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CEL PRACY

Wirus grypy typu A ze wzgledu na duzg zmienno$¢ genetyczng oraz latwa
transmisje stanowi powazne zagrozenie epidemiologiczne. Sezonowa grypa jest
odpowiedzialna za 290 000-650 000 zgonéw rocznie wedlug danych Swiatowe;
Organizacji Zdrowia. Najbardziej niebezpieczne sa pandemie, ktore pojawiaja si¢
sporadycznie, gdy nowe szczepy grypy zyskuja zdolno$¢ zakazania ludzi. Takg pandemia
byla grypa ,,hiszpanka” w latach 1918-1920, ktora spowodowata §mier¢ wiekszej ilosci
ludzi (50-100 milionéw) niz I wojna $wiatowa (okoto 10 milionow) i I wojna $wiatowa
(50-60 milionow) razem. Dotychczas opracowane metody zapobiegania i leczenia
infekcji nie wykazujg zadowalajacej skutecznos$ci w zwalczaniu patogenu. SzczepionKi
muszg by¢ tworzone 1 podawane co roku. Pojawiaja si¢ tez szczepy wirusa oporne na
istniejgce leki ukierunkowane na wirusowe biatka powierzchniowe. W zwigzku z tym,
istnieje konieczno$¢ prowadzenia badan, ktore pozwolg na udoskonalenie istniejacych i

poszukiwanie nowych metod terapeutycznych.

W cyklu replikacyjnym wirusa grypy kluczowa rolg pelni RNA. Genom wirusa
tworzy osiem segmentow jednoniciowego RNA 0 ujemnej polarno$ci (VRNA).
W zakazonej komorce na matrycy VRNA dochodzi do syntezy wirusowych mRNA oraz
komplementarnych RNA (cRNA), stanowigcych z kolei matryce do produkcji nowych
czgsteczek VRNA wbudowywanych w wiriony potomne. Dotychczasowe badania
pokazuja, ze struktura drugorzedowa poszczegélnych rodzajow RNA wirusowego jest
istotna dla jego funkcji, zapewnia prawidtowy przebieg cyklu replikacyjnego i wydajne
namnozenie wirusa. Z tego powodu RNA oraz jego struktura drugorzedowa moze
stanowi¢ dobry cel dla projektowania strategii inhibitorowych wymierzonych w wirusa
grypy. Szczegoélnie interesujacymi rejonami sg konserwatywne strukturalnie motywy

drugorzedowe, zachowawcze dla typu A wirusa grypy, pomimo zmienno$ci sekwencji.

Glownym celem niniejszej pracy bylo zaprojektowanie efektywnych inhibitorow
namnazania wirusa grypy typu A nakierowanych na wirusowe RNA z uwzglednieniem
jego struktury drugorzedowej. Obiektem badan byly segment 8 vRNA [(segment
genomowy (-)] oraz segment 5 (+)RNA szczepu A/California/04/2009 (HIN1). Podstawe
realizacji zamierzonego zadania stanowila gruntowna analiza danych dotyczacych

struktury drugorzedowej RNA wybranych segmentéw dla typu A wirusa grypy.



Szczegotowe cele badan byty nastepujace:

Wyznaczenie docelowych, komplementarnych rejonow dziatania
oligonukleotydéw i oligomerow 0 potencjalnych wiasciwosciach hamujgcych
namnazanie wirusa grypy (takich jak: PNA, siRNA oraz rybozymoéw typu
hammerhead) w strukturze drugorzgdowej 8 segmentu VRNA lub 5 segmentu
(+)RNA szczepu A/California/04/2009 (HIN1).

Zaprojektowanie narzedzi obejmujacych cztery strategie inhibitorowe oparte na
kwasach nukleinowych: oligomerow PNA tworzacych trypleksy, siRNA,

antysensowych oligonukleotydéw oraz rybozyméw typu hammerhead.

Whprowadzenie modyfikacji nukleotydow do czasteczek inhibitorowych w celu
poprawienia ich wilasciwosci takich jak specyficzno$§¢ wigzania do miejsca
docelowego w RNA wirusa grypy, stabilno$¢ enzymatyczna czy zdolno$¢ wnikania

do komorek.

Sprawdzenie potencjalu przeciwwirusowego zaprojektowanych inhibitoréw
poprzez przeprowadzenie testow komoérkowych na wybranym szczepie wirusa
grypy typu A, A/California/04/2009 (HIN1), w linii komérkowej MDCK (Mandin-
Darby Canine Kidney).

Wyznaczenie motywow i domen strukturalnych wybranych RNA wirusa grypy
stanowigcych skuteczne cele zastosowanych strategii inhibitorowych jako
istotnych w cyklu namnazania wirusa dla przysztych zastosowan terapeutycznych.
Okres$lenie skuteczno$ci zastosowania analizy struktury drugorzedowej RNA

I wptywu na efektywno$¢ wybranych metod inhibicji.

Porownanie skuteczno$ci poszczegdlnych strategii opartych na kwasach
nukleinowych, a takze podej$¢ nakierowanych na te same rejony RNA w celu

ujawnienia ich zalet oraz ograniczen.



STRESZCZENIE

Wirus grypy typu A jest patogenem ludzi i zwierzat, zdolnym do wywotywania
sezonowych epidemii i sporadycznych pandemii. Kazdego roku Swiatowa Organizacja
Zdrowia rejestruje 3-5 milionéw przypadkow cigzkich zachorowan u ludzi oraz 290 000-
650 000 zgondéw u pacjentow zakazonych wirusem. Przyczyniaja si¢ do tego duza
zmienno$¢ genetyczna wirusa grypy oraz tatwos$¢ jego transmisji, ktore decyduja
0 zmniejszonej skutecznos$ci szczepien ochronnych oraz lekow dedykowanych wirusowi
grypy. Ze wzgledu na powazne zagrozenie dla zdrowia publicznego, jakie stanowi wirus
istnieje konieczno$¢ poszukiwania nowych strategii pozwalajacych na ograniczenie jego

rozprzestrzeniania.

Genom wirusa grypy sklada si¢ z oSmiu segmentow RNA o ujemnej polarnosci.
Kazdy z segmentow stanowi odrebng jednostke replikacyjno-transkrypcyjng i koduje
okreslone biatka wirusowe. Dotychczas ustalono, ze segmenty formuja ztozone struktury
drugorzgdowe, ktére wykazujg zachowawczo$¢ posrod szczepow wirusa. Wykazano
takze, ze konkretne motywy moga petnic istotne funkcje w cyklu replikacyjnym wirusa.
Rola niektorych motywoéw strukturalnych RNA wirusowego zostala potwierdzona
eksperymentalnie. Ze wzgledu na swoje funkcjonalne znaczenie RNA stanowi dobry cel
dla potencjalnych nowych strategii przeciwwirusowych.

W niniejszej pracy zaprojektowano szereg narzedzi oligonukleotydowych - PNA
formujace trypleksy, siRNA, antysensowe oligonukleotydy oraz rybozymy typu
hammerhead, ktorych zadaniem bylo hamowanie namnazania wirusa grypy typu A.
Podstawg projektowania strategii byla dogle¢bna analiza danych strukturalnych
dotyczacych miejsc docelowego dziatania w RNA wirusowym. Strategie nakierowane
zostaly na wybrane konserwatywne motywy strukturalne i domeny vVRNA segmentu 8
oraz (+)RNA segmentu 5 wirusa, ktére mogg mie¢ znaczenie funkcjonalne w jego cyklu
replikacyjnym. Do narzegdzi oligonukleotydowych wprowadzono réwniez modyfikacje
nukleotydow, aby poprawi¢ wlasciwosci takie jak specyficzno$¢ wigzania do miejsca
docelowego, stabilno$¢ enzymatyczna czy zdolnos¢ wnikania do komoérek. Aktywnosé
przeciwwirusowa zaprojektowanych czasteczek zbadano na linii komoérkowej MDCK
infekowanej wirusem grypy szczepu A/California/04/2009 (H1N1). Wyniki wskazuja, ze
wszystkie zastosowane strategie majg potencjal hamowania namnazania wirusa grypy
poprzez celowanie w RNA wirusowe. Maksymalny efekt inhibicji na poziomie 90%

zostal osiagniety przez siRNA 613 i 682 w stosunkowo niskim stg¢zeniu (8 nM).
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Czasteczki te byly nakierowane na konserwatywne rejony struktury drugorzedowej
MRNAS5 wirusa grypy, odpowiednio 613-631 i 682-700. Najbardziej wydajne
zZ testowanych rybozymow dziataty w obrgbie tych samych domen co wymienione wyzej
SiIRNA. RZ6A i RZ6C zahamowaly namnazanie wirusa grypy o odpowiednio 43% i 49%.
Natomiast, koniugat PNA-neamina IR-1b o najwigkszym potencjale inhibitorowym
nakierowany byt na rejon panhandle. W badaniach komérkowych hamowat namnazanie
wirusa grypy nawet do 70%. Wysoka aktywnos$¢ przeciwwirusowg uzyskaty rowniez
modyfikowane warianty siRNA 613 zawierajgce 2’-fluororybonukleotydy oraz

internukleotydowe tiofosforany.

Konserwatywne motywy strukturalne RNA wirusa stanowig dobry cel dla
strategii przeciwwirusowych. Istotne znaczenie, dla aktywnos$ci czgsteczek inhibitoréw
ma jednak odpowiedni dobor sekwencji i strukturalnego kontekstu miejsca docelowego
dziatania. Poszczegdlne podejscia wykazuja odmienne zalety i ograniczenia, ktore musza
zosta¢ uwzglednione w celu ich efektywnego zastosowania. Przeprowadzone badania
wnoszg nowe informacje na temat biologii wirusa grypy oraz strukturalnych
uwarunkowan jego inhibicji. Wskazuja, ze naruszenie struktury i funkcji RNA,
a W szczegolnosci konserwatywnych motywow strukturalnych ma istotny wpltyw na
replikacj¢ wirusa. Uzyskane rezultaty przyczyniaja si¢ takze do tworzenia
eksperymentalnych podstaw dla projektowania skutecznych i specyficznych strategii

0 potencjale terapeutycznym.



ABSTRACT

Influenza A virus is a human and animal pathogen, capable of causing seasonal
epidemics and sporadic pandemics. Each year the World Health Organization registers 3-
5 million severe cases and 290,000-650,000 deaths in patients infected with the virus.
This is a result of high genetic variability of the influenza virus and the ease of its
transmission, which contribute to the reduced effectiveness of protective vaccination and
anti-influenza drugs. Due to the serious public health threat posed by the virus, there is

a necessity to search for new strategies to limit the influenza spread.

The influenza virus genome consists of eight negative-sense RNA segments. Each
segment is a separate replication-transcription unit and codes for specific viral proteins.
To date, it has been found that segments form complex secondary structures that are
conservative among viral strains. It has also been shown that specific motifs can perform
important functions in the viral replication cycle. The role of some structural motifs of
viral RNA has been confirmed experimentally. Due to its functional role, RNA serves as

a good target for potential new antiviral strategies.

In this work, a number of oligonucleotide tools — triplex forming PNAs, sSiRNAs,
antisense oligonucleotides and hammerhead ribozymes were designed to inhibit the
proliferation of influenza A virus. Thorough analysis of the structural data on target sites
in viral RNA served as a basis for design of listed approaches. The strategies were
targeting selected conserved structural motifs and domains of influenza segment 8 vVRNA
and segment 5 (+)RNA, which may have functional meaning in viral replication cycle.
Also, nucleotide modifications were introduced into the oligonucleotide tools to improve
properties such as target-site binding specificity, enzymatic stability or the ability to
penetrate into the cells. The antiviral activity of the designed molecules was tested on the
MDCK cell line infected with the influenza virus strain A/California/04/2009 (H1N1).
The results indicate that all applied strategies have the potential to inhibit proliferation of
the influenza virus by targeting viral RNAs. The maximum inhibition effect of 90% was
achieved by siRNA 613 and 682 at a relatively low concentration (8 nM). These
molecules targeted the conserved secondary structure regions of influenza virus mMRNADJ,
613-631 and 682-700, respectively. The most efficient of the tested ribozymes targeted
the same domains as the above-mentioned siRNAs. RZ6A and RZ6C inhibited influenza
virus proliferation by 43% and 49%, respectively. While, the PNA-neamine conjugate

IR-1b with the highest inhibitory potential was directed to the panhandle region. In the
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cell culture studies, it inhibited the propagation of influenza virus by up to 70%. Also
modified variants of SIRNA 613 containing 2’-fluororibonucleotides and internucleotide

thiophosphates presented high antiviral activity.

The conserved viral RNA structural motifs are a good target for antiviral
strategies. However, the proper selection of the sequence and structural context of the
target site is essential for the activity of the inhibitory molecules. Various approaches
show different advantages and limitations that must be considered for their effective
application. The conducted research brings new information on the biology of the
influenza virus and structural determinants of its inhibition. It indicates that the disruption
of structure and function of RNA, in particular conservative structural motifs, has
a significant impact on viral replication. The obtained results also contribute to the
development of experimental foundations for the design of effective and specific antiviral

strategies with therapeutic potential.
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WSTEP LITERATUROWY
1. Wprowadzenie

Wirus grypy typu A to patogen ludzi i zwierzat bedacy przyczyng sezonowych
epidemii oraz sporadycznych pandemii. Zgodnie z doniesieniami Swiatowej Organizacji
Zdrowia na calym $wiecie rocznie odnotowuje si¢ okolo 1 biliona przypadkow
zachorowan wérdd ludzi, z czego 3-5 milionow stanowig ciezkie przypadki.! Szacuje sie,
ze 290 000-650 000 pacjentow umiera w wyniku zakazenia wirusem grypy. Od lat
patogen stanowi powazne wyzwanie dla zdrowia publicznego. Przyczyng jest tatwosc
rozprzestrzeniania i duza zmienno$¢ genetyczna wirusa, ktora powoduje, ze dostepne
szczepionki oraz leki nie s3 w pehni skuteczne.? Wirus grypy w toku ewolucji wyksztalcit
szereg mechanizmow, ktore pozwolity mu na ucieczke przed mechanizmami obronnymi

gospodarza oraz zwalczajacymi strategiami terapeutycznymi.

Kluczowe znaczenie dla zdolnos$ci adaptacyjnych do niekorzystnych warunkow
srodowiska ma genom wirusa. Sklada si¢ on z o$miu segmentéw jednoniciowego RNA
0 ujemnej polarnosci (VRNA), kodujacych biatka wirusowe.>® Segmenty 1-3 koduja
podjednostki heterotrymerycznej polimerazy wirusowej (kolejno PB2, PB1, PA), ktora
przytacza si¢ do czg$ciowo parujacych koncow 5° i 3” kazdego z segmentow. Polimeraza
wraz z licznymi kopiami biatka nukleoproteiny (NP), kodowanej przez segment 5, oraz
VRNA tworzy kompleks rybonukleoproteinowy (VRNP). Kazdy z nich stanowi odr¢bng
1 niezalezng jednostke replikacyjno-transkrypcyjna. Kompleksy w wirionie otoczone s3
przez biatko strukturalne M1 powstajace z segmentu 7. Zewngtrzng warstwe pokrywajaca
biatlkowy ptaszcz stanowi otoczka lipidowa. Wirus wyposazony jest w antygeny
powierzchniowe - hemaglutyning (HA) i neuraminidaz¢ (NA) - zakotwiczone
w dwuwarstwie lipidowej, kodowane odpowiednio przez segment 4 i 6. Towarzyszy im
kanat jonowy M2 powstajacy w wyniku alternatywnego sktadania transkryptow
segmentu 7. W analogiczny sposob powstajg dwa biatka niestrukturalne NS1 oraz
NS2/NEP kodowane przez segment 8. Do ich podstawowych funkcji nalezy odpowiednio
hamowanie odpowiedzi interferonowej uktadu immunologicznego gospodarza oraz
sygnalizacja eksportu jadrowego. Budowa wirionu i VRNP przedstawiona jest na

Rycinie 1.
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NEP
otoczka lipidowa

M1

Rycina 1. Schemat budowy wirionu oraz VRNP wirusa grypy typu A.°

Segmentowana organizacja genomu Wwirusowego Sprzyja procesowi wymiany
poszczegolnych czasteczek RNA pomiedzy szczepami wirusa grypy.” 8 Przetasowanie
nastgpuje pomig¢dzy wirusami infekujacymi komorki tego samego gospodarza. Zjawisko
to zwane skokiem antygenowym prowadzi do powstania nowych, potencjalnie
niebezpiecznych szczepow wirusa. Moga by¢ to szczepy pandemiczne, ktore
charakteryzuja si¢ zdolnoscia do wywotywania wysokiej zachorowalnosci
I $miertelno$ci. Drugim Zrodtem zmiennosci genetycznej wirusa grypy jest przesunigcie
antygenowe. Polega ono na akumulacji mutacji punktowych skutkujacych zmianami
antygenow wirusowych. Najwiekszag zmienno$¢ genetyczng wykazuja antygeny
powierzchniowe wirusa pod postacia HA i NA. Powstajace nowe warianty bialek
utrudniajg rozpoznawanie wirusa przez uklad odpornosciowy gospodarza. Przyczyniaja

sie rowniez do spadku skuteczno$ci szczepien ochronnych oraz lekow.

