela
0 ok. 11% przy stezeniu oligomeru rownym 0.1 pM. Efekt ten ulega stopniowemu
nasileniu wraz ze zwiekszaniem ilosci omawianego wariantu TBA w hodowli
komorkowej, przyjmujac wartos¢ ok. 85% w 10.0 pM prébce (Rys. 32, Tab. 11).
Podobng tendencje zaobserwowano réwniez dla aptameru zawierajgcego modyfikacje
resztg s4U™ w pozycji TA, TA, TA, T'A. W tym jednak przypadku efekt inhibicyjny przy
stezeniu oligomeru rownym 10.0 pM wynosit ok. 95% (Rys. 32, Tab. 11). Dane
uzyskane dla niemodyfikowanego TBA pozwolity stwierdzi¢, ze w stezeniu 5.0 pM
odznaczat sie okoto 3 krotnie stabszymi wiasciwosciami antyproliferacyjnymi
w poréwnaniu do dwoch wspomnianych wcze$niej wariantow (Rys. 32, Tab. ).
W stezeniu 10.0 pM niemodyfikowany TBA powodowat spadek zywotnosci komdrek
HelLa do ok. 34% (Rys. 32, Tab. 11). Uzyskane wyniki $wiadczg o mozliwosci zmiany
wihasciwosci TBA z antykoagulacyjnych na antyproliferacyjne nie tylko poprzez
wprowadzenie tgcznika dibenzylowego [133], ale rowniez dzieki modyfikacji reszty

cukrowej i zasadowej nukleozydu.
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Tabela 11. Zalezno$¢ efektu anty proliferacyjnego od stezenia oligomeru.

Miejsce Sekwencja Stezenia [p.VI]
modyTikacji (5'-3" 0.10 50 100
Zywotno$é komérek HelLa |%|
GGTTGGTGTGGTTGG 99.00 82.78 33.89
VIVZYOYZ TG asaI Gt *GGsIU TG 89.42 24.28 1410
BT YV e TG Gsal - *GstlGGTsAI"GG 86.29 2974 5.49

7. Badanie stabilnosci biologicznej wybranych wariantow TBA w osoczu Krwi
ludzkiej

Szybka eliminacja aptameréw z krwioobiegu oraz podatno$¢ na ciecie
osoczowymi nukleazami stanowig gtéwne czynniki ograniczajgce dziatanie aptamerow
w ludzkim organizmie [173]. Okre$lenie stopnia degradacji oligonukleotyddéw w osoczu
krwi ludzkiej jest mozliwe poprzez wyznaczenie ich okresu pottrwania (Tik), czyli
czasu, po ktorym ilo$¢ badanej substancji ulegnie zmniejszeniu o potowe. Naukowcy
dowiedli, ze wprowadzenie modyfikowanych reszt nukleotydowych do taricucha
aptameru wptywa niekiedy korzystnie na warto$¢ parametru Ti/2. Grupa badawcza pod
kierunkiem S. Maiti udowodnita, ze G-kwadrupleksy zawierajgce reszty nukleotydowe
w serii UNA odznaczajg sie wydtuzonym okresem pétrwania w osoczu krwi ludzkiej
[174].

| abela 11. Wartosci stabilnosci biologicznej wybranych wariantéw
TB.4 w osoczu krwi ludzkiej.

Miejsee Sekwencja T2
modyfikacji 5'-3' [min|
GGTTGGTGTGGTTGG 593

I GGTTGGAINGTOGTTGG 78.9

7 GGTTGGCIiiGTGGTTGG 89.2

r GGTTGGGIiGTGGTTGG 89.2

™ GGTTGGs4I'"GTGGTTGG 66.9

VIVI YO Y2 o el TGGsAU" GsaU GGSAU*TGG

YTYIYB o GulInTGGsALIIGSALIFGGTSAINGG

Pomiary parametru Ti2 przeprowadzono na wyodrebnionej grupie czasteczek
odznaczajgcych sie najlepszymi wiasciwosciami antykoagulacyjnymi
lub antyproliferacyjnymi (Tab. 11) poprzez inkubacje tych oligonukleotydéw w osoczu
krwi ludzkiej w temperaturze 37°C. Najdtuzszym okresem pottrwania odznaczaty

sie warianty zawierajace reszty  lub G™ w pozycji T" aptameru (w obu przypadkach
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Tir przyjmowat wartos¢ réwng 89.2 minuty. Tab. 11, Zalgcznik 3 - plik REI).
Wprowadzenie w to samo miejsce reszty A* rdwniez powodowato poprawe stabilnosci
biologicznej badanej czasteczki wzgledem niemodyfikowanego TBA (Tab. 11,
Zakgcznik 3 - plik REI), jednak Tw2 wtym przypadku przyjmowat nizszg wartosc,
rowng 78.9 minut. Najmniejszag zmiane odpornosci nadegradacje 0soczowymi
nukleazami zaobserwowano dla wariantu TBA zawierajgcego reszty s4U” w pozycji TA
(Tirz przyjmowat warto$¢ 66.9 minuty. Tab. 11, Zalgcznik 3 - plik REI). Co ciekawe,
wyznaczenie wartosci parametru Ti2 aptameréw posiadajacych wielokrotne
podstawienie resztami s4U™ w pozycjach TA, TA, T*A T lub T okazato sie niemoztiwe
ze wzgledu na wystepowanie dodatkowych produktéw widocznych na zelu w postaci
wolno migrujagcych prazkéw (Zatgcznik 3 - plik RE2). W literaturze opisano
zwiekszanie powinowactwa oligonukleotydéw do biatek poprzez wprowadzenie
tiolowej modyfikacji reszty nukleozydowej tub wigzania 5'-3' fosfodiestrowego
w niektore pozycje tych czasteczek [122, 175, 176]. W zwigzku z powyzszym widoczne
na zelu dodatkowe prazki mogg odpowiada¢ kompleksowi wariantow TBA z biatkami

0SsocCza.
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VI. PODSUMOWANIE

Celem niniejszej pracy doktorskiej byto okreslenie wptywu podstawienia
wybranymi, modyfikowanymi resztami nukleotydowymi na  stabilnos¢
termodynamiczng oraz wiasciwosci biologiczne TBA. Uzyskane wyniki mozna

podsumowac w nastepujacych punktach:

1. Wyniki przeprowadzonych badan termodynamicznych wykazaty znaczacy wptyw
rodzaju modyfikacji na stabilno$¢ termodynamiczng analizowanych wariantow
TBA. Najkorzystniejsze okazato sie wprowadzenie reszt 4-tiourydyny w serii RNA
lub UNA w pozycje 3, 7 oraz 12 aptameru oraz reszty adenozyny, cytydyny oraz
guanozyny w serii UNA w pozycje 7 czasteczki. Obecno$¢ reszt 4-tiourydyny oraz
izoguanozyny w serii RNA lub UNA w pozostatych badanych pozycjach aptameru
powodowata wyrazne obnizenie trwatoSci termodynamicznej kwadrupleksu
(wyjatek stanowita reszta 4-tiourydyny w serii RNA umieszczona w pozycji 9).
Woprowadzenie reszty 4-tiourydyny w serii RNA wywotywato silniejszy efekt
stabilizacyjny w poréwnaniu do reszt 4-tiourydyny w serii UNA. Ponadto, efekty
termodynamiczne spowodowane wprowadzeniem do TBA wiece] niz jednej
modyfikacji w serii RNA lub UNA miaty charakter addytywny.