Z biologicznego punktu widzenia infekcja wirusowa to seria procesow, ktore
umozliwiaja namnozenie patogenu oraz jego dalsza transmisje.>> ® 1 Wirus grypy
przenosi si¢ droga kropelkowa i1 osiada na powierzchni komoérek potencjalnego
gospodarza. Powierzchniowe biatko wirusa HA wigze si¢ z kwasem sjalowym
glikoprotein i glikolipidow btony komodrkowej. Zakres infekowanych gospodarzy
podyktowany jest réznicami w specyficznosci wigzania przez HA nalezace do réznych
szczepOw. Szczepy infekujace cztowieka wykazujg preferencje rozpoznawania kwasu

sjalowego potaczonego z galaktozg wigzaniem a2,6-glikozydowym obecnym na
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powierzchni komorek gornego uktadu oddechowego. Szczepy ptasie preferujg natomiast
wigzanie 02,3-glikozydowe, charakterystyczne dla komorek jelita, w ktorych replikuja.
Wejscie do wnetrza komorki gospodarza nastepuje poprzez endocytozg. W niskim pH
poznego endosomu HA przechodzi nieodwracalng przemian¢ konformacyjng, dzieki
ktérej mozliwa jest fuzja blony endosomu z otoczka wirusa. Funkcje wspierajaca petni
osadzony w otoczce kanal jonowy M2. Przeplyw protondéw ta droga zmniejsza pH
wnetrza wirionu 1 powoduje dysocjacje biatka strukturalnego M1 i vVRNP. W ten sposob
vRNP uwalniane sg do cytoplazmy, z ktorej za posrednictwem komorkowych importyn
dostajg si¢ do jadra komoérkowego. W tej czgsci komorki zachodza kluczowe dla wirusa
procesy- replikacja i transkrypcja. Obie reakcje katalizowane sg przez wirusowa RNA-
zalezng polimeraz¢ RNA. Po wniknieciu do jadra komodrkowego rozpoczyna si¢
transkrypcja VRNA z udziatlem zlozonej z trzech podjednostek polimerazy wirusowej.
Reakcja prowadzi do powstania wirusowych mRNA, begdacych matryca dla syntezy
biatek wirusowych. Proces inicjowany jest poprzez wigzanie podjednostki polimerazy
PB2 do czapeczki 5’ obecnej w RNA gospodarza. Endonukleazowa aktywnos¢
podjednostki PA pozwala na odciecie czapeczki wraz z kilkunastoma przylegajacymi
nukleotydami (z ang. cap-snatching). Pozyskany fragment stanowi starter dla syntezy
mRNA wirusowego przez podjednostke PB1 o aktywnos$ci polimerazy. Na koncu 3’
mRNA znajduje si¢ ogon poli(A) powstajacy w wyniku przesuwania polimerazy po ciggu
poli(U) ulokowanym kilkanascie nukleotydow przed koncem 3° vRNA. Obrobka
posttranskrypcyjna odbywa si¢ z wykorzystaniem maszynerii komorkowej gospodarza.
Swoj udziat ma w niej takze prawdopodobnie biatko NS1, wigzac si¢ do czynnikow

zaangazowanych w formowanie spliceosomu.

Nastepujaca w kolejnej fazie cyklu biosynteza bialek wymaga eksportu mRNA
Zjadra do cytoplazmy.®> ¥ Na tym etapie wirus rowniez wykorzystuje system
gospodarza. Dotychczasowe badania wykazaly, ze w wyniku infekcji wirusowe;j
produkcja biatek komorkowych jest ograniczona. Przyczynia si¢ do tego interakcja biatek
wirusowych - NS1 i polimerazy - z biatkami komoérkowymi zwiazanymi z poliadenylacja,
a takze z komorkowa polimeraza 11, prowadzaca do dysfunkcji. Dodatkowo, pozbawienie
komoérkowych RNA czapeczek przez wirusowag polimeraze skutkuje gwaltownag
degradacja powstatych juz transkryptow. Blokowanie translacji biatek komoérkowych
moze nastegpowal takze przez wigzanie NS1 do czynnikéw translacyjnych. Niektore

nowozsytetyzowane biatka wirusowe s3 ponownie importowane do jadra dzieki
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obecnos$ci w ich sekwencji sygnatéw lokalizacji jadrowej. Podjednostki polimerazy

wirusowej oraz NP petnig tam funkcj¢ katalizatorow replikacji i transkrypcji.

Replikacja genomowego VRNA jest procesem dwuetapowym i nie wymaga
obecnosci startera.’ W jej wyniku powstaja najpierw komplementarne cRNA. Sa to kopie
RNA o dodatniej polarnosci, stanowigce produkt posredni i petnigce rolg matrycy do
amplifikacji VRNA. W momencie terminacji syntezy cRNA polimeraza musi odlaczy¢
si¢ od miejsca wigzania na koncu 5’ VRNA, aby zapewni¢ jego powielenie. Przebieg tego
ostatniego etapu amplifikacji nie zostat jeszcze poznany. Peinej dlugosci cRNA formuje
CRNP 0 budowie podobnej do VRNP taczac si¢ z polimeraza i biatkiem NP. MI,
NEP/NS2 oraz NS1 wraz z czynnikami komérkowymi biorg udziat w eksporcie vVRNP
I mRNA z jadra komorkowego.

W kolejnym etapie elementy niezbedne do formowania wiriondw potomnych
gromadza si¢ w poblizu blony komorkowej.> # Glikoproteiny powierzchniowe asocjuja
zobecnymi w blonie raftami lipidowymi bgdgcymi miejscem tzw. paczkowania
wirionéw. W kazdym potomnym wirionie musi znalez¢ si¢ tylko jedna kopia kazdego
zo$miu VRNP. Proces ten wymaga precyzyjnej regulacji i kontroli. Pelna gama
zaangazowanych interakcji RNA-RNA oraz RNA-biatko pozostaje nieznana, cho¢ wiele
takich interakcji zostato zdefiniowanych. Wyniki prowadzonych badan przemawiajg za
tzw. selektywnym modelem pakowania segmentdow do wiriondéw potomnych.!!
Dotychczas udato si¢ ustali¢, ze w procesie tym uczestniczg sygnaly pakowania obecne
w okreslonych rejonach sekwencji RNA. Dane eksperymentalne wskazuja na
zaangazowanie wielu takich sekwencji w sktadanie wirionow.*® Znajduja si¢ one
zarowno w rejonach terminalnych segmentéw jak i1 ich czg$ciach wewngtrznych.
Postuluje si¢ wystepowanie réznic pomiedzy poszczegdlnymi szczepami. Podstawg tej
hipotezy stata si¢ identyfikacja mutacji, ktore zostaty opisane jako krytyczne dla wirusa
grypy okreslonego szczepu, jednak byly tolerowane u innego. W drugim przypadku
dopiero kombinacja kilku zmian prowadzitla do zaburzenia replikacji 1 pakowania.
Zarowno ta obserwacja, jak i sam fakt wystgpowania zmiennos$ci genetycznej wirusow
pokazuje, ze sie¢ interakcji musi wykazywa¢ pewien stopien elastyczno$ci
i prawdopodobnie podlega adaptacji.!**® W pakowaniu role odgrywa takze biatko NP.
Wykazano, ze substytucja siedmiu aminokwasoOw w domenie glowy wplywa na
zaklocenie wlaczania do wiriondw czterech segmentdw.!! Potencjalny mechanizm moze

opiera¢ si¢ na zmianie zdolno$ci wigzania NP do RNA, poniewaz mutacje wystepuja
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blisko przewidywanego miejsca wigzania RNA. W konsekwencji, reorganizacji moze
ulega¢ funkcjonowanie wielu sekwencji pakujacych oraz interakcje RNA-RNA lub
pomiedzy vVRNP. Postulowany jest rowniez udziat biatka M1, ktére oddziatuje z btonami
lipidowymi, VRNP oraz NS2/NEP. Niektore doniesienia wSkazuja na rol¢ domeny
cytoplazmatycznej M2 w pakowaniu VRNP.

Finalnie, dochodzi do uwypuklenia btony komodrkowej na zewnatrz
i odpaczkowania wirionu.®> 4 Otoczka lipidowa, w ktorej zakotwiczone s biatka
powierzchniowe wirusa wywodzi si¢ z blony komorkowej gospodarza. Na poczatku
wirus pozostaje zwigzany swoimi glikoproteinami z kwasem sjalowym na powierzchni
komorek gospodarza. Uruchomienie aktywno$ci NA pozwala na rozcigcie tych potaczen,
uwolnienie wirionéw 1 jednoczesne powstrzymanie ich agregacji. Prawidlowo zlozone,
nowopowstale wirusy s3 zdolne do dalszej ekspansji i zakazania kolejnych komodrek. Na
wielu etapach cyklu replikacyjnego wirusa wazng funkcje spetniajg czynniki komoérkowe,

ktore biorg udziat w procesach sterowanych przez wirusa.
2. Rola struktury RNA w cyklu replikacyjnym wirusa grypy

W cyklu replikacyjnym wirusa grypy RNA jest jedynym no$nikiem informacji
genetycznej. Korelacja pomiedzy jego strukturg a petniong funkcja od lat jest obiektem
intensywnych badan, w ktorych wykorzystuje si¢ zarowno analizy bioinformatyczne, jak
I podejscia eksperymentalne. Liczne doniesienia wykazuja istotne znaczenie biologiczne
struktury drugorzedowej wirusowego RNA dla kluczowych procesow w cyklu
replikacyjnym patogenu.’® Przypisuje sie jej role w interakcjach RNA-RNA (np.
w trakcie pakowania wiriondw potomnych), wigzaniu biatek i rekrutacji enzymow
modyfikujacych nukleotydy (aby unikna¢ mechanizméw obronnych gospodarza). Do
zadan struktury moze naleze¢ takze regulacja aktywno$ci polimerazy, szybko$ci
replikacji i transkrypcji, alternatywnego sktadania transkryptéow i translacji.®
Interesujacymi z punktu widzenia roli funkcjonalnej sg zarowno elementy wspdlne, czyli
zachowawcze posrod segmentdow 1 szczepoéw, jak 1 te ulegajace zmianom
konformacyjnym i rearanzacjom pod wplywem réznych czynnikow. Kluczowa cechg
pomagajaca w rozrdznieniu tych dwoch grup jest ocena stabilno$ci termodynamicznej

poszczegbdlnych motywow strukturalnych.

Najlepiej poznanym dotad motywem struktury drugorzedowej RNA wirusa grypy

jest region promotorowy powstajacy przez czgsciowe parowanie koncow 5’ 1 3’ kazdego

16



z genomowych segmentow.® Jest to rejon wystepowania wysoce konserwatywnych
sekwencji o niepelnej komplementarnosci, determinujacych cyrkularny charakter
komplekséw RNP. Obejmuje on 13 nukleotydow konca 5° oraz 12 od strony 3’, ktore sg
miejscem wigzania polimerazy wirusowej. Zostaty zaproponowane az cztery mozliwe
warianty struktury drugorzedowej promotora, ktére maja pewne cechy wspdlne.l’%
Charakterystyczna dla tego rejonu jest struktura znana pod nazwa panhandle.!” '8 Sktada
si¢ z podwojne] helisy zawierajacej niekanoniczne pary GU, wewnetrznego
pojedynczego niesparowania oraz jednostronnego wybrzuszenia. Obecno$¢ motywu
zostala potwierdzona w drugorzedowych strukturach segmentow otrzymanych w wyniku
badan in vitro.®%" Postuluje sie, ze panhandle ma charakter dynamiczny i ulega
przemodelowaniu na roéznych etapach cyklu replikacyjnego wirusa, w zalezno$ci od
pelionych funkcji (Rycina 2). Prawdopodobnie, motyw panhandle wystepuje gdy
nieobecna jest wirusowa polimeraza. Natomiast, jest przez nig rozpoznawany i ulega
rearanzacjom strukturalnym dopiero po przylaczeniu enzymu. Odpowiada to zalozeniom
hierarchicznego modelu faldowania RNA, w ktérym struktura drugorzedowa formuje si¢
btyskawicznie, zanim utworzone zostang VRNP. W konsekwencji motywy struktury
drugorzedowej wykazujace duza stabilno$¢ termodynamiczng mogg mie¢ wpltyw na
interakcje RNA z biatkami. Kolejnym proponowanym modelem jest tzw. fork, w ktorym
rozpleceniu ulega terminalna cze$¢ helisy proponowana w panhandle.?® Zostat on
opisany jako wariant wystepujacy w momencie inicjacji transkrypcji gdy czgsciowe
rozplecenie koficow 5° i 3’ pozwala na przytaczenie polimerazy.?! Alternatywe stanowi
model typu corkscrew zaktadajacy, ze konce 5’ i 3’ zawierajg skrocony fragment
helikalny oraz dwa symetryczne motywy spinkowe o krétkich trzonach.?? Obecnos¢
spinki na koncu 5’ oraz dalszych parujacych si¢ zasad warunkuje aktywno$é
endonukleazowg polimerazy wirusowej.?® 2 Negatywny wptyw mutacji na koficu 3’ na
ten proces moze wskazywaé na obecno$¢ spinki w rejonie 3°. Struktura krystaliczna
uzyskana dla kompleksu promotor-polimeraza wykazuje, ze organizacja koncow RNA
przypomina model corkscrew.?* Réznice stanowi koniec 3°, ktory jest jednoniciowy
I taczy si¢ z polimeraza dajac podstawy do wystegpowania modelu typu hook.
Odpowiedniej organizacji strukturalnej promotora przypisuje si¢ rol¢ w procesie
przenoszenia czapeczki z konca 5° RNA pochodzenia komoérkowego do syntezy
transkryptow wirusowych. Parowanie koncoéw segmentéw jest rowniez istotne dla
poliadenylacji konica 3> mRNA wirusowego. Struktury znajdujace si¢ w tym rejonie,

W szczegblnosci spinka na koncu 5°, moga stanowi¢ zawade sterczyng dla polimerazy
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przesuwajacej si¢ po ciagu poli(U), jednoczesnie nie pozwalajac jej na odtaczenie si¢ od
VRNA.3 3 Postuluje sie, ze przetaczenie funkcji polimerazy wirusowej pomiedzy
transkrypcjg a replikacja pokierowane jest zmianami strukturalnymi w rejonie
promotorowym. Dodatkowo, na koficach 5’ i 3” wykazano obecno$¢ istotnych sygnatow
pakowania wirionéw. Parujacy si¢ rejon promotora moze by¢ wydluzony w strong
wnetrza czasteczki w zaleznos$ci od segmentu. Eksperymenty z uzyciem mutagenezy
wskazaly, ze pary te mogg mie¢ znaczenie dla pakowania segmentow do wirionow
potomnych, transkrypcji i replikaciji.®? Dotychczasowe badania nie pozwolily jeszcze
w pelni wyjasni¢ funkcji wszystkich obserwowanych cech promotora. Wystepowanie
podobnych terminalnych motywow strukturalnych zaobserwowano nie tylko dla wirusow
z rodziny Orthomyxoviridae, do ktorej nalezy wirus grypy, ale réwniez dla innych

wirusow posiadajacych genom RNA o ujemnej polarnosci.®

panhandle fork
5 AGUAGAAACAAGGUG... % AGUAGAAACAAGGUG
HERRRA (11 T
3 UCGUUUUG UCCAC... , UCCAC...
3’ UCGUUUUCG
corkscrew hook
GA G A
A A A A
(LSJ é Uu A
5A°  AAGGUG.. 5A° © arcGUGUUULU..
(111 RN
33U UCCAC... UCCAC...
C G 3' UCGUUUUCG
G C
) U
Uuu

Rycina 2. Warianty strukturalne 5’ i 3’ terminalnych rejonéw segmentow vRNA.