2. Na podstawie widm CD oraz TDS uzyskanych dla wariantow posiadajgcych
pojedyncze lub wielokrotne podstawienie resztami 4-tiourydyny w serii UNA lub
RNA oraz resztami kanonicznych nukleotydéw w serii UNA mozna stwierdzic,
ze wprowadzenie wymienionych modyfikacji nie wptywato na topologie
faldowania tych czasteczek i w temperaturze 37°C zachowujg one strukture
wewnatrzczasteczkowego, antyrownolegtego G-kwadrupleksu. Natomiast widma
CD i TDS wariantow posiadajacych pojedyncze lub wielokrotne podstawienia
resztami izoguanozyny w serii UNA lub RNA oraz wariantdw zawierajacych
jednoczesnie reszty 4-tiourydyny i izoguanozyny w serii UNA lub RNA
charakteryzowaty sie zmniejszeniem intensywnosci lub catkowitym zanikiem pasm
charakterystycznych dla wewnatrzczasteczkowego, antyréwnolegtego
G-kwadrupteksu. Na tej podstawie mozna byto wnioskowaé, ze wprowadzenie
powyzszych modyfikacji wyraznie zmniejsza ustrukturatizowanie
G-kwadrupleksow lub uniemozliwia przyjecie tej struktury.

3. Wyniki przeprowadzonego testu trombinowego pozwolity stwierdzi¢, ze wiekszo$¢

badanych. modyfikowanych aptamerow wykazywato wiasciwosci
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antykoagulacyjne. Obserwowany efekt jest zalezny od stezenia wariantow TBA.
Aptamery posiadajgce reszte adenozyny lub cytydyny w serii UNA w pozycji
7 odznaczajg sie poprawionymi w stosunku do TBA zdolnosciami inhibicji procesu
krzepniecia krwi. Oprécz tego wytypowano 2 inne oligonukleotydy, ktore rowniez
wykazywaty retatywnie silne dziatanie antykoagulacyjne.

4. Wyniki testu amidolitycznego pozwolity stwierdzi¢, ze badane warianty TBA
wywierajg efekt antykoagulacyjny poprzez zwigzanie sie w miejscu zewnetrznym
| czasteczki trombiny.

5. Najbardziej korzystne wartosci statej dysocjacji uzyskano dla wariantbw TBA
zawierajgcych reszty kanonicznych nukleotyddéw w serii UNA oraz 4-tiourydyny
wserii  UNA w pozycji T" aptameru. Wiekszg warto$¢ statej dysocjacji
zaobserwowano w przypadku wariantdw zawierajacych reszty kanonicznych
nukleotydow w serii UNA lub 4-tiourydyny w serii UNA w pozycji TA, T i T
TBA. We wszystkich analizowanych przypadkach warianty zawierajgce w danej
pozycji modyfikacje resztami s4U*" charakteryzowaly sie wyzszymi wartosciami
parametru Kj w poréwnaniu do aptamerdéw posiadajagcych w tym miejscu reszty
kanonicznych nukleotyddw w serii UNA.

6. Wprowadzenie w pozycje T" TBA reszt kanonicznych nukleotydéw w serii UNA
lub 4-tiourydyny w serii UNA powodowato wydtuzenie okresu pétrwania
w osoczu krwi ludzkiej wzgledem niemodyfikowanego aptameru. Najdiuzszym
okresem péirwania odznaczalty sie warianty zawierajace reszty lub
w pozycji T’ aptameru. Wyznaczenie wartosci parametru Ti2 aptamerow
posiadajacych wielokrotne podstawienie resztami s4U™ w pozycjach TA, TA, T\, T'A
lub T** okazato sie niemozliwe ze wzgledu na powstawanie wysoko migrujacych
produktow posrednich reakcji.

7. Na podstawie analizy wynikéw testu aktywnosci metabolicznej komdrek HelLa
mozna stwierdzi¢, ze warianty TBA zawierajgce reszty s4U™ w pozycjach TA, T,
™, T~ lub T~ aptameru odznaczajg sie znaczacymi wiasciwosciami
antyproliferacyjnymi.

Z punktu widzenia aktualnego stanu wiedzy nowatorski charakter niniejszego
projektu stanowi okre$lenie wiasciwosci teiTnodynamicznych, strukturalnych oraz

biologicznych catkowicie nowych pochodnych TBA. Proba doktadnego poznania

wplywu  nowych, modyfikowanych reszt nukleotydowych na  wiasciwosci
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termodynamiczne, strukturalne i biologiczne TBA umozliwita sformutowanie pewnych
zatozen teoretycznych uzytecznych w przysztosci przy projektowaniu nowych
zwigzkOw odznaczajagcych sie wiekszg skutecznoscig dziatania antykoagulacyjnego
i antyproliferacyjnego, co moze stanowic olbrzymi wkiad w poprawienie efektywnosci
metod terapeutycznych. Uzyskane wyniki badan pozwolity na poznanie
termodynamicznych oraz strukturalnych konsekwencji wprowadzenia catkowicie
nowych modyfikacji typu UNA do G-kwadruplekséw oraz biologicznej charakterystyKi
nowych pochodnych TBA.
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VIl. MATERIALY | METODY
1. Materiaty

1.1 Odczynniki

akrylamid. N,N'-metylenobisakrylamid, kwas borowy, mocznik, octan sodu, oranz G,
PBS 10x stezony, tri(hydroksymetylo)aminometan (Tris) — BioShop®

amoniak (30%), izopropanol - CHEMPUR

substrat S-2238'"* - CHROMOGENIX

chlorek potasu, chlorek sodu. sol disodowa kwasu etylenodiaminotetraoctowego
(NaiEDTA) - Finka

bydleca surowica ptodowa (FBS), pozywka hodowtana RPMI 1640 bez czerwieni
fenolowej - Gibco®

dimetyloformamid, etanol, metanol, n-butanol, kwas solny - POCh S. A.

biekit bromofenolowy, bromek 3-(4,5-dimetylotriazol-2-yl)-2,5-difenylotetrazolu,
cyjanol  ksylenowy,  diwodorofosforan  potasu  (KH2POas),  fluorowodorek
trietyloamonowy (TEA-3HF), formamid, kakodylan sodu, ludzka surowica Kkrwi,
medium hodowlane RPMI 1640, nadsiarczan amonu (APS),
N,N,N',N'-tetrametyloetylenodiamina (TEMED), roztwor antybiotykéw 100x stezony
(Antibiotic Antymycotic Solution), roztwdr witamin 100x stezony (MEM Vitamin
Solution), Tween 20, wodorofosforan sodu (Na2HPO04), wodorotlenek sodu (NaOH)
- Sigma-Aldrich®

glikogen - Thermo Fisher Scientific Inc.

1.2 Gotowe zestawy do badan

Zestaw Dia-TT - DIAGON®

Biotin CAPture KIT - GE Healthcare Life Science
1.3 lzotopy promieniotworcze

[yJ2p] Ajp 5000 Ci/mmol - Hertman Analytic

1.4 Enzymy
kinaza polinukleotydowa T4 - EURX®

trombina - Haematologic Technologies, Inc.
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linia komorkowa raka szyjki macicy {HeLa) - Sigma-Aldrich'*

1.6 Oligonukleotydy

Tabela 9. Sekwencje oligonukleotjdéw.

Miejsce
modyfikacji

TBA

T*

TI2
-pD

opld
*l3

'n3 'p7 *p9 ‘pll

Sekwencja
(5'-39)
GGTTGGTGTGGTTGG
GGTTGGTGTGGTTGG
ggo;tggtgtggttgg
GGGMTGGTGTGGTTGG
GGTTGGTGTGGTTGG
GGTCIGGTGTGGTTGG
GGTGMNGGTGTGGTTGG*
GGTTGGTGTGGTTGG
GGTTGGCIIGTGGTTGG
GGTTGGGMGTGGTTGG
GGTTGGTTTGGITGG
GGTTGGTCITGGTIGG
GGTTGGTHITGGTTGG
GGTTGGTGTGGTTGG
GGTTGGTGONGGTTGG
GGTTGGTGGNGGTTGG
GGTTGGTGTGGTTGG
GGTTGGTGTGGOITGG
GGTTGGTGTGGGIITGG
GGTTGGTGTGGTTGG
GGTTGGTGTGGTCINGG
GGTTGGTGTGGTGMGG
GGJ*"TGGONGHNGGTOICIG
GGTGIIGGTGTGGTTGG
GGs4t"TGGTGTGGTTGG
GGs4l "TGGTGTGGTTGG
GGTS40GGTGTGGTTGG
GGTTGGS4LNGTGGTTGG
GGTTGGsIOGTGGTTGG
GGTTGGTsAL“TGGTTGG

GGTTGGTS40TGGTTGG

Miejsce
modyfikacji
G.G™
G'. G* G™

G'.G*G™

G*
rt, G*

T\ G*

T, 6"
T 6"

m

7 9

Sekwencja
(5%-3Y)
iIGAGTTGGTGTIC'GTTGG
JGFfGTTGGT]GfTIGNGTTGG
ICMGTTGGTIGMTIGMGTTGG
IGA"TTGGTGTGGTTGG
IGNGTTGGTGTGGTTGG
iIG*Gs4I'»TGGTGTGGTTGG
IG*'Gs4I"™"TGGTGTGGTTGG
IGfGT fGGs4l2GTGGTTGG
IGA"GTTGGSAII*'GTGGTTGG
IGA"TTGGTGSAI"*GGTTGG
IGNGTTGGTGS4r"GGTTGG
JGIGTTGGTGTGGSIINTGG
iIG'"GTTGGTGTGGs4I“TGG
IG*GTTGGTGTGGTs4lI"™*GG
IGNGTTGGTGTGGTS4II"GG
GGTTGGTIG"TGGTTGG
GGTTGGTIGNTGGTTGG
(IGS4r"TGGTIG»TGGTTGG
GGsAfIrTGGTIG'TGGTTGG
GGTI GGs4l “iGNTGGTTGG
GGTTGGs4l“iGNTGGTTGG
GGTTGGTIGNNGGTTGG
GGTTGGTIG"s4UNGGTTGG
GGTTGGTIiG"TGGS4L:"TGG
GGTTGGTIGNTGGs4I'™MTG6
GGTTGGTIG*TGGTs4l"GG
GGTTGGTGTjGNTTGG
GGTTGGTGTIG'"GTTGG
GGs4l "TGGTGTIGNGTTGG
GGs4INTGGTGTIG'"GTTGG

GGTTGGSILIGTjGAGTTGG
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Tabela 9 (cd.). Sekwencje oligonukleotydéw.

Miejsee Sekwencja
modyfikacji (5'-3"
GGTTGGTGs4l "GGTTGG
GGTTGGTGs40GGTTGG
U GGTTGGTGTGGS4I“TGG
2 GGTTGGTGTGGs40TGG
TiJ GGTTGGTGTGGTS4IA3G
Tli GGTTGGTGTGGTs40GG
P37y pl GGs4l "TGGs41" Gs41A:;Gs4l »TGG
y? yo o2 GGs4l"™*' TGGs40'Gs4I"GGs40TGG
P37 P9 pit GGs4l"™*TGGs4l"Gs4G*GGrsal"*GG
Y7 P9 pI3 GGs4L!. TGGs40Gs40:GGTs40iGG
G' iIGICITTGGTGTGGTTGG
G' i(;GGTTGGTGTGGTTGG
G GGTIGGTIGATGGTTGG
G» GGTTGGTIGITGGIrGCi
G" GGTTGGTGTjGAGTTGG
G" GGTTGGTGTjGMGTTGG
G',G* iGf(i ITGGTGfTGG ITGG
G'.G" iG'"GI''GGTIG* TGGTTGG
G*. G™ GGTTGGTIGATIG "GTTGG
G*. G" GGTTGGTIGTIG**"GTTGG
G, G" iIGA"GTTGGTGTIGAGTTGG

1.7 Akcesoria dodatkowe
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Miejsce Sekwencja
modyfikacji (5'-39)

r,G" GGTTGGs4G'GTIG"GTTGG
9 QIo GGTTGGTGs4l "iGAGTTGG
9 alo GGTTGGTGs4liNG'-'GTTGG
at -pi2 GGTTGGTGTIGs4I"*TGG
alo yiz GGTTGGTGTIGIGSITTGG
QIO *pi3 GGTTGGTGTIGN3Ts41“GG
QU pi3 GGTTGGTIGTIG*GTs4LI"GG

QI "p) 'p7 y9

pl3 iG'k3s4l:"TGGs4r»Gs4l *GGTs4l "GG
al *p3 'p? 'p9
Jei IGGSAITTGGsAINGS4NGG Ts4r="GG
G-k
3 GGs4l"TGGs4I*iG ™*s4I'* GG Ts40'GG
G-k
“on GG.s4I3TGGs4l"iIGSAt GG Ts41GG
LT *p9
alt i3 GGs4r*TGGs4l “Gsar*iG*GTs4li*GG
3 BT 9
aU) ol GGs4r TGGsAIGsali*MiG* G Ts4r* GG
GY'.)-';D\J 1pﬁ ' iG'k3s4l *TGGS40*iG ™*s4r*iG*GTs4l *GG
' *
&, TG\Y' &% G NGSAIDGGHI GG G GTSATGG
r,G" GGTTGGs4liNGTIGAGTTGG
0 QIO GGTTGGTGs40jGAGTTGG
Q0 -pl3 GGTTGGTIGTjGliGTsiOGG
Ql *p3 ~7 'p9
- iGAGS4ALL: TGGs40:Gs40GGTs40GG

T a8 -p9
‘pl.l
A3 "p7 "PY
qu) "pl3

CiGs4LIITGGMOIG!Is40GGTs4IAGG

GGs4lI'™MTGGs4I'""Gs4UNG*'GTSAITGG

Illustra NAP-25 columns - GE Healthcare Life Sciences

naczynia hodowlane oraz sterylne koncéwki do automatycznych pipet stosowane do
hodowli komoérkowej - 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 KCI
0.1% BSA

Bufor do pomiaru statej dysocjacji aptamer - trombina
138 mM NaCl
2.7 mM KClI
IOMmM Na2HP04
1.76 mM KH2POs4
0.05% Tween-20

Bufor do fatdowania aptameréw w badaniach na liniach komorkowych
100 mM KCI
IXPBS

10x MTT
0.1% w/iv MTT

1.9 Pozywki do badan na liniach komdrkowych

Pozywka hodowlana HelLa |
medium hodowlane RPMI 1640
10% FBS
1X roztwor witamin
1X roztwor antybiotykdw

Przed kazdorazowym uzyciem pozywka byta podgrzewana do temperatury 37°C.

Pozywka hodowlana HeLa Il (uzywana po odmrazaniu komorek HeLa)
medium hodowlane RPMI 1640
30% FBS
1X roztwér witamin
1X roztwor antybiotykdw

Przed kazdorazowym uzyciem pozywka byta podgrzewana do temperatury 37°C.
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Pozywka hodowlana HelLa Il (bez dodatku antybiotykdéw, stosowana do testu
antyproliferacyjnego)

medium hodowlane RPMI 1640

10% FBS

1X roztwor witamin

Przed kazdorazowym uzyciem pozywka byta podgrzewana do temperatury 37°C.