Terminalny promotor o czg¢sciowo dwuniciowej organizacji podobnej do VRNA
jest obecny takze w cRNA.33 Jest on wymagany do syntezy VRNA wirionéw potomnych.
Ze wzgledu na roznice sekwencyjno-strukturalne pomigdzy terminalnymi rejonami,
panhandle cRNA jest mniej stabilny od vRNA. Cecha ta moze by¢ podstawg rozroéznienia
dwoch populacji wirusowego RNA.?2 34 Ma to znaczenie z punktu widzenia dziatania
polimerazy, a takze selektywnego pakowania VRNP do wiriondw potomnych. Podobnie

do VRNA promotor cRNA moze przyjmowaé rozne struktury w obecnosci wirusowej
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polimerazy. Wykazano, ze jedynie motyw spinkowy na koncu 5’ CRNA wymagany jest

do aktywnosci polimerazy, jak w modelu hook.%®

Rejon promotorowy to element istotny nie tylko dla dziatania komponentow
wirusowych, ale takze dla interakcji z gospodarzem. Jest to fragment RNA rozpoznawany
przez receptor immunologiczny RIG-I aktywujacy kaskade sygnatowa indukujaca
produkcje interferonu.3® Wykazano, ze obecnoéé niesparowan w jego obrebie wptywa
hamujaco na odpowiedz odpornosciowa gospodarza. Struktura rejonu promotorowego
jest zatem ewolucyjnie wyksztalconym przez wirusa kompromisem, ktory zapewnia
prawidtowe wigzanie 1 dziatanie polimerazy wirusowej oraz jednoczesne uniknigcie

gwaltownej reakcji obronnej infekowanego organizmu.

Wewngetrzne rejony segmentéw nalezag do mniej poznanych strukturalnie
obszarow RNA wirusowego. Dotychczas zaproponowane zostaty modele struktur oparte
na danych eksperymentalnych pochodzacych z mapowan chemicznych, mapowan przy
pomocy macierzy izoenegetycznych, badan miejsc dostepnych dla hybrydyzacji
oligonukelotydow DNA z uzyciem RNazy H oraz minimalizacji energii swobodnej
w przewidywaniu struktury i analiz bioinformatycznych.?>?"37-3 Badania in vitro niosa
jednak pewne ograniczenia. Struktury drugorzedowe pozbawione sa oddziatywan
z biatkami oraz innymi czynnikami, ktére moga wptywac na ostateczng przestrzenng
organizacj¢ RNA. Z drugiej jednak strony mapowania in cellulo lub in vivo przysparzaja
trudnosci w interpretacji wynikow. Brak modyfikacji chemicznej lub dostepnosci
nukleotydow moze wynika¢ z istnienia dodatkowych interakcji, nie za$ zaangazowania
w tworzenie struktury drugorzedowej. Wiele zadan w cyklu replikacyjnym wirusa
znajduje si¢ pod kontrolg ztozonych interakcji pomiedzy elementami zakodowanymi
W genomie wirusa 1 dostarczanymi przez zakazong komorke. Sondy mikromacierzowe
i oligonukleotydy DNA aktywujace RNaze H uzupehlniaja informacje uzyskane
W mapowaniach, poniewaz w przeciwienstwie do reagentow chemicznych majg zdolnos¢
zaktocania stabych interakcji trzeciorzegdowych. Dzigki tej metodzie, wystepowanie
potencjalnych oddziatywan miedzyczgsteczkowych w rejonach jednoniciowych lub
dynamicznych strukturalnie zostaje uprawdopodobnione. Wyniki do$wiadczen
przeprowadzonych na nagim VRNA wspierane sa przez analizy bioinformatyczne

o charakterze strukturalno-sekwencyjnym,2>-27.37-3

Badania in vitro wykazaty, ze struktura drugorzgdowa petnej dlugosci segmentow
genomowych VRNAS, VRNA7, vVRNAS8 (Rycina 3) oraz (+)RNAS jest ztozona i ma
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charakter domenowy.? 26 37 38 Motywy struktury drugorzedowej moga tworzyé sie
lokalnie lub obejmowa¢ oddziatywania dalekiego zasiggu. Obecne sg liczne motywy
spinkowe, ktore wystepuja powszechnie w istotnych biologicznie RNA 1 mogg petnié
roznorodne funkcje. Rejony helikalne segmentéw oddzielone sa od siebie licznymi
wybrzuszeniami 1 petlami jednoniciowymi, ktore stanowig miejsca potencjalnych
interakcji o znaczeniu funkcjonalnym. Analiza struktury w obrebie sygnatéw pakowania
zbadanych VRNA wykazata obecno$¢ konserwatywnych motywow strukturalnych.
Jednoniciowe lub dynamiczne strukturalnie fragmenty VRNA mogg by¢ zaangazowane
w interakcje zapewniajace specyficzne pakowanie segmentow do wirionow. Wiadomym

jest, ze sieci powigzan sa specyficzne dla poszczegolnych szczepdw wirusa. 12

Za znaczeniem struktury drugorzedowej RNA wirusa grypy przemawia fakt, ze
pomimo duzej zmienno$ci genetycznej wirusa wigkszo$¢ motywow strukturalnych
zostaje zachowana, zgodnie z wynikami analiz bioinformatycznych o charakterze
sekwencyjno-strukturalnym.? 26 3739 QObserwuje sic wystgpowanie mutacji
kompensacyjnych, spéjnych z przewidywana strukturg. Mutacje pojawiajace si¢
w rejonach konserwatywnych zwykle pozwalaja na zachowanie kanonicznych par zasad.
Ponadto, odnotowano, ze niektore zmiany powstajace w wyniku skoku antygenowego
zachodza z wicksza czestoscia od innych.* Jest to rezultat spojny z eksperymentami
mutagenezy pokazujacymi, ze Scisle okreslone mutacje moga wptywaé na zdolnosé
wirusa do namnazania.** Efekt ten obserwowano po wprowadzeniu mutacji
synonimicznych do VRNA7, ktore zaburzaty strukture drugorzedowa konserwatywnych
spinek.*! Dlatego, preferowane sa zmiany, ktore pozwalaja na zachowanie prawidlowych
funkcji RNA i biatek oraz ich interakcji. Badania struktury prowadzone w réznych
warunkach temperaturowych pozwalaja wskaza¢ motywy lub rejony RNA o wysokiej
stabilno$ci termodynamicznej oraz takie, ktore sg bardziej dynamiczne i mogg ulegaé
rearanzacjom.”> 2% 3 Zmiany te mogg mieé szczegdlne znaczenie, poniewaz szczepy
wirusa grypy infekuja szereg gospodarzy. W zwigzku z tym namnazajg si¢ w réznym
zakresie temperaturowym. Zmiany te moga mie¢ znaczenie adaptacyjne, a ich

doktadniejsze poznanie wplyna¢ na zdolnos$¢ przewidywania toru ewolucji szczepow.
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Rycina 3. Struktura drugorzedowa VRNAS szczepu A/Vietnam/1203/2004.3” Kolorami oznaczono miejsca wystepowania silnych lub $rednich
sygnatow mapowan chemicznych, wigzania sond mikromacierzowych oraz silnego cigcia w obecnosci RNazy H.
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Odwrotna komplementarnos¢ VvRNA 1 cRNA skutkuje mozliwoscia
wystepowania tzw. struktur lustrzanych. Réznice strukturalne sg natomiast potencjalnymi
czynnikami pozwalajagcymi na rozroznienie nici RNA. Zgodnie z przewidywaniami,
jedyne opublikowane dotad petnej dlugosci modele struktur drugorzedowych (-)RNA5S

i (HRNAS wykazuja pewne podobienstwa. > 38

Struktury lustrzane dotycza
W szczegoblnosci rejondw sekwencji pakowania. Los tych dwodch czasteczek w komorce
jest jednak catkowicie odmienny. Jedynie VRNA podlega pakowaniu do wirionow
potomnych, podczas gdy cRNA ulega degradacji. Biatko MI, ktére uczestniczy
W pakowaniu rozpoznaje VRNP, nie za§ cRNP. Wnioskuje si¢ zatem, ze procesy te
sterowane sg przez zaroOwno sekwencje jak 1 strukture pozwalajace na wiasciwe

rozréznienie populacji RNA wirusowego.?> 38

Istotne dla funkcji motywy struktury drugorz¢dowej sa takze obecne
w wirusowym mRNA. Z uzyciem metod bioinformatycznych zidentyfikowano
w segmencie 8 rejon zachowawczy strukturalnie po$rod szczepow wirusa grypy typu A,
a takze typu B. Nukleotydy 524-574 formuja motyw spinki do wloséw, ktéra moze
przyjaé alternatywna konformacje w postaci pseudowezta (Rycina 4A).*? Lokalizacja
motywu w pre-mRNA w poblizu miejsca 3’ splicingowego sugeruje, ze moze on petnic
funkcje regulatorowe w procesie alternatywnego sktadania transkryptow. Wprowadzenie
mutacji zaburzajacych strukture motywu wptyneto na ograniczenie produkcji transkryptu
NS2/NEP oraz replikacji wirusa. Podobne badania byty prowadzone w rejonie konca 5’
tegoz mRNA formujacego petle wieloramienne (Rycina 5A).** W tym wypadku zmiany
struktury skutkowaty zmniejszong transkrypcja NS1. W tym samym rejonie
zaproponowano alternatywng strukture, w ktorej petle ulegaja rearanzacji.** Trzecia
przewidywana struktura to pojedyncza, wydtuzona spinka do wtosoéw, ktorej obecnos¢
zostata potwierdzona metodami chemicznego mapowania i macierzy izoenergetycznych

w warunkach in vitro oraz analizami bioinformatycznymi.*®

W wyniku alternatywnego skladania powstajg takze biatka kodowane przez
segment 7. W rejonie miejsca 3’ alternatywnego sktadania zarejestrowano wystepowanie
podobnej rownowagi pomigedzy motywem dwoch spinek do wloséw a pseudoweziem jak
w segmencie 8 (Rycina 4B).** Motywy te zostaty przewidziane bioinformatycznie
I potwierdzone metodami eksperymentalnymi. Rejon za miejscem sktadania 5° rowniez
zostal poddany badaniom 1 stwierdzono, Zze moze przyjmowaé strukture petli

wieloramiennej lub alternatywnej wydhizonej spinki do wlosow (Rycina 5B).* 46
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Mapowanie chemiczne i enzymatyczne, mutageneza oraz NMR przemawiaja jednak za
obecnos$cig petli wieloramiennej. Mutanty strukturalne rejondéw w poblizu miejsc
sktadania 5’ i 3’ majg jednak niewielki wptyw na produkcje biatek M1 oraz M2, pomimo,
ze wptywaja na replikacje wirusa.*’ Struktura pseudowezla zostata takze przewidziana
bioinformatycznie i eksperymentalnie dla mRNA2 w rejonie 65-126 zawierajacym kodon
start dla dwoch biatek powstajacych dla tego segmentu- PB1-F2 oraz PB1-N40.%
Alternatywna struktura tego rejonu to dwie spinki do wlosow oddzielone rejonem
jednoniciowym.*® Rola tych struktur moze by¢ zblizona do dwoch wezeéniej opisanych
pseudoweztéw. Obecnos¢ stabilnych zachowawczych struktur drugorzgdowych zostata

odnotowana takze w mRNAS, jednak ich rola nie jest w petni poznana.
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Rycina 4. Alternatywne struktury spinki do wlosow 1 pseudowezla miejsca
splicingowego 3> w mRNAS8 (A) *? oraz mMRNAT7 (B) *. Strzalka oznaczono miejsce
splicingu.

Wciaz prowadzone sg badania majace na celu ustalenie wzoru wigzania NP do
RNA oraz wptywu biatka na organizacj¢ strukturalng genomu. Obrazy z mikroskopii
krioelektronowej pokazuja, ze struktura NP-RNA jest zlozona.** Najnowsze badania

bazujagce na immunoprecypitacji prowadzone na szczepach A/Puerto Rico/08/1934
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(HINT), A/WSN/1933 (HINT) i A/California/07/2009 (HIN1) wskazuja, 7 biatko NP
nie wigze sie w sposob rownomierny na catej nici VRNA.® 0 Istnieja rejony, w obrebie
ktorych gestos¢ wigzania NP jest zmniejszona 1 stanowig one okoto 10% calego genomu.

Miejsca wigzania NP nie wykazujg natomiast wyraznych zaleznosci sekwencyjnych.
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Rycina 5. Alternatywne struktury rejonu sasiadujacego z miejscem splicingowym 5’
w MRNAS (A) 44 oraz mRNA7 (B) 4+ 46,16

Struktura drugorzedowa RNA moze mie¢ wpltyw na sposdb wigzania NP do
genomu wirusa, co jest spdjne ze wspomnianym wczesniej hierarchicznym modelem
faldowania RNA. Ponadto, w rejonach zmniejszonego wigzania biatka NP przewidywane
jest tworzenie struktur drugorzedowych o znaczeniu funkcjonalnym.® 5° Doniesienia

przemawiajg za hipoteza, ze pewne rejony RNA wirusowego sg bardziej podatne na
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tworzenie oddzialywan intermolekularnych z pozostatymi VRNA lub innymi
czasteczkami pochodzenia wirusowego lub komorkowego. Szereg eksperymentow
pokazal, ze naruszenie struktury motywoéw RNA w rejonach zmniejszonego wigzania
biatka NP skutkuje obnizeniem replikacji wirusa grypy.>® Wystepuje wtedy wzmozona
produkcja czastek wirusa niezdolnych do infekcji, spowodowana zaburzeniem
stechiometrii pakowania segmentdw. Zmiany te obserwowane byly dla kilku
analizowanych szczepoOw o pochodzeniu ptasim i ludzkim. Dodatkowo, lokalizacja
rejondw ubogich w biatko NP wydaje si¢ znaczaca. Cz¢sto wystepuja one w obrebie lub
w poblizu czgéci terminalnych segmentu, ktorych rola w pakowaniu segmentow jest
obiektem wieloletnich badan i pewne zaleznosci zostaly juz opisane.® *° Rejony
Zmniejszonego wigzania NP zidentyfikowano réwniez w czgsci wewnetrznej segmentu
oraz poza dotychczas znanymi rejonami o znaczeniu dla pakowania. Stabilne struktury
RNA sa zatem niezbedne dla wirusowej replikacji i pakowania genomu do wirionow
potomnych. Niektore z nich sg uniwersalne pos$rod szczepow inne za$ specyficzne dla
danego szczepu.!**® Dlatego tez dystrybucja biatka NP na nici RNA cho¢ wydaje sie
podlega¢ niezdefiniowanym jeszcze regutom, jest w pewnym stopniu r6zna w zaleznosci
od testowanego szczepu.® * Badania zachowawczych rejondw zmniejszonej gestosci
wigzania NP mogg nie tylko wskazywa¢ na oddzialywania RNA-RNA, ale takze
przewidywac potencjat wystapienia wymiany konkretnych segmentéw. Uwarunkowania
NP-RNA moga potencjalnie determinowac efekty skoku antygenowego i kierunek jego
przebiegu. Zaprezentowane wyniki wspierajg wczesniejsze analizy bioinformatyczne
oraz badania eksperymentalne pokazujace, ze w vVRNA istniejg struktury drugorzgdowe,

ktorych naruszenie wptywa na zaburzenia pakowania i replikacje wirusa.® %

Wiedza na temat struktury drugorzedowej RNA w warunkach in vivo jest
ograniczona i trudna do interpretacji. Niedawno, opublikowane zostalo pierwsze
doniesienie literaturowe dotyczace struktury mRNA wirusa grypy opierajgce si¢ na
materiale pochodzacym z zakazonej hodowli komoérkowej.>! Dane eksperymentalne
uzyskano poprzez przeprowadzenie mapowania chemicznego na poddanych glebokiemu
mrozeniu (-80°C) osadach komoérek MDCK, zainfekowanych uprzednio wirusem
szczepu A/Puerto Rico/8/1934 (HIN1). Wyniki tych badan potwierdzily obecnos¢ kilku
stabilnych, lokalnych motywow strukturalnych w mRNAS. Ujawnity réwniez wiele
rejondw nieustrukturalizowanych, w ktérych zarejestrowano wysoka reaktywno$¢

nukleotydow RNA modyfikowanych DMS.%! Analiza przeprowadzona w omawianej
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pracy nie uwzgledniata zadnych oddzialywan dalekiego zasiegu. Wciaz jeszcze,
eksperymentalne metody badania struktury RNA wirusa grypy narzucaja powazne
ograniczenia. Mapowanie chemiczne przeprowadza si¢ na catkowitej puli MRNA obecnej
w wielu komoérkach znajdujgcych sie na roznym etapie cyklu komérkowego oraz infekcji
wirusowej. Wprowadzenie danych z mapowania wewnatrzkomorkowego do schematow
modelowania skutkuje wygenerowaniem usrednionej struktury bez wskazania jej
mozliwych wariantow. W konsekwencji, brakuje informacji o potencjalnej dynamice
RNA na réznych etapach zakazenia i1 cyklu replikacji wirusa. Przej$ciowe struktury
pozostaja dla istniejacych metod nieuchwytne, chociaz moga spetnia¢ okre§lone role
regulatorowe w procesach, w ktorych posredniczg wirusowe motywy RNA. Obecnosé¢
rejonéw nieustrukturalizowanych moze zatem stanowi¢ niejako potwierdzenie istnienia
dynamicznych motywow strukturalnych. Aby poszerzy¢ perspektywe kompleksowego
fatdowania si¢ mRNA w warunkach in vivo, w przyszto$ci nalezy przeprowadzi¢ szeroko
zakrojone badania uwzgledniajace analizy przy uzyciu réznych odczynnikéw

mapujacych oraz metod wspomagajacych przewidywanie struktury.