Pozywka hodowlana HelLa IV (stosowana do testu antyproliferacyjnego)
medium hodowlane RPMI 1640 bez czerwieni fenolowej
IX roztwor MTT

Przed kazdorazowym uzyciem pozywka byta podgrzewana do temperatury 37°C.

1.10 Aparatura

automatyczny licznik komérek Automated Cell Counter TC20 Biorad

blok grzejny iso-block™” Benchmark

cieplarka Memmert

koagulometr K-3002 Optic

komputerowy skaner materiatow znakowanych radioizotopowo FLA-5100 FujiFilm
licznik scyntylacyjny ptytkowy MicroBetarjM 2450 Microplate Counter Perkin Elmer
prézniowy koncentrator stotowy CentriVap Labconco

spektrofotometr Biacore™” X100 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

termowytrzgsarka Comfort Eppendorf

wiréwka MiniSpin® Eppendorf

wiréwka 5430R Eppendorf

zasilacz EV233 Consort

1.11 Programy

Biacore X100 Evaluation Software
MeltWin 3.5

108






MATERIALY | METODY

Mutli Gauge V3.0
OriginPro 8

2. Metody
2.1 Synteza chemiczna oligonukleotydow

Synteze oligonukleotydéw wykonano metodg amidofosforynowg na podiozu
statym przy uzyciu syntetyzera BioAutomation Corporation MerMade 12. Do syntezy
wykorzystano handlowo dostepne amidofosforyny DNA, UNA, 4-tiourydyne
I izoguanozyne w serii RNA oraz biotyne (ChemGenes). Amidofosforyny 4-tiourydyna
oraz izoguanozyna w serii UNA zostaty zsyntetyzowane w Zaktadzie Chemii i Biologii
Kwaséw Nukleinowych, IChB PAN.

2.2 Odblokowanie i oczyszczanie oligonukleotyddéw zawierajacych reszty

kanonicznych nukleotydéw w serii UNA oraz reszty izoguanozyny w serii UNA

Do poditoza zawierajagcego zwigzane oligonukleotydy dodano 1.5 ml 30%
amoniaku, nastepnie przeprowadzono 16 godzinng inkubacje w temperaturze 55°C.
Po tym czasie probki schtodzono w temperaturze -20"C. Supernatant przeniesiono
do oddzielnej probdéwki, a pozostate podtoze dwukrotnie przemyto 0.5 ml wody.
Frakcje zawierajagcg amoniak potgczono z wodg i odparowano do sucha. Osad
rozpuszczono w 0.4 ml wody, dodano 0.2 ml 8 M mocznika z barwnikiem orange G.
Mieszanine inkubowano 6 minut w temperaturze 95°C, a nastepnie schtodzono | minute
na lodzie. W celu zebrania mieszaniny ze $cianek probowki, probki wirowano 15
sekund przy 13 400rpm. Cato$¢ oczyszczono metoda rozdziatu elektroforetycznego
w 12% zelu poliakrylamidowym w warunkach denaturujgcych. Pozycje oczyszczanych
kwasdéw nukleinowych w zelu okreslono przy uzyciu $wiatta UV o dtugosci fali 260
nm. Prazki reprezentujace pozadanej dtugosci kwasy nukleinowe wycieto.
Oligonukleotydy wymyto z zelu 0.3 M octanem sodu wytrzgsajac przez 4 godziny przy
750 rpm w temperaturze 4°C (czynno$¢ powtdrzono 3-krotnie). Supernatant zebrano
i stracono 2.5 objetosciami 100% etanolu w temperaturze -20°C przez noc. Mieszanine
wirowano 30 minut przy 7000 rpm w temperaturze 4°C. Osad wysuszono do sucha,
rozpuszczono w 0.5 ml wody i odsolono za pomocg kolumn zawierajacych Sephadex
G-25 (kolumny NAP-25). Frakcje zawierajgce oligonukleotydy odparowano do sucha,
a nastepnie dodano do nich 0.4 ml wody. Mase molowg oczyszczonych kwasow
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nukleinowych okreslono za pomocg spektrometru masowego MALDI-TOF, natomiast
ich stezenie zmierzono uzywajac spektrofotometru Beckman DU-640.

2.3 Odblokowanie i oczyszczanie oligonukleotydoéw zawierajgcych reszty

izoguanozyny w serii RNA

Do podtoza zawierajgcego zwigzane oligonukleotydy dodano 0.5 ml 100%
etanolu oraz 1.5 ml 30% amoniaku, nastepnie przeprowadzono 16 godzinng inkubacje
w temperaturze 55°C. Po tym czasie probki schiodzono w temperaturze -20°C.
Supernatant przeniesiono do oddzielnej probowki, a pozostate podtoze dwukrotnie
przemyto 0.5 ml wody. Frakcje zawierajgcg amoniak i etanol potgczono z woda,
nastepnie powstatg mieszaning 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. Nastepnie dodano 4 ml n-butanolu
| strgcano 2 godziny w temperaturze -20°C. Mieszaning wirowano przez 10 minut przy
5000 rpm w temperaturze 4°C. Osad wysuszono do sucha, rozpuszczono w 0.5 ml wody
i przeprowadzono odsalanie préb za pomocg kolumn zawierajgcych Sephadex G-25
(kolumny NAP-25). Frakcje zawierajace oligonukleotydy odparowano do sucha,
a nastepnie dodano do nich 0.4 ml wody oraz 0.2 ml 8 M mocznika z barwnikiem
orange G. Mieszanine inkubowano 6 minut w 95°C, a nastepnie schtodzono ! minute
na lodzie. W celu zebrania mieszaniny ze S$cianek probdwki, prébki wirowano 15
sekund przy 13 400 rpm. Cato$¢ oczyszczono metodg rozdziatu elektroforetycznego
w 12% zelu poliakrylamidowym w warunkach denaturujgcych. Pozycje oczyszczanych
kwasoéw nukleinowych w zelu okre$lono przy uzyciu $wiatta UV o dtugosci fali 260
nm. Prazki reprezentujgce pozadanej diugosci kwasy nukleinowe wycieto.
Oligonukleotydy wymyto z zelu 0.3 M octanem sodu wytrzasajac przez 4 godziny przy
750 rpm w 4°C (czynno$¢ powtdrzono 3-krotnie). Supernatant zebrano i stragcono 2.5
objetosciami 100% etanolu w -20°C przez noc. Mieszaning wirowano 30 minut przy
7000 rpm w temperaturze 4°C. Osad wysuszono do sucha, rozpuszczono w 0.5 ml wody
I ponownie odsolono za pomocg kolumn zawierajgcych Sephadex G-25 (kolumny
NAP-25). Frakcje zawierajace oligonukleotydy odparowano do sucha, a nastepnie
dodano do nich 0.4 ml wody. Mase molowg oczyszczonych kwasow nukleinowych
okreslono za pomocg spektrometru masowego MALDI-TOF, natomiast ich stezenie

zmierzono uzywajac spektrofotometru Beckman DU-640.
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2.4 Odblokowanie i oczyszczanie oligonukleotydow zawierajacych reszty

4-tiourydyny w serii UNA

Do poditoza zawierajagcego zwigzane oligonukleotydy dodano | ml 100%
metanolu i Iml 30% amoniaku, nastepnie przeprowadzono 24 godzinng inkubacje
w temperaturze pokojowej. Po tym czasie supernatant przeniesiono do oddzielnej
probdwki, a pozostate podtoze dwukrotnie przemyto 0.5 ml wody. Frakcje zawierajaca
amoniak i metanol potgczono z wodg, nastepnie powstatg mieszanine odparowano
do sucha. Osad rozpuszczono w 0.4 ml wody, dodano 0.2 ml 8 M mocznika
z barwnikiem orange G. Mieszaning inkubowano 6 minut w temperaturze 95°C,
a nastepnie schtodzono | minute na lodzie. W celu zebrania mieszaniny ze $cianek
probowki, prébki wirowano 15 sekund przy 13 400 rpm. Cato$¢ oczyszczono metoda
rozdziatu elektroforetycznego w 12% zelu poliakrylamidowym w warunkach
denaturujacych. Pozycje oczyszczanych kwasdéw nukleinowych w zelu okreSlono przy
uzyciu Swiatta UV o dtugosci fali 260 nm. Prazki reprezentujace pozadanej dtugosci
kwasy nukleinowe wycieto. Oligonukleotydy wymyto z zelu 0.3 M octanem sodu
wytrzasajac przez 4 godziny przy 750 rpm w temperaturze 4°C (czynno$¢ powtorzono
3-krtonie). Supernatant zebrano i strgcono 2.5 objetoSciami  100% etanolu
w temperaturze -20°C przez noc. Mieszaning wirowano 30 minut przy 7000 rpm
w temperaturze 4°C. Osad wysuszono do sucha, rozpuszczono w 0.5 ml wody
I odsolono za pomocg kolumn zawierajgcych Sephadex G-25 (kolumny NAP-25).
Frakcje zawierajgce oligonukleotydy odparowano do sucha, a nastepnie dodano do nich
0.4 ml wody. Mase molowg oczyszczonych kwasow nukleinowych okreslono
za pomocg spektrometru masowego MALDI-TOF, natomiast ich stezenie zmierzono

uzywajac spektrofotometru Beckman DU-640.

2.5 Odblokowanie i oczyszczanie oligonukleotydéw zawierajgcych reszty

4-tiourydyny w serii RNA

Do podioza zawierajgcego zwigzane oligonukleotydy dodano | ml 100%
metanolu oraz | ml 30% amoniaku, nastepnie przeprowadzono 24 godzinng inkubacje
w temperaturze pokojowej. Po tym czasie supernatant przeniesiono do oddzielnej
probdwki, a pozostate podtoze dwukrotnie przemyto 0.5 ml wody. Frakcje zawierajaca
amoniak i metanol potgczono z woda, nastepnie powstatg mieszaning odparowano do
sucha. Osad rozpuszczono w 0.03 ml dimetyloformamidu (DMF) i 0.27 mi
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fluorowodorku trietyloamonowego (TEA 3HF), inkubowano 2 godziny w temperaturze
55°C. Nastepnie dodano 4 ml n-butanolu i strgcano 2 godziny w temperaturze -20°C.
Mieszanine wirowano przez 10 minut przy 5000 rpm w temperaturze 4°C. Osad
wysuszono do sucha, rozpuszczono w 0.5 ml wody i przeprowadzono odsalanie préb
za pomocg kolumn zawierajagcych Sephadex G-25 (kolumny NAP-25). Frakcje
zawierajgce oligonukleotydy odparowano do sucha, a nastepnie dodano do nich 0.4 ml
wody oraz 0.2 ml 8 M mocznika z barwnikiem orange G. Mieszanine inkubowano
6 minut w temperaturze 95°C, a nastepnie schtodzono | minute na lodzie. W celu
zebrania mieszaniny ze Scianek probowki, prébki wirowano 15 sekund przy 13 400
rpom. Calo$C oczyszczono metodg rozdziatu elektroforetycznego w  12% zelu
poliakrylamidowym w warunkach denaturujacych. Pozycje oczyszczanych kwasow
nukleinowych w zelu okreslono przy uzyciu $wiatta UV o dtugosci fali 260 nm. Prazki
reprezentujgce pozadanej dtugosci kwasy nukleinowe wycieto. Oligonukleotydy
wymyto z zelu 0.3 M octanem sodu wytrzasajac przez 4 godziny przy 750 rpm w
temperaturze 4°C (czynno$¢ powtdrzono 3-krtonie). Supernatant zebrano i strgcono 2.5
objeto$ciami 100% etanolu w -20°C przez noc. Mieszaninge wirowano 30 minut przy
7000 rpm w temperaturze 4°C. Osad wysuszono do sucha, rozpuszczono w 0.5 ml wody
I ponownie odsolono za pomocg kolumn zawierajgcych Sephadex G-25 (kolumny
NAP-25). Frakcje zawierajgce oligonukleotydy odparowano do sucha, a nastepnie
dodano do nich 0.4 ml wody. Mase molowg oczyszczonych kwasow nukleinowych
okreslono za pomocg spektrometru masowego MALDI-TOF, natomiast ich stezenie
zmierzono uzywajac spektrofotometru Beckman DU-640.

2.6 Rozdziat elektroforetyczny kwaséw nukleinowych w  12%  Zelu

poliakrylamidowym w warunkach denaturujacych

Do oczyszczenia oligonukleotyddéw syntetyzowanych chemicznie wykorzystano
elektroforeze w zelu poliakrylamidowym w warunkach denaturujgcych. Stosowano zel
poliakrylamidowy o grubo$ci Imm i usieciowieniu 29:1 (stosunek wagowy akrylamidu
do bisakrylamidu) z 8 M mocznikiem. Zel wylewano pomiedzy szklane piyty
0 rozmiarze 42 x 33 cm oraz 39.5 x 33 cm. Jako bufor elektroforetyczny zastosowano
Ix TBE. Elektroforeze prowadzono przy mocy 40-55 W. Kazdy rozdziat
elektroforetyczny poprzedzano 15-30 minutowg preelektroforeza. Probki przed
natozeniem na zel rozcienczano w stosunku 1.2 v/v buforem obcigzajacym

I inkubowano 6 minut w temperaturze 95°C, a nastepnie chtodzono | minute na lodzie.
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2.7 Pomiar trwatosci termodynamicznej badanych  oligonukleotydéw

z zastosowaniem metody topnienia UV

Badania trwato$ci termodynamicznej oligonukleotyddéw przeprowadzono
z zastosowaniem spektrofotometru UV-VIS JASCO V-650 z termoprogramatorem.
Dla kazdego oligomeru wykonano pomiar w 9 réznych stezeniach, w zakresie od 0™
do 10™ M. Odpowiednie ilosci oligonukleotydu odparowano do sucha, nastepnie
rozpuszczono w buforze do topnien. Probki podgrzewano przez 5 minut w 95°C,
nastepnie stopniowo chtodzono przez noc do temperatury pokojowej. Pomiary
wykonywano w $wietle UV przy dtugosci fali 295 nm w zakresie temperatury od 90°C
do 4°C z szybkoscig zmiany temperatury réwng 0.2°C/minute. Warto$¢ absorbancji
prébek byta sczytywana co 0.5 minuty. Uzyskane wyniki poddawano dalszej analizie

w programie MeltWin 3.5.

2.8 Wykonanie réznicowych widm temperaturowych

Pomiary widm TDS badanych wariantbw TBA byly wykonywane w buforze
do topnien w stezeniu 10" M. Probki oligonukleotyddw przed pomiarami podgrzewano
przez 5 minut w temperaturze 95°C, po czym stopniowo schtodzono 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, szybkosci pomiaru 1000 nm/min i interwale [ pt/min.
Uzyskane wyniki poddawano dalszej analizie w programie OriginPro 8. Dane
eksperymentalne otrzymane dla danego oligonukleotydu w temperaturze 90°C
odejmowano od wynikow uzyskanych dla pomiarbw w temperaturze 4°C,

normalizowano wzgledem najwyzszej wartosci absorbancji i rysowano wykres.