3. Strategie hamowania namnazania wirusow RNA oparte na kwasach

nukleinowych

Kwasy nukleinowe moga pehié rolg czasteczek o charakterze inhibitorowym,
ktorych aktywno$é wymierzona jest w RNA wirusowe.®? Dotyczy to zaréwno
wystepujacych w naturze DNA oraz RNA, jak i analogow uzyskanych na drodze
syntetycznej. Dotychczas poznanych zostato kilka strategii bazujacych na odmiennych
wewnatrzkomorkowych mechanizmach dzialania. ELaczy je jednak nie tylko cel
molekularny, ale rowniez sposob wigzania do niego determinowany komplementarno$cia
sekwencji miejsca docelowego i inhibitora. Cecha wspdlng jest mozliwosé
zaprojektowania 1 dostosowania czasteczek hamujacych tak, aby nakierowa¢ je na
wybrany rejon docelowego RNA. Kazda ze strategii indukuje szereg procesoOw
komoérkowych odpowiadajacych za wystapienie efektu inhibitorowego. Niezaleznie od
przebiegu poszczegélnych etapdéw finalnym mechanizmem efektorowym moze by¢
zablokowanie lub przecigcie miejsca docelowego wigzania. W ten sposéb RNA
wirusowy zostaje pozbawiony swojej biologicznej funkcji. R6zne sg jednak reguty oraz
ograniczenia, ktorymi rzadza si¢ poszczegdlne podejscia. Rozbieznosci dotycza
W szczegdlnosci wymagan sekwencyjno-strukturalnych rejonéw docelowego dziatania.

Kwasy nukleinowe maja potencjat terapeutyczny. Warunkiem zastosowania strategii
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w celach terapeutycznych jest posiadanie szeregu cech o znaczeniu aplikacyjnym. Naleza
do nich: stabilno$¢ termodynamiczna i enzymatyczna w S$rodowisku komoérkowym,
efektywnos¢, specyficznos¢, brak toksycznosci, tatwe usuwanie z organizmu, precyzyjne
dostarczanie i brak oddziatywan poza rejonem docelowego dziatania.®? Spetnienie
wszystkich wymagan jest wyzwaniem oraz inspiracja do doglebnych badan,
poszukiwania nowych rozwigzan 1 ulepszen. Najwazniejsze aspekty dotyczace

poszczegblnych strategii zostaty opisane ponize;j.
3.1  Antysensowe oligonukleotydy (ASO)

Antysensowe oligonukleotydy (ASO) to jednoniciowe fragmenty DNA lub RNA
0 ograniczonej dtugosci. Wiaza si¢ specyficznie do komplementarnych sekwencji na
zasadzie parowania zasad Watsona-Cricka. Pierwsze zastosowanie ASO jako
potencjalnego czynnika przeciwwirusowego zostalo opublikowane w roku 1978.%
Badania dotyczyly obnizenia replikacji wirusa RSV przy uzyciu 13-nukleotydowego
oligomeru DNA. Od tego czasu w praktyce laboratoryjnej zastosowanie znalazto wiele
modyfikacji, ktore pozwolity nada¢ ASO nowe, korzystne z aplikacyjnego punktu
widzenia cechy. Gtéwnym celem bylo zwigkszenie sity wigzania ASO do rejondéw
docelowych RNA, selektywnosci oraz stabilnosci enzymatycznej przy jednoczesnym
braku toksycznos$ci. Modyfikacje wprowadzane byty do réznych elementow sktadowych
ASO - heterocyklicznej zasady, pierscienia cukrowego, wigzania fosfodiestrowego
i szkieletu fosfocukrowego - skutkujac powstaniem kilku generacji analogéw.>* ASO
wykazujg preferencje wigzania wzgledem dostgpnych rejondéw jednoniciowych. Efekty
wywotywane przez hybrydyzacje mogg si¢ r6zni¢ w zaleznosci od budowy ASO. Laczac
si¢ z miejscami docelowymi moga maskowaé miejsca potencjalnych interakcji
trzeciorzedowych RNA-RNA oraz RNA-biatko, uniemozliwiajac prawidlowy przebieg
procesow zaleznych od RNA. Moze takze dochodzi¢ do przecinania docelowego RNA
za posrednictwem RNaz. Dzieje si¢ tak w przypadku gapmerow, czyli ASO
zawierajacych cigg deoksyrybonukleotydow, ktory tworzy z rejonem docelowym

heterodupleks DNA:RNA bedgcy substratem RNazy H.>*

Badania nad inhibicja wirusa grypy z uzyciem tej strategii rozpoczgly sie
u schytku lat 80-tych. Juz wtedy pojawit si¢ pierwszy zarys koncepcji zaktadajacej, ze
mozliwe jest zaprojektowanie ASO, ktore zapewniatyby ochrong przed infekcjg wieloma
szczepami wirusa. Efekt ten miat zosta¢ osiagniety przez celowanie w 5° i 3’ terminalne

rejony RNA o zachowawczej sekwencji posrod segmentdw i szczepow wirusa grypy.
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Pierwsza z opublikowanych prac tego nurtu dotyczyla oligonukleotydow DNA
selektywnie hamujacych efekt cytopatyczny wywolywany przez wirusa grypy
w komoérkach MDCK.%® ASO nakierowane byty na 3’ terminalny rejon sekwencji
wspolnej dla wszystkich segmentow. Doswiadczenia zostalty przeprowadzone dla
szczepéw A/PR/8/34 (HIN1), A/Victoria/3/75 (H3N2) oraz A/Philippines/2/82 (H3N2),
lecz nie dla wszystkich zostal osiagniety satysfakcjonujacy efekt inhibicji. Ten sam
zamyst zostal zrealizowany w innych badaniach z uzyciem szczepow A/PR/8/34 (HIN1),
A/Udorn/307/72 (H3N2) oraz A/New Caledonia/20/99 (H1N1).>® Efekt inhibitorowy
zostal osiagnigty i wywolal ochronne dzialanie wzgledem testowanych myszy.
W kolejnej pracy, testowano ASO wzgledem rejonéw terminalnych 5° 1 3> PB2 VRNA,
obejmujacych sygnaly pakowania.®” Efekt zahamowania namnazania wirusa zostal
osiggnigty w warunkach komorkowych dla o$miu szczepéw HINI1. Podobng aktywno$¢
przeciwwirusowg wobec kilku szczepéw wirusa wykazano dla ASO nakierowanych na
rejony pakowania segmentow PB1 i PA.%® Konserwatywny rejon terminalny byt takze
celem dziatania ASO 0 duzej aktywnosci w badaniach przeprowadzonych na wysoce
patogennym szczepie A/Tiger/Harbin/01/2002 (H5N1).%° Doswiadczenia na myszach
pozwolily stwierdzi¢, ze miano wirusa w plucach zostato skutecznie obnizone,
a pozostate negatywne efekty zdrowotne wywolywane przez patogen zniwelowane.
W badaniach komorkowych testowano rowniez ASO nakierowane na kodony AUG
mMRNA PB1, PB2, PA i NP.®° Rezultaty potwierdzity efekt przeciwwirusowy zalezny od
potozenia miejsca hybrydyzacji wzgledem kodonu AUG. Maksymalna uzyskana
inhibicja szczepu A/PR8/34 (HIN1) wynosita 78%. Kontynuacja tych doswiadczen byto
przeprowadzenie testow na myszach, w ktorych uzyskano zblizone wyniki zahamowania
namnazania wirusa. Odnotowano 10-krotne obniZenie miana wirusa w ptucach myszy

infekowanych wirusem H1N1,5 62

Ponadto, opublikowane prace prezentowaly takze wyniki dziatania
modyfikowanych ASO. Oligomery nakierowane na segment PB1 oraz PA okazaly si¢
zdolne do zahamowania namnazania wirusOw szczepu A/PR8/34 (HIN1) oraz
A/WSN/33 (H1IN1) w tescie tysinkowym.®3 84 Efekt inhibitorowy modyfikowanych ASO
dziatajacych na miejsce wigzania biatka NP z RNA uchronit zainfekowane myszy przed
dziataniem $miertelnej dawki wirusa.®® Kolejne doswiadczenia polegaly na celowaniu
w konserwatywne rejony genu NS1 wysoce patogennego szczepu A/Chicken/Henan/1/04

(H5N1).66 Wyniki analiz przeprowadzonych na tkance phic oraz zainfekowanych
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zwierzetach pozwolity stwierdzi¢ obnizenie miana wirusa pod wplywem
modyfikowanych ASO. Zaproponowano, ze w przysztosci ASO moga postuzy¢ jako

forma profilaktyki oraz terapii zakazen wirusem grypy u ludzi.

W opublikowanych pracach stosowano réwniez syntetyczne analogii kwasu
nukleinowego w formie Kkoniugatow oligomerow morfolinowych 1 peptydow
penetrujacych komorki. ASO nakierowane byty na miejsce startu translacji mMRNA PB1
i NP, a takze region 3’-terminalny VRNA NP szczepu SC35M H7N7.%” Wykazano
redukcje¢ miana wirusa 1 przezycie 30% infekowanych myszy. Ponadto, oligomery
morfolinowe byty stosowane przeciwko wirusowi szczepu A/Eq/Miami/1/63 (H3N8).®
Wywotaly one obnizenie replikacji wirusa o 95% u myszy. W innych badaniach
testowano oligomery morfolinowe nakierowane na sekwencje konserwatywne posrod
szczepow oraz uwazane za funkcjonalnie istotne.®® Dwa z nich - celujacy w kodon AUG
mMRNA PB1 oraz 3’-terminalny rejon VRNA NP - wykazaly potencjal hamujacy
wzgledem szerokiego spektrum szczepéw: A/WSN/33 (HINI), A/Memphis/8/88
(H3N2), A/Eg/Miami/63 (H3N8), A/Eqg/Prague/56 (H7N7) oraz A/Thailand/1(KAN-
1)/04 (H5N1).

Badania nad strukturg drugorzedowa segmentdw wirusa z uzyciem technik
eksperymentalnych oraz bioinformatycznych zapoczatkowaty nowe podejscie do
projektowania ASQ.2>27 3739 Jego podstaws jest selekcja miejsc docelowego dzialania
oligomerow bazujaca na danych strukturalnych wskazujacych istnienie miejsc
jednoniciowych i dostgpnych dla hybrydyzacji. Metode zastosowano wzgledem
segmentow VRNAS8, VRNAS5 oraz (+)RNAS5. W peli 2’-O-metylowane oligomery
zawierajace nukleotydy typu LNA nakierowane glownie na rejony wewngtrzne
segmentow wykazaty inhibicje wirusa A/California/04/2009 (HIN1).2% 27:38:3% Obnizenie
miana wirusa dla najlepszych testowanych ASO byto kilkudziesigciokrotne w komorkach

MDCK.

Badania nad ASO tocza si¢ takze w kontekscie sposobow ich dostarczania do
komorek. Przykladem nowego podejscia jest zastosowanie przeciwciata jako systemu
wprowadzajacego.”® ASO modyfikowane resztami tiofosforanowymi byty nakierowane
na konserwatywne rejony 5’ i 3> UTR mRNA PA. Wykazaly wysokg aktywno$¢
przeciwwirusowg w doswiadczeniach na linii komérkowej MDCK oraz na myszach
infekowanych wirusem A/Tiger/Harbin/01/2002 (H5N1). W literaturze istnieja rowniez

doniesienia o zastosowaniu wektorow lentiwirusowych jako no$nikéw sekwencji ASO
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do linii komérkowych.” Celem ich dziatania byt rejon 5’UTR VRNAL, VRNA2 oraz
VRNAZ3 wirusa szczepu A/PR/8/34 (HIN1). Inhibicja zapewniona przez konstytutywna
ekspresje¢ ASO w komorce byta ponad 10-krotna. Role no$nikow mogg takze petnic
nanoczastki. Przyktadem sg oligomery DNA przytaczone do dwutlenku tytanu majacego
zdolnoéci do penetracji komorki.”? Miejscem ich docelowego dzialania byl
konserwatywny rejon niekodujacy 3° RNA segmentu 5. Doswiadczenia na komorkach
MDCK wykazaty kilkukrotng inhibicje namnazania szczepow A/Aichi/2/68 (H3N2),
AJchicken/Kurgan/05/2005 (H5N1) oraz A/Salekhard/01/2009 (H1N1).

ASO sa przedmiotem licznych prowadzonych aktualnie prob klinicznych
majacych w perspektywie zastosowanie nowych terapii u ludzi. W 2018 roku
upubliczniono wyniki pierwszej fazy badan bezpieczenstwa 1 wlasciwosci
farmakokinetycznych oligomeru morfolinowego, zawierajacego reszty piperazyny
W okreslonych pozycjach tancucha.” Jest on nakierowany na inhibicje translacji M1/M2
poprzez wigzanie do konserwatywnych sekwencji mRNA. Pozytywne rezultaty prob,
w ktoérych ASO podawano pacjentom wskazuja, ze beda prowadzone dalsze badania

zmierzajace do jego zarejestrowania jako leku przeciwko wirusowi grypy typu A.
3.2  PNA formujace trypleksy

Peptydowy kwas nukleinowy (PNA) jest sztucznym analogiem kwasu
nukleinowego z nukleozasadami zwigzanymi ze szkieletem neutralnego pseudopeptydu
poprzez wigzanie metylenokarbonylowe.” Pierwsze doniesienie literaturowe dotyczace
PNA pojawito si¢ w roku 1991. W kolejnych latach oligomery PNA znalazty szerokie
zastosowanie w biologii molekularnej oraz jako potencjalne czasteczki o dziataniu
terapeutycznym.”>®2 PNA sa chemicznie trwate i wykazuja wyjatkowa odpornosé na
nukleazy i proteazy. Jest to cecha szczegodlnie korzystna w kontekscie aktywnosci
czasteczki w warunkach in vitro i in vivo. PNA sa zdolne do tworzenia dupleksow poprzez
klasyczne parowanie zasad typu Watsona-Cricka, z komplementarnymi ni¢mi
W orientacji rownoleglej lub antyréwnoleglej. Ze wzgledu na fakt, iz szkielet PNA jest
pozbawiony tadunku, nie wystgpuje zjawisko elektrostatycznego odpychania nici
charakterystyczne dla fosfocukrowego szkieletu DNA oraz RNA. Powinowactwo,
specyficznos¢ 1 stabilno$¢ termodynamiczna wigzania oligomerow PNA s3 znacznie
zwickszone w poréwnaniu do naturalnych DNA lub RNA.™ 76838 Wystapienie nawet
pojedynczego niesparowania W Sposob znaczacy obniza temperaturg topnienia i trwatos¢

dupleksu. Niemodyfikowane PNA moga tworzy¢ takze oddziatlywania typu Hoogsteen,
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ktére prowadza do powstania potrojnej helisy. Nie wykazuja szczeg6lnej selektywnosci
wigzania wzgledem jednoniciowych lub dwuniciowych kwasoéw nukleinowych. PNA
moze wigzac si¢ do rejonu docelowego na rozne sposoby, przytaczajac si¢ do istniejacych
struktur lub powodujgc ich naruszenie (Rycina 6). W drugim przypadku,
homopirymidynowe oligomery moga tworzy¢ trypleksy rozplatajac dwuniciowe rejony
DNA lub RNA i formowa¢ struktury PNA<DNA-PNA lub PNA*RNA-PNA. Dwie nici
PNA tworzg wtedy pary Watsona-Cricka i Hoogsteena odpowiednio z nicig DNA lub
RNA. Druga z nici DNA lub RNA pozostaje natomiast niesparowana i wystepuje

W postaci tzw. petli p (z ang. P-loop) (Rycina 6).”4 79 86-89
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Rycina 6. Mozliwe oddzialywania tworzone pomiedzy PNA a innymi kwasami
nukleinowymi. PNA oznaczone sg pogrubiong linig.