2.9 Wykonanie widm dichroizmu kotowego

Pomiary widm CD badanych wariantéw TBA prowadzono z zastosowaniem
spektrofotometru JASCO 815. Eksperymenty byly wykonywane w temperaturze 37°C
w zakresie 205-320 nm przy drodze optycznej 0.5 cm oraz szybkosci pomiaru 100
nm/min. Przygotowano 3 pM roztwory oligonukleotydéw w | ml buforu do topnien.
Nastepnie probki podgrzewano przez 5 m.inut w temperaturze 95°C, po czym stopniowo

schtodzono do temperatury pokojowej przez noc. Wyniki trzech pomiaréw widm CD
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dla kazdego oligonukleotydu zostaty usrednione i poddane dalszej analizie w programie

OriginPro 8.

2.10 Pomiar wiasciwosci antykoagulacyjnych badanych oligonukleotydow

Badania wiasciwosci antykoagulacyjnych oligonukleotydéw przeprowadzono
z zastosowaniem koagulometru K-3002 Optic oraz komercyjnego Kkitu Dia-TT
(DIAGON*"). Przygotowano 0.33 pM roztwory oligonukleotydéw w 100 pl odczynnika
Dia-TT. Mieszaninge inkubowano przez 5 minut w temperaturze 37°C, nastepnie
umieszczono w komorze pomiarowej aparatu i dodano 100 pl ubogoptytkowego osocza
krwi (koncowe stezenie oligonukleotydu 0.165 pM), co bylo réwnoznaczne
Z rozpoczeciem pomiaru.

Ponadto, dla wariantbw TBA odznaczajacych sie najlepszymi wiasciwosciami
antykoagulacyjnymi wykonano pomiary w 7 réznych stezeniach: 0.0825, 0.165, 0.330,
0.495, 0.660, 0.825 oraz | pM. Przygotowano roztwory oligonukleotyddw
0 odpowiednich stezeniach w 100 pl odczynnika Dia-TT. Mieszaning inkubowano
przez 5 minut w temperaturze 37°C, nastepnie umieszczono w komorze pomiarowej
aparatu i dodano 100 pl ubogoptytkowego osocza krwi, co byto réwnoznaczne

Z rozpoczeciem pomiaru.

2.11 Test amidolityczny

Uzywajac testu amidolitycznego okreslono zdolno$¢ hydrolizy chromogennego
substratu S-2238™ (CHROMOGENIX) przez trombine w obecnosci wybranych
aptmerow TBA. W tym celu przygotowano 148.5 pl | pM roztworéw aptameréw TBA
w buforze do testu amidolitycznego z dodatkiem trombiny o stezeniu koncowym
0.4 U/ml. Mieszanine inkubowano przez 5 minut w temperaturze 37°C. Nastepnie
dodano 50 pl 2 mM substratu S-2238"7". 1lo$¢ powstatego produktu zmierzono
zapomocg spektrofotometru  xMark™'~.  Dalszg analizeé wynikéw wykonano

z zastosowaniem pakietu Microsoft Office 2013.

2.12 Pomiar statej dysocjacji aptamer - trombina

Pomiar stalej dysocjacji aptamer - trombina wykonano z wykorzystaniem
spektrofotometru Biacore™ X100 (GE Healthcare Life Science), roztworu trombiny
(Haematologic Technologies, Inc.) oraz komercyjnych zestawow odczynnikéw Biotin

CAPture KIT i Sensor Chip SA firmy GE Healthcare Life Science. Przygotowano | pM
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roztwory biotynylowanych aptmerow w buforze do pomiaru statej dysocjacji. Prébke
inkubowano 6 minut w temperaturze 95°C, nastepnie stopniowo schtodzono
do temperatury pokojowej przez noc. Oligonukleotydy immobilizowano na powierzchni
chipu Sensor Chip SA z wykorzystaniem oddziatywania streptawidyna-biotyna.
Predko$¢ przeptywu wynosita 30 pl/min. Niezwigzane oligonukleotydy odmywano
z powierzchni chipu za pomocg 50 mM wodnego roztworu NaOH. Nastepnie
na powierzchnie chipu wprowadzano seryjne rozcienczenia trombiny w zakresie od
12.5 do 200 nM. Po kazdym zakorczonym cyklu reakcji uktad regenerowano poprzez
przemycie 50 mM wodnym roztworem NaOH. Analize iloSciowg uzyskanych danych
eksperymentalnych przeprowadzono z zastosowaniem oprogramowania Biacore X100

Evaluation Software.

2.13 Znakowanie konca 5' oligonukleotyddw izotopem

Reakcje wykonano w celu uzyskania radioizotopowe czasteczek
TBA, wykorzystywanych do pomiaréw stabilnosci biologicznej w osoczu krwi ludzkiej.
Mieszanina reakcyjna zawierata: 200 pmoli wariantu TBA, ! pl [y-*P] ATP
0 aktywnosci 6000 Ci/mmol, | pl bufor PNK T4 (EURx®), 15 pl Kkinazy
polinukleotydowej T4 (EURx®) oraz wode do 10 pl. Reakcje 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, nastepnie | minute
na lodzie. W celu zebrania mieszaniny ze S$cianek probdwki, probki wirowano
15 sekund przy 13 400 rpm. Catos¢ oczyszczono metodg rozdziatu elektroforetycznego
w 12% zelu poliakrylamidowym w warunkach denaturujgcych. Oligonukleotydy
wymyto z zelu 0.3 M octanem sodu wytrzasajac przez 4 godziny przy 750 rpm
w temperaturze 4°C (czynno$¢ powtorzono 3-krotnie). Supernatant zebrano i strgcono
2.5 objetosciami 100% etanolu z dodatkiem glikogenu w temperaturze -20°C przez noc.
Nastepnie, mieszaning wirowano 30 minut przy 14000 rpm w temperaturze 4°C.
Supernatant usunieto, osad wysuszono i rozpuszczono w 10 pl wody. Stezenie prébki

okreslono za pomocg licznika scyntylacyjnego MicroBetaiM 2450.

2.14 Pomiar stabilnosci biologicznej oligonukleotyddéw w osoczu krwi ludzkiej

Mieszanina reakcyjna zawierata | x 10" cpm 5'-znakowanego oligonukleotydu
rozpuszczonego W Ix PBS z dodatkiem 100 mM KCI. Prébke inkubowano 6 minut

w 95°C, nastepnie stopniowo chtodzono do temperatury pokojowej przez noc.
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Do mieszaniny dodano 200 [il osocza krwi ludzkiej (Sigma-Aldrich®). Reakcje
prowadzono w 37°C. Pobierano frakcje o objetosci 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
metodg rozdziatu elektroforetycznego w 12% zelu poliakrylamidowym w warunkach
denaturujgcych. Elektroforeze prowadzono przy mocy 20 W przez 3 godziny. Obraz
wizualizowano za pomocg ekranéw odwzorowujacych i komputerowego skanera
materiatbw  znakowanych  radioizotopowo  FLA-5100.  Analize  iloSciowg

przeprowadzono z zastosowaniem oprogramowania MultiGauge V3.0 (FujiFilm).

2.15 Rozmrazanie komorek

Zamrozone komorki HeLa odmrazano w wodzie o temperaturze 37°C i catos¢
przeniesiono do 15 mt probowki. Nastepnie dodano 5 ml pozywki hodowlanej HelLa Il
po odmrazaniu. Cato$¢ wirowano przez 5 minut przy 1000 rpm. Nastepnie usunieto
supernatant, osad rozpuszczono w 10 ml pozywki hodowlanej HelLa II. Cato$¢
przeniesiono do butelki hodowlanej o pojemnosci 75 cm”. Po uzyskaniu odpowiednigj
konfluencji wykonywano pasaz do nowej butelki. Wszystkie prace z komorkami HelLa
byty wykonywane w sterylnych warunkach, w komorze z laminamym przeptywem

powietrza.

2.16 Hodowla komoérek HeLa

Linia komérkowa HelLa hodowana byla w pozywce hodowlanej HelLa |I.
Komérki hodowano w inkubatorze w temperaturze 37°C, w atmosferze wzbogaconej
5% CO2 i wilgotnosci 100%. Gdy pokrycie powierzchni butelki hodowlanej przez
komorki wynosito ponad 90% wykonano pasaz komoérek do nowej butelki, gdzie
zredukowano liczbe komérek 10 razy. Pasaz wykonano poprzez usuniecie pozywki
hodowlanej HeLa | z butelki, komorki przemyto sterylnym buforem PBS z 50 mM
EDTA. Nastepnie dodano | ml trypsyny (IxX) i cato$¢ inkubowano przez 2 minuty
w 37°C. Trypsyne inaktywowano przez dodanie 5 ml pozywki hodowlanej HelLa I.
Komorki w pozywce hodowlanej HelLa | przeniesiono do 15 ml probdwki, rozbito
0 Scianki energicznie pipetujac. Nastepnie 1/10 objetoSci zawiesiny przeniesiono
do nowej butelki hodowlanej o pojemnosci 75 cm” i dodano pozywke hodowlang HelLa
I do 10 ml. Dalszg hodowle prowadzono w inkubatorze w temperaturze 37°C,

w atmosferze wzbogaconej 5% CO:2 i wilgotnosci 100%.
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2.17 Pasaz komdrek HeLa na ptytke 96-dotkowa

Gdy pokrycie powierzchni butelki hodowlanej przez komorki wynosito ponad
90% usunieto pozywke z butelki, komérki przemyto sterylnym buforem PBS z 50 mM
EDTA. Nastepnie dodano | ml trypsyny i przeprowadzono inkubacje w 37°C przez
2 minuty. Trypsyne inaktywowano przez dodanie 5 ml pozywki hodowlanej HeLa Ill.
Komoérki w pozywce przeniesiono do 15 ml probdéwek i wirowano 2 minuty przy
1000 rpm, supernatant usunieto. Osad komorkowy zawieszano w 5 ml pozywce
hodowlanej HeLa Ill. Komérki policzono przy pomocy automatycznego licznika
komérek. Przygotowano roztwor wyjsciowy o stezeniu 2500 komérek/ml. Mieszanine
przeniesiono na plytke 96-dotkowg (po 100 pi na dotek). Piytke hodowlang
umieszczano na 24 godziny w inkubatorze w temperaturze 37°C, w atmosferze

wzbogaconej 5% COz2 i wilgotnosci 100%.

2.18 Pomiar wiasciwosci antyprotiferacyjnych otigonukteotydow

Do pomiaru wiasciwosci antyprotiferacyjnych wybranych aptamerow TBA
uzyto testu opartego na aktywnosci dehydrogenazy bursztynianowej. Jest to enzym
mitochondrialny, obecny w zywych komdrkach, ktory przeksztatca rozpuszczalng sol
tetrazolowa, bromek 3-(4,5-dimetylotiazol-2-yl)-2,5-difenylotetrazoliowy, w forme
zredukowang (nierozpuszczalny formazan, wytracajacy sie w postaci krysztatow). I10$¢
powstatego produktu zmierzono za pomocg spektrofotometru xMark?,

W pierwszej Kkolejnosci przygotowano mieszaniny wyjsciowe badanych
aptameréw o stezeniu: 1, 5, 10, 25, 50, 75, 100 pM w buforze do fatdowania
aptamerow. Cato$¢ inkubowano przez 6 minut w 95°C, nastepnie stopniowo schtodzono
do temperatury pokojowej przez noc. Na wykonanej dzien wczesniej plytce
96-dotkowej przygotowano po 3 dotki dla kazdego stezenia badanego aptameru (1,5,
10, 25, 50, 75, 100 pM) wedtug schematu; 20 pl mieszaniny wyjsciowej badanego
aptameru o odpowiednim stezeniu oraz 80 pl pozywki hodowlanej HelLa Il
Przygotowywano rowniez dotki kontrolne, do ktérych dodano 100 pl pozywki
hodowlanej HeLa Ill. Plytke 96-dotkowsg inkubowano przez 7 dni w inkubatorze
w temperaturze 37°C, w atmosferze wzbogaconej 5% CO2 i wilgotnosci 100%. Po tym
czasie, pozywke hodowlang HelLa Ill usunieto i dodano pozywke hodowlang HelLa IV.
Przeprowadzono 2-godzinng inkubacje w inkubatorze w temperaturze 37°C,

w atmosferze wzbogaconej 5% CO:2 i wilgotnosci 100%. Nastepnie pozywke
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hodowlang HelLa IV usunieto i zastgpiono 100 pl 70% izopropanolu z 40 mM HCI.
Ptytke wytrzasano przez 30 minut przy predkosci 80 rpm w temperaturze pokojowej.
llos¢ powstatego produktu zmierzono za pomocg spektrofotometru xMark™. Dalsza

analize wynikow wykonano z zastosowaniem pakietu Microsoft Office 2013.
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Wydziat Fizyki, Chemii i Farmacji

14.04.2014-17.04.2014  Wiochy, Triest, Miedzynarodowe Centrum Inzynierii

Genetycznej i Biotechnologii,
miedzynarodowe warsztaty naukowe "Workshop on RNA
Structure and Function”

GRANTY NAUKOWE

"Nowe metody okre$lania struktury drugorzedowej RNA, jako narzedzia
badania aktywnos$ci biologicznej RNA ” - projekt OPUS Narodowe Centrum
Nauki (2011/03/B/NZ1/00576), rola w projekcie: wykonawca.

"Modyfikowane pochodne chlorofili i ich hybrydowe koniugaty z RNA dla
wspotczesnej fotomedycyny” - projekt PRELUDIUM Narodowe Centrum
Nauki (2013/11/N/NZ7/00738), rola w projekcie: wykonawca.

"Nowe 3,8-dipodstawione analogi nukleozydéw purynowych o potencjalnym
zastosowaniu w badaniach strukturalnych i aktyMmosci biologicznej kwasow
nukleinowych” -  projekt SONATA  Narodowe Centrum  Nauki
(2012/05/D/ST5/03599), rola w projekcie: wykonawca.

"Termodynamiczne podstawy projektowania optymalnych funkcjonalnie,
modyfikowanych siRNA oraz ich eksperymentalna weryfikacja" - projekt
SONATA BIS 3 Narodowe Centrum Nauki (2013/10/E/NZ1/00741), rola w
projekcie: wykonawca.

"Zastosowanie 5'-trojfosforandw-2'azydo-2'-deoksynukleozydéw w badaniu
struktury drugorzedowej RNA" - projekt badawczy stuzacy rozwojowi
miodych naukowcow lub uczestnikow studiow doktoranckich w roku 2015
(Dziatalno$¢ statutowa - finansowanie MNiSW), rola w projekcie: kierownik.

"Antykoagulacyjne i antyproliferacyjne wiasciwosci nowych analogow
aptameru wigzgcego trombing” - project PRELUDIUM Narodowe centrum
Nauki (2015/19/N/NZ5/02246), rola w projekcie: kierownik.

PUBLIKACJE

L.

Kawecka W,, Kierzek R. (2013) New methods for the determination of RNA
secondary structure - preliminary results. Biotechnologia, 94(1), 78.