Pierwsze zastosowania PNA jako metody inhibicji opieraty si¢ na jego dziataniu
antysensowym oraz zmianie struktury kwaséw nukleinowych skutkujacych
zahamowaniem transkrypcji i translacji w komorkach eukariotycznych.*%4 Poczatkowo,
zasadniczym czynnikiem limitujagcym byly ograniczone zdolnosci wnikania PNA do
zywych komorek. Konieczno$¢ poprawienia witasciwosci PNA doprowadzita do
zaprojektowania szeregu skutecznych strategii. Posrod nich wymieni¢ mozna polaczenie
PNA z oligomerami DNA, ligandami receptoréow, liposomami oraz peptydami
penetrujacymi btony komodrkowe. Podejscia te zostaly z powodzeniem zastosowane
w kilku przeprowadzonych badaniach.®® % % Na szczegolng uwage zastuguje opisane
W literaturze pojawienie si¢ nowych, korzystnych cech dzigki zastosowaniu koniugatow
PNA-neamina.®” Zapewniaja one zwigkszong rozpuszczalno$¢ PNA, przenikanie do

komorek, stabilizacje potrojnych helis oraz potencjatl przecinania RNA w rejonie
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docelowego wigzania. Ostatnia z wymienionych cech wynika z wykazywanej przez
diaminy i poliaminy zdolno$ci do katalizowania hydrolizy RNA. Przeciecie przez
neamin¢ w poblizu miejsca hybrydyzacji obserwowane byto w zakresie pH 7,0- 8,0 oraz
w obecnos$ci jonow dwuwarto$ciowych o fizjologicznym stezeniu. Mechanizm tej reakcji
nie zostal w pelni wyjasniony. Nieznany jest takze wplyw struktury drugorzedowej RNA
na dzialanie neaminy. Strategia z zastosowaniem koniugatéw zostala jednak
wykorzystana w badaniach przeciwko wirusowi HIV i1 doprowadzita do zahamowania

jego namnazania w komorkach.*

Niemodyfikowany PNA zawierajacy zasady C i T moze wigza¢ si¢ z duzg bruzda
dupleksu RNA i tworzy¢ trypleks PNA-RNA-RNA jedynie w stosunkowo niskim pH
wynoszacym 5,5. Struktura jest wtedy stabilizowana przez trojki nukleotydow C*+G-C
i TeA-U (Rycina 7).%8 Odnotowano, ze krotkie oligomery preferencyjnie wiaza sie do
dwuniciowych RNA, prawdopodobnie przyczyng jest niepelna kompatybilnosé
strukturalna wigzania do wigkszej bruzdy DNA. W celu zwigkszenia powinowactwa
i selektywnosci wigzania PNA do dwuniciowych RNA w warunkach zblizonych do
fizjologicznych opracowane zostaly zmodyfikowane zasady.®*1%" Wykazano, ze PNA
zawierajace tiopseudoizocytozyne (L) i 5-metylocytozyne zmodyfikowana guanidyng
(Q) moga preferencyjnie wigza¢ dwuniciowe RNA, w stosunku do jednoniciowych RNA
i dwuniciowych DNA, w sposob zalezny od sekwencji (Rycina 7).190 102106 pjenysza
z modyfikowanych zasad zostala zaczerpnigta z badan prowadzonych nad tworzeniem
tryplekséw DNA2-DNA. Przewiduje sig, Ze na podobnych zasadach oparte jest dzialanie
monomerdéw wprowadzonych do sekwencji PNA. Podobna stabilnos¢ dupleksow RNA-
RNA oraz RNA-PNA jest przyczyna indukowanej przez PNA inwazji dupleksu RNA.
Tiopseudoizocytozyna wykazuje steryczne odpychanie guanozyny w parze typu Watson-
Crick, dlatego destabilizuje ewentualne wigzanie RNA-PNA. Natomiast, w przypadku
par typu Hoogsteen wzmaga oddziatywania van der Waalsa skutkujac stabilizacja
trypleksu RNA2-PNA i minimalizacja wptywu pH oraz jonéw na to wigzanie. Druga
z modyfikacji, 5-metylocytozyna zmodyfikowana guanidyng, z wysoka specyficznosciag
tworzy wigzanie Qe¢C-G. Jednocze$nie, faworyzuje formowanie trypleksu poprzez
steryczng destabilizacj¢ tworzenia ewentualnej pary typu Watson-Crick. Modyfikacja

wspomaga takze zdolnos¢ PNA do penetracji btony komorkowe;.
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Rycina 7. Struktury chemiczne tréjek nukleotydowych bedacych podstawa trypleksow
tworzonych pomigdzy PNA i RNA.

Zdolnos¢ do tworzenia trypleksow z dwuniciowymi RNA wydaje si¢ wyjatkowo
interesujgcg cecha oligomerow PNA. Struktury helikalne sg zwykle rejonami, ktorych
dostepnos$¢ dla strategii inhibicji jest bardzo ograniczona. Jednocze$nie motywom,
w ktorych wystepuje parowanie nukleotyddw, takich jak chociazby spinki do wlosow,
czesto przypisuje sie istotne funkcje biologiczne. Wiele par nukleotydowych wykazuje
wysoka zachowawczo$¢, wspierajac  hipotez¢ roli w waznych procesach
wewnatrzkomorkowych. Przytaczenie PNA moze prowadzi¢ do stabilizacji dupleksow
RNA, zaklocenia oddziatywan trzeciorzgdowych oraz interakcji z biatkami. Kierunek
rozwijania tego typu podej$¢, nastawionych na celowanie w helikalne rejony RNA,
stanowi wcigz obszar badawczo niewyeksploatowany. Istniejg duze szanse, ze nowe
odkrycia w tej dziedzinie przyniosa przelomowe koncepcje 1 pomysty, ktére zaowocuja

w zastosowaniach terapeutycznych. Pierwsze badania z zastosowaniem PNA
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formujacych trypleksy nakierowanych na hamowanie namnazania wirusa grypy sa

przedmiotem niniejszej pracy.
3.3 siRNA

Interferencja RNA (RNAI) jest to wystepujacy wsréd wielu organizmoéw
mechanizm wewnatrzkomoérkowej posttranskrypcyjnej regulacji  ekspresji  genow
poprzez ingerencje w mRNA. Po raz pierwszy zostat opisany w 1998 roku.'%” Podczas
gdy RNAI jest naturalnym procesem regulacji gendéw istnicjg narzedzia
oligonukleotydowe wykorzystujace ten mechanizm dla celéw inhibitorowych. Takim
mediatorem s3 wprowadzane z zewnatrz do komorek mate interferujace RNA, czyli
siRNA (z ang. small interfering RNA).1%® Sktadaja si¢ z dwoch antyréwnolegtych nici
RNA tworzacych dupleks. Obecnie projektujac siRNA przewaznie umieszcza si¢ na
koncu 3’ tzw. wystajace konce zbudowane z dwodch niesparowanych nukleotydow
tymidynowych.'® Ich rola jest zapewnienie stabilnosci termodynamicznej
I enzymatycznej dupleksu w niesprzyjajacych kwasom nukleinowym warunkach
wewnatrzkomorkowych. Dhugos¢ tancuchéw RNA moze by¢ rdzna, jednak zwykle waha
si¢ w granicach 21 nukleotydow. Kazda z nici pelni odrebng rol¢ w inicjowanych przez
siRNA procesach komorkowych. Jedna z nici, zwana antysensowa lub wiodaca, niesie
sekwencje komplementarng do rejonu docelowego w mRNA. Druga za$, zwana sensowg
lub pasazerska, odpowiada sekwencji miejsca docelowego. SIRNA wchodza w interakcje
z biatkowym kompleksem RISC (z ang. RNA-induced silencing complex). Ni¢ pasazerska
jest usuwana z kompleksu prawdopodobnie poprzez przecigcie 1 dalszg degradacje.
Wtedy dochodzi do aktywacji RISC i ni¢ wiodaca hybrydyzuje do rejonu docelowego
mRNA w sposéb specyficzny wobec sekwencji. Nastgpnie, dochodzi do przecigcia
transkryptu przez biatko efektorowe kompleksu Ago. Wykorzystujac ten naturalnie
zachodzacy proces, odpowiednio zaprojektowane, egzogenne, syntetyczne siRNA po

wprowadzeniu do komorki mogg staé si¢ skutecznymi inhibitorami ekspresji genow.%®

Szereg czynnikow wptywa na efektywnos$¢ wyciszania. Wystepuja ograniczenia
podobnie jak w przypadku innych kwasow nukleinowych 0 potencjale terapeutycznym.
Zasadniczym problemem jest m.in. szeroko pojeta stabilno$¢ siRNA. Bazujac na
doswiadczeniu pltyngcym z zastosowania ASO, zaczeto wprowadza¢ modyfikacje
chemiczne poszczegdlnych czesci sktadowych siRNA.1® Jednak, w przypadku siRNA
podejscie to okazato si¢ mie¢ trudne do przewidzenia konsekwencje. Tylko niektore

modyfikacje pozwalaja na zachowanie wysokiej aktywnosci siRNA. Efekt wydaje si¢ by¢
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zalezny zar6wno od rodzaju modyfikacji, umiejscowienia w nici, liczby wprowadzonych
zmian oraz sekwencji dupleksu. Prawdopodobnie ograniczenia s3 narzucone przez
budowe i sposéb dziatania kompleksu biatkowego RISC. Mimo licznych badan nadal
brakuje elementéw budujacych pelen obraz zachodzacych przemian i wyjasniajacych
obserwowane wyniki. Nie zaproponowano do tej pory regut i schematow, ktdre w sposob
wiarygodny i jednoznaczny opisywalyby prawa rzadzace korzystng dla procesu
inkorporacja modyfikowanych nukleotydow do siRNA.

Mozliwo$¢ sterowania procesem RNAI stala si¢ atrakcyjna, alternatywna strategia

celowania w RNA pochodzenia wirusowego!*

Dotychczas opublikowano kilkanascie
prac dotyczacych zastosowania niemodyfikowanych siRNA jako inhibitorow
namnazania wirusa grypy typu A. W eksperymentach stosowano szeroki zakres metod
wprowadzania siRNA do komoérek oraz stezen reagentoéw. Roéznice dotyczyly takze
wykorzystywanych szczepow i stezen wirusa grypy oraz metod monitorowania miana
wirusa w zakazonych komorkach. Wymienione rozbieznosci niejednokrotnie utrudniaja
porownanie 1 interpretacje rezultatow uzyskanych przez rézne grupy badawcze. Pierwsze
doniesienia 0 aktywnosci siRNA nakierowanych na mRNA segmentoéw wirusa pojawity
si¢ w 2003 roku. Testowano wtedy szereg czasteczek o rdznych rejonach docelowego
dziatania.!! Kryterium doboru stanowita zachowawczo$¢ sekwencji posrod szczepow
| podtypow wirusa. Pominigto wysoce zmienne segmenty HA i NA. Okoto 40%
zaprojektowanych siRNA wykazalo znaczaca aktywnos$¢ przeciwwirusowa wzgledem
szczepow A/PR/8/34 (HIN1) 1 A/WSN/33 (HINI) w komdérkach MDCK. Stopien
inhibicji wywotany przez poszczegdlne siRNA roznit sie w zaleznoéci od szczepu.'!
Dupleksy o najwigkszym potencjale, celujace w mRNA podjednostek polimerazy i biatka

h.112 W efekcie zaobserwowano obnizenie

NP, zostatly poddane testom na myszac
namnazania wirusa w ptucach zwierzat. Nastepnie, pokazano rowniez, ze te same siRNA
wykazujg dzialanie wobec wielu szczepow wirusa: A/Puerto Rico/8/34 (HIN1), A/Hong
Kong/156/97 (H5N1), A/NL/219/03 (H7N7) oraz A/Hong Kong/1073/99 (HON2).11® Na
liniach komorkowych badano rowniez dziatanie siRNA nakierowanych na miejsce
splicingowe oraz konserwatywne pod wzgledem sekwencji rejony mRNA segmentu 7.114
115 Eksperymenty zaowocowatly zahamowaniem namnazania wirusa szczepu A/WSN/33
(HINT1). Ten sam segment byt miejscem docelowego dziatania efektywnych siRNA
testowanych w warunkach komoérkowych na szczepach A/New Caledonia/20/1999

(HIN1), A/Hong Kong/486/97 (H5N1), A/India/LKO2151/2012  (HIN1)
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i A/India/LKO864/2011 (H3N2).116 117 Kolejne do$wiadczenia, w ktérych celowano
W konserwatywne rejony M2 oraz NP przeprowadzone byty na komorkach MDCK oraz
myszach.!'® Pod wpltywem dzialania siRNA replikacja oraz miano wirusa zostaty
ZNnaczaco obnizone  dla  szczepow  A/chicken/Hubei/327/2004 (H5N1),
A/Duck/Hubei/W1/2004, (HON2) oraz A/Hubei/2003 (HINI). Opublikowano takze
wyniki badan siRNA nakierowanych na konserwatywne rejony sekwencji PB1, PA oraz
NP. Najlepsze wyniki uzyskano dla ostatniego z wymienionych segmentow
w eksperymentach komorkowych oraz na myszach infekowanych wirusem
A/chicken/Qinghaihu/726/2005 (H5N1). Transkrypt podjednostki polimerazy PA byt
celem siRNA hamujacych replikacje wirusa AJ/Tiger/Harbin/01/2002 (H5N1)
w warunkach in cellulo oraz in vivo.!*® Jednak, znaczacy efekt inhibicji zostat osiggniety
tylko przez jedna z trzech testowanych czasteczek. Kolejne badania dotyczace szczepu
A/duck/Fujian/13/2002 (H5N1) przeprowadzone zostaly na komoérkach MDCK. 1%
Miejsca  docelowe  dziatania  zaprojektowanych  siRNA  znajdowaly  si¢
w konserwatywnych pod wzgledem sekwencji rejonach PB1, PA, NP i NS1 dla podtypu
H5N1. Wyniki pokazaty, ze dwie czasteczki z pigciu zaprojektowanych wykazaty
znaczacg inhibicj¢ namnazania wirusa. ROwniez konserwatywne rejony segmentow PB1,
PB2, PA, NP oraz M1/M2 byly celem badan siRNA wykonanych na komoérkach A549.1%
Posréd nich wysoki potencjal inhibicji wykazaly siRNA nakierowane na podjednostki
polimerazy wirusowej, hamujac transkrypcje wirusowa o 70%. Kolejne badania siRNA
nakierowanego na podjednostke PB1 przeprowadzono na linii komoérkowej MDCK,
zarodkach kurzych i myszach.'?? Osiagnieto ponad 50% przezywalno$¢ zwierzat
infekowanych letalng dawka A/PR/8/34 (HIN1). W warunkach komérkowych testowano
takze osiem siRNA nakierowanych na mRNA NP, infekujac komorki MDCK pigcioma
szczepami wirusa: A/turkey/Italy/2676/2000 (H7N1), A/swine/ltaly/1521/1998 (HIN2),
A/swine/ltaly/1523/1998 (H3N2), A/swine/ltaly/1513/1998 (HIN1) oraz
A/swine/Italy/437/1976 (H1N1).!2 Rezultatem byto obnizenie liczby kopii mRNA
wirusowego. Stwierdzono, ze wystapienie pojedynczego niesparowania pomie¢dzy nicig
wiodacg a rejonem docelowym powoduje zmniejszenie efektu inhibitorowego, lecz nie
niweluje dziatania siRNA w sposob catkowity. Geny PB2 oraz NP. byty celem dziatania
skutecznych siRNA nakierowanych na szczep A/chicken/Navapur/7972/2006 (H5N1)
w komoérkach MDCK.!?* Na tej samej linii komérkowej testowano siRNA przeciwko
segmentowi 7 i 8.1 Maksymalne obnizenie kopii RNA wirusowego szczepu A/WS/33
(HIN1) wyniosto okoto 55% w przypadku SiRNA nakierowanych na segment 7.

36



Znaczace] redukcji miana wirusa nie udalo si¢ uzyskaé¢ dla siRNA wymierzonych
w segment 8. W innych badaniach, seri¢ siRNA nakierowanych na mRNA podjednostek
polimerazy testowano na myszach.!?® Dla jednego z duplekséw odnotowano 70%
przezycie myszy traktowanych $miertelng dawka wirusa A/WSN/33 (HIN1). Wszystkie
opisane prace oprocz dwoch 18 120 nie opieraly schematu projektowania siRNA na
analizach strukturalnych. Dwie wymienione prace bazowatly na przewidywaniu struktury
drugorzedowej in silico, gdyz nie dysponowaly danymi eksperymentalnymi. Tak jak
wspomniano powyzej pozostali autorzy celowali w konserwatywne sekwencje RNA

wirusowego.

W duzej czgéci opublikowanych prac wykorzystywano metody wprowadzania
siRNA w postaci konstruktow osadzonych na plazmidowych lub lentiwirusowych
wektorach ekspresyjnych. Zapewniaja one statg i1 dlugotrwala produkcje siRNA
w komorkach. Testowano takze uzycie nosnikow nanoczasteczkowych.!?” Biorac pod
uwage tkankowg lokalizacje infekcji u ludzi oraz modelowych zwierzat obejmujaca gérne
drogi oddechowe i ptuca, istnieje mozliwos¢ dostarczenia siRNA droga donosows. Jedna
z grup badawczych pracujacych nad aplikacja siRNA zastosowala metode suszenia
rozpytowego siRNA w celu uzyskania proszku do podania w formie aerozolu.'?®
Dodatkowo, kompleksowanie SiRNA z peptydami wrazliwymi na zmiany pH pozwolito
na zwigkszenie uwalniania czgsteczek z endosomow. Przeciwdziatanie uwigzieniu

dostarczanych kwaséw nukleinowych o potencjale terapeutycznym w endosomach

zapewnia pokonanie jednej z barier limitujacych ich aktywnos¢.
3.4  Katalityczne kwasy nukleinowe

Rybozymy naleza do grupy czasteczek RNA o aktywnos$ci katalitycznej. Ich
wystepowanie oraz funkcje biologiczne zostaly zaobserwowane w przebiegu procesow
biologicznych wymagajacych przecinania wigzah fosfodiestrowych kwasow
nukleinowych.!?® Naturalne rybozymy typu hammerhead, hairpin i HDV katalizuja
obrobke multimerycznych transkryptow do pojedynczych czasteczek 1 wystepuja
glownie w wiroidach roslinnych i RNA satelitarnym. W przyrodzie istnieja takze
rybozymy nalezace do introndw grupy I lub II, ktore pelnig rol¢ w sktadaniu transkryptow
np. w organellach grzybow, roslin, protistow, a takze u bakterii 1 archeonow. Aktywnos¢
rybozymow stata si¢ obiektem zainteresowania naukowego ze wzgledu na opracowanie
wariantow rybozymoéw o stosunkowo niewielkich rozmiarach w stosunku do czasteczek

wystepujacych w naturze. Do najlepiej poznanych nalezy rybozym typu hammerhead
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(Rycina 8A). Skfada si¢ on z 22-nukleotydowego konserwatywnego rdzenia
katalitycznego oraz dwoch ramion o zmiennej sekwencji, ktore determinuja hybrydyzacje
do rejonéw docelowego dziatania. Ramiona pozwalajg na skierowanie aktywnos$ci
rybozymu na dowolng sekwencje zawierajgcg tryplet NUH w miejscu potencjalnego
przeciecia (gdzie N to dowolny nukleotyd, a H to dowolny nukleotyd z wytaczeniem G).
W obecnosci substratu dochodzi do utworzenia trzech helis oraz trzech jednoniciowych
rejondw pomigdzy nimi. Docelowy RNA jest przecinany w miejscu wystepowania
pojedynczego niesparowanego nukleotydu pomiedzy pierwszym a ostatnim rejonem

dwuniciowym formowanego kompleksu.
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Rycina 8. Schemat budowy minimalnych wariantow rybozyméw typu hammerhead (A),
hairpin (B) oraz HDV (C) zwigzanych z docelowym RNA. Kolorem zielonym oznaczono
rejon sekwencji docelowego RNA, a pomaranczowym hybrydyzujacy do RNA rejon
rybozymu.

Drugi z minimalnych wariantéw to rybozym typu hairpin (Rycina 8B).**° Sktada
si¢ z czterech helis przerwanych dwoma pe¢tlami, a w rozpoznawanie substratu

zaangazowanych jest 14 nukleotydow. Dziatanie rybozymu jest wysoce specyficzne
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wzgledem zaprojektowanej sekwencji. Posrod znanych katalitycznych kwasow
nukleinowych nalezy wymieni¢ takze rybozym wywodzacy si¢ z naturalnego motywu
obecnego u wirusa watroby typu D (Hepatitis delta virus, HDV) (Rycina 8C).t%
Przyjmuje on ztozong struktur¢ drugorzgedowa, a specyficzno$¢ przeciecia substratu

warunkowana jest przez siedem nukleotydow.

Odrebng grupa czasteczek o aktywnosci katalitycznej sa DNazymy.*? S3 to
jednoniciowe czagsteczki pochodzenia syntetycznego. Charakteryzuja si¢ centralnym
motywem katalitycznym otoczonym dwoma ramionami komplementarnymi do miejsc
docelowego dziatania. DNazymy zdolne do przecinania RNA pozyskane zostaly na
drodze selekcji in vitro, w ktorej wytoniono dwie grupy o nazwie ,,10-23” oraz ,,8-17".
Pierwsze dokonuja cig¢ pomiedzy purynami a pirymidynami, drugie pomiedzy A a G,
lecz dodatkowym warunkiem jest obecno$¢ pary rG-dT pomigdzy DNazymem

a substratem tuz za miejscem przecigcia.

W literaturze odnotowano proby zastosowania rybozyméw nacelowanych na
RNA wirusa grypy przeprowadzone na liniach komoérkowych. Pierwsza z prac opisywata
uzycie rybozymoéw typu hammerhead oraz hairpin.t®? Kryterium doboru miejsca
docelowego dzialania byto wyselekcjonowanie trypletu GUC znajdujacego si¢ najblizej
zachowawczego rejonu znajdujacego si¢ na koncu 5’ segmentu VRNA. Wymagania te
spetnil segment 5, w ktérym tryplet nukleotydowy mogacy by¢ celem katalitycznego
przeciecia RNA znajdowatl sie¢ w odlegtosci 30 nukleotydéw od konca 5°. Wstepne
badania wykazaty, Ze pierwszy z wariantow byt bardziej efektywny w warunkach in vitro.
W nastgpnym etapie, rybozymy zostaly wprowadzone do linii komodrkowej COS
W postaci wektoréw plazmidowych. Zahamowanie namnazania rekombinowanego
szczepu wirusa X-31 [powstatego z A/HK/68 (H3N2) i A/PR/8/34 (H1N1)] osiagneto
warto$¢ 5-krotng. W kolejnych badaniach celem dziatania rybozymu hammerhead byto
mMRNA PB1.1% Sekwencje wprowadzano do komérek CV-1 przy uzyciu wektora
adenowirusowego. Sekwencja docelowego dziatania obejmowata tryplet GUC w pozycji
1568. Efekt 90% inhibicji obserwowano dla szczepow wirusa A/Singapore/1/57 (H2N2)
oraz A/WSN/33 (HIN1). W kolejnych latach opublikowano prace wykorzystujaca do
celow inhibicji wirusa grypy w komorkach MDCK zestaw DNazymow, rybozymow typu
hammerhead oraz ASO.'** Celem dzialania czasteczek byly konserwatywne pod
wzgledem sekwencji rejony segmentu 7. Wykazano synergistyczny efekt dzialania

kombinacji zaproponowanych czasteczek rybozyméw i DNazymow, ktore wywotaty
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okoto 50% inhibicje namnazania wirusa A/PR/8/34 (HIN1). ASO hybrydyzujace
w okolicy miejsca przecigcia wspomagaty potencjat rybozymoéw powodujac zwigkszenie
efektu zahamowania. DNazymy redukujace namnazanie wirusa grypy byty przedmiotem
badan prowadzonych przez inne zespoty.’****" Jedna z grup badawczych pracowata takze
nad zastosowaniem RNazy P wobec segmentow PB2 i NP wirusa grypy.**® Pod wplywem
niektorych wariantow zaproponowanych konstruktow namnazanie wirusa A/WSN/33
(HIN1) w komorkach zostalo znaczaco obnizone. W innych badaniach, stosowano
ulepszona wersje rybozymu HDV przeciwko wirusowi grypy.t*® Zawierat on specjalny
adapter (SOFA) zwigkszajacy specyficznos$¢ katalitycznego przecigcia. Jego obecno$é
pozwala na czasowe zablokowanie aktywno$ci katalitycznej i jej uruchomienie
W obecno$ci substratu. Rybozym zostal nakierowany na konserwatywne sekwencje
w sze$ciu segmentach mRNA wirusowego (pomini¢to HA 1 NA). Niektére warianty
uzyte w kombinacji zapewnily efekt ochronny u myszy infekowanych wirusem
A/PR/8/34 (HIN1). Przeciwko wirusowi grypy zastosowano takze nowa koncepcje
zakladajacg wzmozony efekt inhibitorowy potaczenia dwéch aktywnych czasteczek pod
postacia chimerycznego konstruktu RNA-rybozym.'*® Oba sktadniki potaczone sa
linkerem, ktory ulega przecieciu w warunkach komorkowych pod wplywem obecnosci
specyficznych nukleaz. Dochodzi do uwolnienia siRNA oraz rybozymu typu
hammerhead oraz dziatania w miejscach docelowych. Strategia zostata nakierowana na
segment 7. Wspolna aktywnos¢ komponentéw zapewnita wzmozong inhibicj¢ wynoszaca
84%. Doswiadczenia te pokazuja, ze zastosowanie dwoch czasteczek o wysokim

potencjale moze przynie$¢ korzystne efekty.
3.5 Aptamery

Aptamery wystepuja zwykle pod postacig jednoniciowych oligonukleotyddéw
DNA Iub RNA o zroznicowanej dilugosci (zazwyczaj 20-90 nukleotydow), ktore
przyjmuja $cisle okre§lone struktury przestrzenne.>? Powstaja w wyniku selekcji in vitro
1 maja zdolno$¢ specyficznego wigzania roznych czasteczek na wzor przeciwciatl.
W dotychczasowych badaniach, uzyskano aptamery rozpoznajace antygeny wirusa
grypy. Wykazano, ze wiele aptamerow rozpoznajacych glikoproteing powierzchniowa
wirusa HA jednoczes$nie blokuje jej aktywnos$¢ 1 zapobiega wejsciu wirusa do komorki.
Przyktadem takiego dzialania jest aptamer DNA A22, ktory obnizyl miano wirusa
W plucach myszy zakazonych szczepem A/Texas/1/77 (H3N2) o ponad 90%.%!
Kontynuacje tych badan stanowily eksperymenty nad udoskonaleniem A22.142 Uzyskano
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15-krotne zwigkszenie potencjatu w stosunku do pierwowzoru. W innej pracy, aptamer
DNA nakierowany na NSI hamowat replikacje wirusa i stymulowal produkcje
przeciwwirusowego interferonu w hodowli komoérkowej.!*® Testowane byty takze
aptamery wiazace podjednostki polimerazy PA, PB1 oraz PB2.}4 W toku do$wiadczen
wyloniony zostal aptamer nakierowany na PA hamujacy namnazanie kilku szczepow
wirusa jednoczesnie: A/HK/415742/09 (HIN1), A/Vietnam/1194/2004 (H5N1),
A/Netherlands/219/2003 (H7N7) oraz A/Anhui/1/2013 (H7N9).

3.6 CRISPR

System CRISPR/Cas nalezy do najbardziej przelomowych odkry¢ ostatnich lat.
Zostal pierwotnie wykryty u bakterii i archeonéw jako mechanizm wewngetrznej
odpornosci adaptacyjnej na wirusy i plazmidy.!*® 14¢ Opiera si¢ na dziataniu matych
czasteczek RNA, ktére w sposob zalezny od sekwencji kieruja wyciszaniem obcych
kwasow nukleinowych. System sktada si¢ z loci CRISPR, ktére zwykle wystepuje
w postaci kilku rozproszonych powtorzen, oddzielonych od siebie ciggami zmiennych
sekwencji (z ang. protospacer). W jego poblizu znajduja si¢ takze geny kodujace biatka
Cas, zwykle zorganizowane w formie operonéw. Badania pokazaty, ze loci CRISPR sa
dynamiczne i ewoluuja w odpowiedzi na kontakt z patogenami. Ciggi zmiennych
sekwencji to w rzeczywistosci fragmenty obcych kwasow nukleinowych wbudowane do
genomu gospodarza w wyniku inwazji wirusoOw lub plazmidéw. Kolejna styczno$é
z patogenem wywotuje reakcje w postaci transkrypcji loci CRISPR i przetwarzania
mRNA do matych RNA nakierowanych na obcy DNA. Systemy CRISPR/Cas dzielg si¢
na klasy (1, 2) i typy (I-VI) na podstawie réznic w sktadowych i przebiegu procesu.'*’
Fazy dziatania systemu w duzej mierze zaleza od powigzanych z nimi bialek. Biatka Cas
naleza do heterogennej rodziny, w ktorej wystepuja domeny o funkcji nukleazy, helikazy,
polimerazy oraz wigzania polinukleotydow. Pelnia one rozmaite zadania (np.
pozyskiwanie nowych sekwencji do CRISPR loci), jednak posréd nich to Cas9
odpowiada za ostateczne wyciszenie sterowane przez RNA 145 146

System typu II ze wzgledu na swoja charakterystyke i wihasciwosci stat sie

obiektem najwiekszego zainteresowania badawczego.*’

Do jego prawidlowej
aktywno$ci wymagana jest obecno$¢ struktury dwuniciowej tworzonej pomiedzy
transaktywujagcym CRISPR RNA (tracrRNA) oraz nakierowujacym CRISPR RNA
(crRNA). Przecigcie determinowane jest komplementarnoscia zasad pomigdzy crRNA

I seskwencja docelowg oraz motywem sasiadujagcym ze zmienng sekwencja (protospacer)
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zwanym PAM (z ang. protospacer adjacent motif). Doktadniejsze poznanie elementow
niezbednych do przeprowadzenia procesu wyciszania pozwolito na zastosowanie ich
w tak zwanej programowanej edycji genomu.'*® W klasycznym podejéciu stosowano
nukleaze Cas9 pochodzaca z bakterii Streptococcus pyogenes sterowang przez
oddziatywanie tracrRNA i crRNA lub wzorowang na nich chimer¢ sgRNA (z ang. single
guide RNA). Mate RNA rozpoznaja 20-nukleotydowy fragment sekwencji docelowego
DNA. Wymagana jest takze obecno$¢ sekwencji PAM w poblizu konca 3’ miejsca
docelowego. Dalsze badania doprowadzity do pierwszych prob zahamowania
namnazania wiruséw o genomie DNA z uzyciem systemu CRISPR/Cas.*1*0 Dotyczyty
one takich wiruséw jak HSV-1, HCMV, EBV, HBV, Vaccinia, ASF oraz PRV. Zjawisko
wbudowywania sekwencji wirusa HIV-1 do genomu gospodarza pod postacig sekwencji
DNA pozwolito réwniez na liczne proby zastosowania CRISPR/Cas.t*! Obserwowanym

efektem dziatania strategii byta inhibicja replikacji patogenow.