Kotkowiak W.. Szabat M., Kierzek R. (2013) RNA secondary structure and
methods for its determination, in: ‘Wa pograniczu chemii i biologii”,
H. Koroniak. J. Barciszewski (red.). Wydawnictwo Naukowe UAM, Poznan.
243-280.

Kotkowiak W.. Kotkowiak M., Kierzek R., Pasternak A. (2014) Unlocked

nucleic acids: implications of increased conformational flexibility for
RNA/DNA triplex formation. Biochem J., 464(2), 203-11.
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Gurda D., Handschuh L., Kotkowiak W.. Jakubowski H. (2015) Homocysteine
and its metabolites induce pro-atherogenic changes in gene expression in
human vascular endothelial cells. Amino Acids, 47(7), 1319-39.

Baranowski D., Kotkowiak W.. Kierzek R., Pasternak A. (2015) Hybridization
properties of RNA containing 8-methoxyguanosine and 8-benzyloxyguanosine.
PL0oSOne, 10(9), eOI37674.

Kotkowiak W.. Pasternak A., Kierzek R. (2016) Studies on Transcriptional
Incorporation of 5’-N-Triphosphates of 5’-Amino-5’-Deoxyribonucleosides.
PL0oSOne, 11(2), e0 148282.

Szabat M., Gudanis D., Kotkowiak W.. Gdaniec Z., Kierzek R., Pasternak A.
(2016) Thermodynamic features of structural motifs formed by P-L-RNA. PLoS
One\\{2), e0149478.

KONFERENCJE

"The determination of changes in gene expression induced by homocysteine
thiolactone as a tool for searching for cardiovascular diseases biomarkers”
Gurda D., Handschuh L. Kawecka W, Gendaszewska-Darmach E.,
Figlerowicz M., Twardowski T., Jakubowski H. 1l Ogdlnopolski Kongres
Biochemii i Biologii Komorki, 05-09.09.2011, Krakow

"Searchingfor cardiovascular diseases biomarkers by human transcriptome
analysis " Gurda D., Handschuh L., Kawecka W.. Gendaszewska-Darmach E.,
Figlerowicz M., Twardowski T., Jakubowski H. IV Kongres Biotechnologii

i konferencja EUROBIOTECH 2011, 12-15.10.2011, Krakéw

"Molecular mechanism of cardiovascular diseases development on the basis of
human transcriptome analysis” Gurda D., Handschuh L., Kawecka W,
Gendaszewska-Darmach E., Figlerowicz M., Twardowski T., Jakubowski H.
Polish-German Biochemical Societies Joint Meeting, 11-14.09.2012, Poznan

"New methods for determining the secondary structure of RNA"
Kotkowiak W,. Kierzek R. International Conference STRUCTURAL
BIOLOGY OF PLANTS AND MICROBES, 15.05.2013, Poznan

"New methods for determining the secondary structure of RNA”
Kotkowiak W.. Kierzek R. Theoretical Course “RNA Structure and Function”,
14-17.04.2014, Trieste

“Unlocked nucleic acids - the implications ofincreased conformational
fexibilityfor triplex formation” Kotkowiak W.. Kotkowiak M., Kierzek R.,
Pasternak A. XXI Round Table on Nucleosides, Nucleotides and Nucleic Acids
Chemical Biology of Nucleic Acids, 24-28.08.2014, Poznan
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"Unlocked nucleic acids - the implications of increased conformational
fexibility for triplex formation” Kotkowiak W.. Kotkowiak M., Kierzek R.,
Pasternak A. International Conference Multidisciplinary Approach to Structural
Biology. From Macromolecules to Cells, 6-7.03.2015, Poznan

e "Thermodynamic, structural and biological features of thrombin binding
aptamer modified ‘with novel UNA derivative" Kotkowiak W.. Kierzek R.,
Pasternak A. 5th International Meeting on Quadruplex Nucleic Acids,
26-28.05.2015, Talence

e "Hybridization properties of RNA containing 8-methoxyguanosine and
8-benzyloxyguanosine” Baranowski D., Kotkowiak W.. Kierzek R., Pasternak
A. 42nd International Symposium on Nucleic Acids Chemistry (ISNAC 2015),
23-25.09.2015, Himeji

* "Thermodynamic, structural and biological features of thrombin binding
aptamer modified with RNA 4-thiouridine and novel UNA derivative”
Kotkowiak W.. Kierzek R., Pasternak A. 11th Annual Meeting of the
Oligonucleotide Therapeutics Society, 11-14.10.2015, Leiden

e “Zastosowanie 5'-trjfosforandéw-2azydo-2'-deoksynukleozydéw m' badaniu
struktury drugorzedowej RNA” Kotkowiak W.. Zarebska Z., Kierzek R. I.
Wielkopolskie Sympozjum Chemii Bioorganicznej, Organicznej
i Biomateriatdw BioOrg 2015, 05.12.2015, Poznan

* "A New Class of Hybrid Conjugates as Potential Agents for Photodynamic
Therapy and Diagnosis of Cancer” Kotkowiak W,. Kotkowiak M., Pasternak
A., Dudkowiak A., Kierzek R. 7th International Conference on Drug Discovery
and Therapy, 15-18.02.2016, Dubaj

* "Thermodynamic, structural and biological features of thrombin binding
aptamer modified with RNA 4-thiouridine and novel UNA derivative”
Kotkowiak W.. Kierzek R., Pasternak A. Zebranie Plenarne Wydziatu Il Nauk
Biologicznych i Rolniczych PAN, 07.04.2016, Poznan

NAGRODY

2016 Stypendium Prezesa Polskiej Akademii Nauk za wybitne
osiagniecia

2016 Stypendium KNOW na odbycie krotkoterminowego stazu
szkoleniowo-badawczego

2015 Stypendium KNOW na udziat w krajowej lub zagranicznej
konferencji naukowej

2014-2015 Stypendium naukowe dla najlepszych doktorantdw.

Instytut Chemii Bioorganicznej PAN w Poznaniu
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201 Wyrdznienie Dziekana Wydziatu Lekarskiego Il za bardzo
dobre wyniki w nauee oraz najlepszg prace magisterska.
Uniwersytet Medyczny im. K.  Marcinkowskiego
w Poznaniu

2009-201 Stypendium naukowe,
Uniwersytet Medyczny im. K. Marcinkowskiego
w Poznaniu

Zatacznik 3. Pyta CD

P1ikiCDI-CD7

Widma dichroizmu kotowego dla wariantbw TBA zawierajgcych 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 réwnoczesng
substytucje resztami 4-tiourydyny i izoguanozyny w serii RNA (plik CD6) lub UNA
(plik CD7). Pliki wygenerowane przy uzyciu programu OriginPro 8.

Ptiki TDSI -TDS7

Réznicowe widma temperaturowe dla wariantow TBA zawierajgcych pojedyncze oraz
wielokrotne podstawienie resztami adenozyny, cytydyny, guanozyny i urydyny w serii
UNA (plik TDSI), resztami 4-tiourydyny w serii RNA (plik TDS2) lub UNA (plik
TDS3), resztami izoguanozyny w serii RNA (plik TDS4) lub UNA (plik TDS5) oraz
rownoczesng substytucje resztami 4-tiourydyny i izoguanozyny w serii RNA (plik
TDS6) lub UNA (plik TDS7). Pliki wygenerowane przy uzyciu programu OriginPro 8.

Ptiki REI -RE2

Radiogramy rozdziatow elektroforetycznych wariantow zawierajagcych pojedyncza
substytucje 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 uzyciu programu Mutli
Gauge V3.0.
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