Gwattowne zainteresowanie licznych grup badawczych tematem doprowadzito do
opublikowania szeregu doniesieh w obszarze biologii i zastosowan CRISPR/Cas.
Odkrycie zdolnosci bakterii Francisella novicida do wyciszania endogennych
transkryptow za pomocg tegoz systemu zapoczatkowalo doswiadczenia nad
kontrolowanym wyciszaniem RNA.1°21%% Bakteria postuguje si¢ mechanizmem, aby
unikng¢ odpowiedzi odpornosciowej zakazonego gospodarza. Zasadnicza role w tym
procesie odgrywajg trzy rodzaje matych czasteczek RNA: tracrRNA, crRNA i scaRNA
(z ang. small CRISPR-Cas associated RNA). Mate RNA wspolpracujg ze soba
I nakierowujg biatko Cas9 na rejon docelowego dziatania (Rycina 9A). Warunkiem
aktywnosci nukleazy jest obecno$¢ sekwencji NGG PAM. Na wzor poznanych interakcji
zaprojektowany zostatl uproszczony system oparty na dziataniu czasteczki rgRNA, ktora
zastgpuje 1 odtwarza funkcje sprawowane przez naturalnie wystgpujace male RNA.
Metode zastosowano w celu zahamowania namnazania wirusa HCV, osiggajac efekt
inhibitorowy na poziomie 70%.°* Aktywno$é wyciszajaca wzgledem RNA wykazuje
rowniez system typu III (Rycina 9B). Role czasteczki nakierowujacej petni w nich
crRNA. Funkcje efektorowe sprawuja kompleksy biatkowe Csm/Cmr sktadajace si¢
zr6znych podjednostek, ktore determinujg specyficznos¢ przeciecia RNA. Duze
znaczenie dla badan dotyczacych RNA miato takze odkrycie systemoéw CRISPR/Cas typu
VI opartych na dziataniu biatka Casl3 oraz pojedynczej czasteczki crRNA (Rycina

9C).1® Funkcje efektorowe sa zalezne od sekwencji i struktury rejonu docelowego.
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Proces ulega regulacji przez dodatkowe biatka systemu. Do tej pory system ten zostat

uzyty przeciwko wirusowi RNA ro$lin.*® ¥ Przeprowadzone do$wiadczenia dotyczace

wirusow RNA stanowig niewielki utamek badan prowadzonych z uzyciem technologii

CRISPR/Cas. W literaturze przewazaja raporty dotyczace systemow nakierowanych na

DNA. Celowanie w RNA jestem zatem obszarem o duzym potencjale, w ktérym rozwoj

wiedzy dopiero nastapi i moze przynie$¢ nowe perspektywy badawcze.

A Cas9

B Csm/Cmr

e A A
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Rycina 9. Schemat dziatania systeméw CRISPR/Cas typu II (A), IIT (B) oraz VI (C)

nakierowanych na RNA.#
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WYNIKI I DYSKUSJA

1. PNA jako inhibitory namnazania wirusa grypy

Chemicznie modyfikowane oligomery PNA zdolne do tworzenia stabilnych
tryplekséw z dwuniciowym RNA stajg si¢ obiecujgcymi nowatorskimi narzedziami
posiadajacymi korzystne cechy. Charakteryzuja si¢ oboje¢tnym szkieletem podobnym do
peptydow, sa chemicznie stabilne i odporne na dziatanie nukleaz. Zapewniajg takze
specyficznoéé rozpoznawania sekwencji i struktury rejonéw docelowych RNA 82 9. 102
Prezentowane badania stanowig pierwszg probe zastosowania modyfikowanych PNA
wigzacych dwuniciowy RNA jako narzgdzi hamujacych namnazanie wirusa grypy.
Przedstawione wyniki majg szczeg6lne znaczenie, poniewaz nakierowane s3 na
sekwencje i struktury RNA szczepu pandemicznego A/California/04/2009 (H1N1).
Wszystkie docelowe dwuniciowe rejony RNA sa wysoce konserwatywne strukturalnie
i moga by¢ funkcjonalnie istotne dla cyklu replikacyjnego wirusa grypy.3” % W niniejszej
pracy wilasciwosci zaprojektowanych PNA analizowano za pomoca eksperymentow
wigzania in vitro. Przeprowadzono elektroforez¢ w zelu poliakrylamidowym
w warunkach niedenaturujacych z uzyciem krotkich modelowych czasteczek RNA jako
partneréw wigzania z PNA. W warunkach pozakomoérkowych sprawdzano takze
potencjal PNA do wigzania z petnej dlugosci segmentami RNA wirusa grypy oraz DNA.
Zdolno$¢ do penetracji komorek 1 aktywno$¢ przeciwwirusowg koniugatow PNA
testowano w hodowli komorkowej MDCK. Wspolpraca z zespotem prof. Ganga Chena
(Uniwersytet Technologiczny Nanyang w Singapurze) pozwolita na uzupelnienie
uzyskanych wynikéw dodatkowymi danymi eksperymentalnymi potwierdzajacymi

specyficznos¢ 1 uniwersalnos¢ PNA, jako inhibitora namnazania grypy.
1.1  Projektowanie PNA

PNA nakierowane na dwuniciowe regiony RNA wirusa grypy =zostaly
zaprojektowane w oparciu o drugorzedowe struktury vVRNA pelnej dlugosci (VRNAS)
i konserwatywnego motywu mRNA segmentu 8 (NRNAS8) (Rycina 10).37 4

Struktura drugorzedowa VRNAS szczepu A/California/04/2009 (HIN1) zostata
wyznaczona w oparciu o wczesniej scharakteryzowang strukture drugorzedowa VRNAS
szczepu A/Vietnam/1203/2004 (H5N1), ktora jest konserwatywna dla typu A wirusa
w 87,6%, na podstawie analizy 14135 sekwencji.®” Strukture drugorzedowa VRNAS
A/Vietnam/1203/2004 (H5N1) zaproponowano stosujac dane eksperymentalne uzyskane
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w wyniku mapowan chemicznych, mikromacierzy izoenergetycznych, sekwencyjno-
strukturalnych analiz bioinformatycznych oraz minimalizacje energii swobodnej.®’
Modelowanie struktury VRNAS8 A/California/04/2009 (H1N1) (Rycina 10A)
przeprowadzono przy uzyciu algorytmu Dynalign w programie RNAstructure 5.4,
wprowadzajac jako tzw. wyznaczniki (z ang. constraints) fatdowania struktury bazowej,
VRNAS8 A/Vietnam/1203/2004 (H5N1), konserwatywne pary zasad 0 zachowawczosci
wickszej lub rownej 99,9%.2" 3" Program Dynalign wyznacza homologiczna strukture

drugorzedowa dla dwoch sekwencji RNA o rownocze$nie minimalnej energii swobodne;.

Konserwatywny motyw mRNAS8 zostal natomiast zaproponowany we
wczesniejszych badaniach strukturalnych, dla sekwencji konsensusowej wyznaczonej na
podstawie analizy 1017 unikatowych sekwencji mRNAS8 pochodzacych z réznych
szczepdw wirusa grypy typu A.*® Motyw ten obecny jest w rejonie nukleotydow 81-148
NS1 mRNA (numeracja odnosi si¢ do otwartej ramki odczytu), ktory sasiaduje
z miejscem splicingowym 5> mRNAS. Model struktury powstal w wyniku analiz
mapowan chemicznych, mikromacierzowych oraz bioinformatycznych
z uwzglednieniem konserwatywno$ci par zasad dla wirusa grypy typu A i minimalizacji
wartosci energii swobodnej. Struktura motywu zostata zaprezentowana dla sekwencji
MRNAS8 szczepu A/California/04/2009 (H1N1) (Rycina 10B). Zmiany nukleotydowe
w stosunku do sekwencji konsensusowej uniemozliwity utworzenie par 27-42 i 29-40
przewidzianych w modelu. Co istotne, rejon docelowy PNA znajduje si¢ w rejonie
wysoce strukturalnie konserwatywnym dla typu A wirusa z prawdopodobienstwem
utworzenia par zasad 97% i jednocze$nie zostat przewidziany w strukturze o minimalnej

energii swobodnej dla tej sekwencji motywu.

Jako cele potencjalnego wigzania PNA wybrano dwuniciowe rejony RNA wirusa
grypy konserwatywne pod wzgledem struktury i jednoczes$nie o sekwencji utatwiajace;j
utworzenie trypleksu. PNA majg zdolno$¢ hybrydyzowania do sekwencji
komplementarnych i tworzenia trypleksow PNA*RNA-RNA. Dodatkowo, wprowadzono
modyfikacje - tiopseudoizocytozyne (L) oraz 5-metylocytozyne modyfikowana
guanidyna (Q) - ktore zwigkszaja powinowactwo 1 specyficzno$¢ wigzania oligomerow

do dwuniciowych rejonéw RNA.

Zaprojektowano trzy sekwencje PNA do testow wigzania in Vitro
I eksperymentéw w hodowli komorkowej (Tabela 1, Rycina 10). Kazda z tych sekwencji

wystepuje w trzech wariantach N-konca. PNA oznaczone jako IR-1a, IR-2a, IR-3a
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posiadaja grup¢ 6-aminoheksylokarboksylowa na N-koncu. IR-1b, IR-2b, IR-3b sa
koniugatami neaminy z PNA, w ktorych neamina znajduje si¢ na N-koncu. Koniugacja
neaminy z PNA ma na celu ulatwienie jego penetracji przez btone komorkowa.®” 158
Dodatkowo, znakowanie koniugatu PNA-neamina za pomoca karboksyfluoresceiny
(IR-1b-cf) pozwala na obrazowanie wewnatrzkomoérkowej lokalizacji czasteczek. PNA
IR-1 zaprojektowano tak, aby celowal wrejony dwuniciowe motywu panhandle
(obejmujacego nukleotydy 1-12), ktorego sekwencja i struktura jest uniwersalna dla
wszystkich o$miu genomowych segmentéw vVRNA wirusa grypy. PNA IR-3 nakierowany
jest na dwuniciowy rejon RNA obejmujacy nukleotydy 767-776 w VRNAS. Celem

dziatania IR-2 jest dwuniciowy rejon konserwatywnego motywu mRNAS8 obejmujacy

nukleotydy 131-136.

Na podstawie wczesniejszych badan dotyczacych trypleksow'% 1% w miejscu
wystepowania par G-U oraz niesparowania A*C w rejonie wigzania PNA przewidziano
tworzenie trojek odpowiednio L*G-U oraz T+A«C. W motywie panhandle wystepuje
jedna zasada U naprzeciw dwoch zasad A, dla ktorych zaproponowano tworzenie tylko
jednej trojki z zasada T w PNA IR-1. Taka konstrukcja pozwala na wspotosiowe utozenie
trypleksu PNA*RNA<RNA oraz dodatkowej niesparowanej zasady A, ktora po zwigzaniu

PNA do bruzdy wigkszej moze utworzy¢ zewngetrzne jednonukleotydowe wybrzuszenie.

Tabela 1. Sekwencje badanych PNA.

Nazwa Sekwencja PNA (N®"-PNA-C®r)

IR-1a NH2-ahx-TLTTTQTLLL

IR-1b NH2-Lys(Neamina)-TLTTTQTLLL
IR-1b-cf cf-Lys(Neamina)-TLTTTQTLLL

IR-2a NH2-ahx-TTLLTT

IR-2b NHz-Lys(Neamina)-TTLLTT
IR-2b-cf cf-Lys(Neamina)-TTLLTT

IR-3a NH2-ahx-TLLTTLLLLQT

IR-3b NH2-Lys(Neamina)-TLLTTLLLLQT
IR-3b-cf cf-Lys(Neamina)-TLLTTLLLLQT

ahx oznacza grupg 6-aminoheksylokarboksylowa, cf to 5(6)-karboksyfluoresceina, L to

tiopseudoizocytozyna, Q to 5-metylocytozyna modyfikowana guanidyng

46



Aol BEA »
)}%u M%““c 700 ‘},u"“ GG"%LLA 750
00 ’ UCycoag
\ / Alle;‘u - #AGA‘?UG%*-’Q]U\CGC%A U'CGAG‘?CCA—A?G o $€wﬁ s Gmﬁ:g ,}E’f, ﬁ‘é&?
GEEALE QA{:—&A—AG&A CCGU\J\W\/GGCG\LU,C /\Mé*c A “upacC —F‘\ /
' J o 5 IR-3a ~—
IR-3b
uuA-uGuuuu
250 f‘ % 890 oA
: éncecucCupyyccy” B. ¢ U
‘\Ab’cc.;ﬁ"\ /C'U&Uft' }J‘UA‘C\U )dhru-u GUGGGAAL AAAGA m};\] & ¢
N Ay N\ R1a o o
p IR-1b a
cA*U\f‘UAAA% cho
Aacl AGAA/ G0
) G+C
120 UL% 50 d C'u
; u U
a C6_EA A A A
{u AA UCE:CGA :} LAt
YA A, UeA
tacy A C+G
ﬂ% 100 IR-2a
e C+G
u‘i&:m\ U.AlIR-2b
¢ A
G
C+G
¢+G
G+C
UsA
A A
G+C
UsA
G+C
G+C
1< grichS 0’68

Uy p
Rycina 10. Rejony docelowe wigzania PNA oznaczone na strukturze drugorzedowej VRNAS szczepu A/California/04/2009(H1IN1)*" (A) oraz
konserwatywnym motywie strukturalnym mRNAS (B) (niebieskie linie), przedstawionym dla sekwencji szczepu A/California/04/2009(H1N1).4
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1.2  Charakterystyka tworzenia tryplekséw

Formowanie trypleksoOw zostalo scharakteryzowane w badaniach in vitro za
pomocg elektroforezy w zelu poliakrylamidowym w warunkach niedenaturujgcych.
Okreslono statg wigzania Kq PNA do krotkich modelowych czasteczek RNA (HA1, HA2,
HAZ3) tworzacych spinki do wlosow 0 strukturze i sekwencji odpowiadajacej rejonowi
docelowemu w petnej dtugosci RNA wirusowym (Rycina 11). IR-1a wiaze si¢ z HAI
z warto$cig Kq 1,2 £ 0,1 uM (Rycina 12). Wigzanie IR-1b, odpowiednika czasteczki
IR-1a zawierajacej neaming, z HA1 jest silniejsze (K¢ = 0,7 £ 0,1 uM). Przylaczenie
neaminy zwicksza w sposob istotny zdolno$¢ do tworzenia trypleksu PNA*RNA-RNA.
Zmiana ta moze by¢ spowodowana wystepowaniem oddzialywan miedzy dodatnimi
tadunkami neaminy i ujemnymi fadunkami RNA. IR-3a wigze si¢ z modelowg czasteczka
HA3 z Ky wynoszaca 1,9 + 0,1 uM. Trypleks utworzony pomiedzy modelowa spinka
HAZ2 i IR-2a wykazuje stabe wigzanie, Kg wynosi 17,9 £ 0,6 uM (Rycina 12). Mimo
zastosowania wysokich stezen IR-2a w eksperymencie, wigzanie z RNA nie ulega
wysyceniu. Udziat kompleksu wzgledem frakcji niezwigzanej nie osigga wartosci 100%.
Przyczyna obnizonego powinowactwa moze by¢ dtugos$¢ tworzonego trypleksu. Jest on
formowany przez sze$¢ nukleotydowych tréjek, podczas gdy pozostate trypleksy

powstaja na dtugosci dziesieciu (IR-1) i jedenastu nukleotydow (IR-3).

CA
. . coa Gc AA
C-G N-ter G A T o A-U
U-A « T =G 0 + C-G

UeG « L T *A-U
L « G-C

U-A « T T *A-U
L « G-C

U-A « T L *«G-C
L ¢ GeU

CeA o T L »G-C
L « G-C

G-C « Q T « A-U
T «A-U Ul

U-A T
A | N-ter G-C T « A-U
5 3 T « A-U
C-G » L L » G-C
C-G « L L » G-C
C-G L T + A-U
S,G B C3, N-ter 5 3
Spinka HA1 Spinka HA2 Spinka HA3
+ + +

PNA IR-1 PNA IR-2 PNA IR-3

Rycina 11. Struktury trypleksow tworzonych pomiedzy PNA i krotkimi modelowymi
spinkami RNA o strukturze i sekwencji docelowego rejonu dla PNA w petnej dtugosci
RNA wirusowym.
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Rycina 12. Charakterystyka tworzenia trypleksow przez PNA i krotkie modelowe RNA
metodg elektroforezy w Zelu poliakrylamidowym w warunkach niedenaturujagcych. RNA
sa znakowane radioizotopem 2P i maja stezenia: 1 pM dla HA1iHA3 i 0,5 pM dla HA2.
Stezenie PNA jest zmienne: (A) IR-1a (od lewej do prawej): 0; 0,2; 0,4; 0,8;1; 1,2; 1,6;
2;3;4,5i18uM; (B) IR-1b: 0; 0,1; 0,2; 0,4; 0,6; 0,8; 1; 1,2; 1,4; 1,6; 2; 314 uM; (C)
IR-2a: 0; 2; 5; 10; 20; 35; 50 1 64 uM; (D) IR-3a: 0; 0,2; 0,4; 1; 1,6; 2; 3;4; 516 uM.
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Badania przeprowadzone dzigki wspdipracy z grupa prof. Chena pozwolity
uzyska¢ uzupetiajace dane dotyczace najbardziej efektywnego w tworzeniu trypleksow
z testowanych PNA IR-1b.1® Wykonane zostaly dodatkowe rozdzialy na zelu
poliakrylamidowym w warunkach niedenaturujgcych. Krotki modelowy RNA HA1L
0 strukturze spinki do wlosow odwzorowujacej motyw panhandle znakowany byt
barwnikiem fluorescencyjnym Cy3 w celu wizualizacji (PH-v-Cy3) (Rycina 13A). PNA
IR-1a natomiast zamiast grupy 6-aminoheksylokarboksylowej zawierat lizyne (IR-1).
Stwierdzono, ze wigzanie IR-1 do modelowego RNA PH-v-Cy3 jest w sposdb nieznaczny
zalezne od pH - Kq waha si¢ w przedziale od 0,2 + 0,1 uM do 0,4 + 0,2 uM w zakresie
pH 6,0-8,0 (Rycina 13B). Sprawdzano rowniez wigzanie IR-1 do kontrolnej modelowej
czasteczki RNA o strukturze spinki do wlosow 1 sekwencji nie wykazujacej
komplementarnosci wzgledem testowanego PNA (rHP1-Cy3) (Rycina 13C). Nie
zaobserwowano wigzania pomigdzy IR-1 a kontrola rHP1-Cy3 (Rycina 13D).
Dodatkowo, przeprowadzono kontrolny eksperyment z udzialem modelowego RNA
PH-v-Cy3. Inkubowano go w obecnosci PNA P5 o sekwencji niekomplementarnej
| wykazano brak wigzania (Rycina 13D). Doswiadczenia te pozwolity stwierdzi¢, ze

wigzanie IR-1 jest specyficzne i zalezne od sekwencji.
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Rycina 13. Analiza wigzania PNA do modelowych czasteczek. (A) Struktura kompleksu
IR1-PH-v. (B) Wigzanie IR-1 do PH-v-Cy3 w pH 6,0 i 8,0. (C) Struktura teoretycznego
kompleksu P5-rHP1. (D) Wigzanie P5 do PH-v-Cy3 oraz IR-1 do rHP1-Cy3. Modelowe
czasteczki PH-v-Cy3 oraz rHP1-Cy3 znakowane sg Cy3. Pomigdzy PS5 a PH-v-Cy3 oraz
IR-1 a rHP1-Cy3 nie dochodzi do utworzenia kompleksu.>°

Kolejne analizy na zelach poliakrylamidowych wykazaty, Zze antysensowe
oligonukleotydy DNA (DNA1, DNAZ2), o sekwencji komplementarnej do miejsca
wigzania IR-1 w motywie panhandle (odpowiednio do konca 5’ i 3° panhandle), nie maja
zdolnosci wigzania modelowej spinki PH-v-Cy3 (Rycina 14A i B).1>° Wyniki te stanowia
potwierdzenie braku dostepnosci stabilnych struktur dwuniciowych takich jak panhandle
dla konwencjonalnych strategii antysensowych. Wigzania DNA1 i DNA2 nie
obserwowano takze w przypadku inkubacji z utworzonym uprzednio kompleksem

IR-1-PH-v-Cy3 (Rycina 14C i D).}*® Mozna zatem wnioskowaé, ze wiazanie pomiedzy
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PNA a modelowym RNA nie zaburza struktury spinki do wtoséw i nie powoduje jej

rozplecenia.
A DNA1 + PH-v-Cy3 B DNA2 + PH-v-Cy3
o o o
SSS==S==2@EBE==28
RN R o B L Ll
Y FEEEREEEEE RS FER St S
C DNA1 + IR-1-PH-v-Cy3 D DNA2 + IR-1-PH-v-Cy3

el b ot b\ o o Wl o ol o o o o o o o

Ly = S>3 =232 2 =
5333333323333 5333333333333
4 > O N N = N I -+ N In O O O
1°883337Y"8R88 {78850+ = ol
a | © © | = | —

: [IR-11=1 uM ! ! [IR-1]=1pM :

Rycina 14. Analiza wigzania oligonukleotydow DNA do: (A) i (B) PH-v-Cy3, (C) i (D)
kompleksu IR-1-PH-v-Cy3. Modelowa czasteczka RNA PH-v-Cy3 znakowana jest Cy3.
Oligonukleotydy DNA1 i DNA2 nie wigzg si¢ do PH-v-Cy3 oraz do kompleksu
IR-1-PH-v-Cy3.1%°

CzeSciowo dwuniciowa struktura parujacych sie koncow 5° i 3’ segmentu
wystepuje takze w cRNA wirusa grypy. Sekwencja tego motywu jest w duzej czesci
komplementarna do IR-1, wyst¢puja jednak dwa niesparowania skutkujgce niemoznos$cig
utworzenia dwoch z dziesigciu mozliwych trypletow, ktore sg obecne podczas tworzenia
trypleksu z VRNA (Rycina 15).2%° Doéwiadczenia wskazuja, ze IR-1 ma zdolnosé
wigzania PH-c-Cy3, jednak stabiej niz PH-v-Cy3. Wynik ten zwigzany jest zapewne
Z niepetng komplementarno$cig PNA oraz zmianami w strukturze motywu formowanego

przez cRNA.
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Rycina 15. Analiza wigzania IR-1 do PH-c: (A) struktura tworzonego trypleksu, (B)
elektroforeza poliakrylamidowa w warunkach niedenaturujacych pH 6,0; 7,5 oraz 8,0.
Modelowa czasteczka RNA PH-c-Cy3 znakowana jest Cy3.1%°

Przez grupe prof. Chena wykonane zostaly widma CD, dzigki ktorym
potwierdzono tworzenie trypleksu pomiedzy modelowym RNA PH-v (PH-v-Cy3 bez
fluorochromu) odpowiadajacym sekwencji VRNA a PNA IR-1 (Rycina 16A).1*° Trypleks
tworzony byt takze pomiedzy kontrolng parg PNA P5 i modelowym rHP1 (rHP1-Cy3 bez
fluorochromu) (Rycina 16B). Widmo CD nie wykazato jednak tworzenia potrojnej helisy
w przypadku IR-1 i PH-c (PH-c-Cy3 bez fluorochromu), ktérego sekwencja odpowiadata
cRNA (Rycina 16C). Prawdopodobna przyczyna braku sygnalu wskazujacego na
tworzenie trypleksu, byto jego ostabienie przez mniejszg sit¢ wigzania PNA z RNA oraz
wieksza elastyczno$¢ ze wzgledu na wspomniane wcze$niej zmiany sekwencyjne

I strukturalne cRNA powodujace wystepowanie niesparowan (Rycina 15A). Trypleks nie
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powstawat takze w probkach kontrolnych, gdzie znajdowaly si¢ pary PNA P5 i PH-v

(Rycina 16A) oraz IR 1 i rHP1 (Rycina 16B). Dane te zostaly uzupetnione o topnienia

UV, w ktorych wykazano, ze IR-1 nie wigze si¢ do RNA modelowego o strukturze

jednoniciowej (PH-v-ss), w przeciwienstwie do DNA1 i DNA2 (Rycina 16D). Wplyw na

wigzanie do rejonu jednoniciowego mial sposéb w jaki zaprojektowano IR-1. IR-1

nakierowany jest na dwuniciowg helis¢ zawierajagca motyw U/AA z jedng niesparowang

adenozyng, z ktorym parowata si¢ tylko jedna zasada PNA (Rycina 11). Rejon

jednoniciowy o takiej samej sekwencji uniemozliwia pelng hybrydyzacje IR-1.

Dodatkowo, IR-1 zawiera modyfikacje L i Q, ktére opisane zostaty jako promujace

wigzanie do rejonow dwuniciowych. Oligonukleotydy DNA byly natomiast w pelni

komplementarne do rejonu jednoniciowego.
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Rycina 16. Obrazy widm CD (A-C) i UV (D) przedstawiajace wigzanie modelowe;j
spinki PH-v (A), rHP1 (B), PH-c (C) oraz jednoniciowych RNA o sekwencji panhandle
VRNA (D) do oligomeréw PNA i DNA ¢
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W celu wykluczenia oddziatywan niespecyficznych IR-1 zostat poddany testowi
translacji in vitro z uzyciem podwdjnego systemu reporterowego z lucyferaza.® Test ten
pozwala wykry¢ niespecyficzne oddzialywanie z najbardziej liczng populacja RNA
komoérkowego- rTRNA. W podwojnym systemie reporterowym modelowa spinka rHP1
wprowadzona zostala pomiedzy geny dwoch lucyferaz: Renilla (RLuc) i Firefly (FLuc)
(Rycina 17A). W ramce odczytu 0 tylko Rluc ulega ekspresji. Po przesuni¢ciu ramki
odczytu (-1) przez rybosom na tzw. ,,8liskiej” (ang. slippery) sekwencji (UUUUUUA)
ekspresji ulegaja obie lucyferazy. W konstrukcie kontrolnym poprzez mutacje ,,$liskiej”
sekwencji dochodzi do powstania RLuc i FLuc w ramce odczytu 0. Po dodaniu IR-1
w stezeniach nizszych niz 10 pM do konstruktu doswiadczalnego lub kontrolnego,
poziomy ekspresji zar6wno RLuc, jak i FLuc nie s3 hamowane w sposob znaczacy
(Rycina 17B). Dodatkowo, po dodaniu PNA IR-1 w stezeniu do 20 uM nie
zaobserwowano istotnej zmiany w wydajnosci przesuni¢cia ramek odczytu rybosomu
(-1) (Rycina 17C). W przeprowadzonym eksperymencie IR-1 nie wykazal
niespecyficznej inhibicji translacji. W dotychczas opublikowanych pracach z uzyciem
tego samego konstruktu wykazano, ze PNA P5 (w sposob specyficzny wzgledem
sekwencji rHP1) moze powodowaé przesunigcie ramki odczytu oraz zmiang poziomu

ekspresji lucyferaz.1%
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Rycina 17. Translacja in vitro. (A) Schemat zastosowanego podwojnego systemu
reporterowego. Kodon STOP dla RLuc w ramce odczytu 0 konstruktu doswiadczalnego
(rHP1-E) oznaczono kolorem czerwonym w sekwencji rHP1. Tzw. ,.$liska” sekwencja
zostala podkre$lona, a jej mutacje w konstrukcie kontrolnym (rHP1-C) oznaczono
kolorem niebieskim. (B) Wyniki eksperymentu przedstawione w postaci
znormalizowanych poziomoéw ekspresji RLuc i FLuc w odpowiedzi na dodanie IR-1. (C)

Wydajnos$é przesuniecia ramek odczytu przez rybosom przy zastosowaniu réznych stezen
IR- 1.159

1.3 Wiazanie IR-1b-cf do segmentow RNA wirusa grypy oraz DNA

Analiza wigzania PNA do segmentéw wirusa grypy przeprowadzona w zelu
agarozowym pokazata, ze IR-1b-cf ma zdolnos¢ hybrydyzacji do vRNAS, vRNAS oraz
cRNA5 (Rycina 18A). Zgodnie z przewidywaniami PNA nakierowany na
konserwatywny motyw panhandle pozwala na celowanie w wigcej niz jeden segment za
pomoca jednej czasteczki. Dodatkowo, przeprowadzone do§wiadczenie wspiera wyniki
analizy tworzenia trypleksow uzyskane na drodze elektroforezy w Zelu
poliakrylamidowym krotkich modelowych czasteczek RNA. Wskazywaty one na to, ze
IR-1 moze wigza¢ si¢ takze do motywu formowanego przez 5° i 3’ koniec cCRNA, co

zostalo potwierdzone. Wynik jest spojny z dotychczasowymi doniesieniami
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pokazujacymi, ze mimo subtelnych r6znic w sekwencji, VRNA i cRNA maja wspolne
elementy strukturalne. W warunkach komoérkowych vRNA wystepuje w znacznie

wiekszych ilosciach niz cRNA, dlatego mozna si¢ spodziewac preferencyjnego wigzania

PNA do VRNA.

IR-1b-cf nie wigze si¢ do dwuniciowego DNAD, ktore swoja sekwencja
odpowiada cRNA5 i VRNAS w zalezno$ci od nici. W badaniach wykorzystano takze
kontrole w postaci motywu RNA pochodzacego z vRNAS wirusa grypy o dtugosci 172
nukleotydow (M1). Stosujgc mapowania chemiczne okres$lono strukture drugorzedowa
tego modelowego RNA (Rycina 19)'%° potwierdzajac, Zze zardéwno sekwencja jak
I struktura RNA nie powinna pozwoli¢ na specyficzne wigzanie IR-1b. W eksperymencie
rzeczywiscie nie zaobserwowano tworzenia kompleksu (Rycina 18B). Brak wigzania
miedzy IR-1b-cf i DNADS, a takze krotkim motywem M1 wskazuje na zdolnos¢
modyfikowanych PNA do tworzenia trypleksow ze specyficznym pod wzgledem
sekwencji i struktury motywem dwuniciowym RNA.
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Rycina 18. Analiza wigzania IR-1b-cf do RNA i DNA za pomocg elektroforezy w zelu
agarozowym. PNA IR-1b znakowany jest 5(6)-karboksyfluoresceing (cf), RNA i DNA
nie zawierajg znacznikow.
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Rycina 19. Struktura motywu M1 VvRNAS8 [nukleotydy 204-376 w sekwencji
A/Vietnam/1203/2004 (H5N1)] z naniesionymi wynikami mapowania chemicznego.

1.4  Przenikanie koniugatow PNA-neamina do komoérek

Niemodyfikowane oligomery PNA wykazuja niskg zdolno$¢ wnikania do
komorek jesli nie zostang zastosowane czynniki transfekujace lub grupy umozliwiajace
penetracje blony komoérkowe.’® 9% 102, 161163 Badania z wykorzystaniem mikroskopu
konfokalnego pokazuja, ze koniugaty PNA-neamina znakowane karboksyfluoresceing
(IR-1b-cf) przenikaja przez bton¢ komorek MDCK bez koniecznosci uzycia
dodatkowego czynnika wspomagajacego penetracje. Jest to zgodne z wczesniejszymi
doniesieniami dotyczacymi niemodyfikowanych PNA potaczonych z neaming.®” 8
Czasteczki IR-1b-cf po penetracji do wnetrza komorek sa rownomiernie rozprowadzone
w cytoplazmie, jadrze komoérkowym 1 mitochondriach. Zgodnie z wcze$niejszymi
doniesieniami neamina pozwala na uniknigcie zatrzymania PNA wewnatrz endosomu
i w efekcie obnizenia jego potencjatu inhibitorowego.®” % %8 Wydajnoé¢ pobierania
koniugatow przez poszczegolne komorki jest jednak zroznicowana (Rycina 20). Co jest
wazne dla skuteczno$ci potencjalnego inhibitora wirusa grypy, dystrybucja

przenikajacych do wnetrza komorki koniugatoéw obserwowana jest w przedzialach

komoérkowych, w ktorych obecny jest wirus 1 zachodzg poszczegdlne etapy jego cyklu
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replikacyjnego. Mozliwa jest zatem interakcja PNA z rejonem docelowego dziatania

w RNA wirusowym.

200 pm

A3

Rycina 20. Zdjecia komorek MDCK traktowanych 4 uM IR-1b-cf przez 12 godzin
pochodzace z mikroskopu konfokalnego: (A1) fluorescencja IR-1b-cf w komorkach, (A2)
komorki w $wietle widzialnym, (A3) barwienie jader komdrkowych z uzyciem DAPI,
(A4) nalozenie obrazow Al1-A3, (Bl) fluorescencja IR-1b-cf, (B2) barwienie
mitochondriow z zastosowaniem MitoTracker, (B3) barwienie jader komorkowych
z zastosowaniem DAPI, (B4) natozenie obrazow B1-B3.

1.5 Inhibicja namnazania wirusa grypy przez PNA

Przeprowadzono eksperymenty w hodowli komorkowej w celu okreslenia
potencjalu  przeciwwirusowego PNA  zdolnych do tworzenia trypleksow
Z drugorzedowymi strukturami RNA wirusa grypy. Lini¢ komorkowag MDCK poddano
dziataniu IR-1b, IR-2b, IR 3b i zakazano wirusem grypy. Poziom wirusa dla probek
traktowanych PNA oraz kontroli badano za pomocg dwdch metod: immunofluorescencji
posredniej (IFA) 1 PCR w czasie rzeczywistym. Supernatanty z zakazonych hodowli
komodrkowych pobierano i stosowano do ponownej infekcji monowarstwy komorek
W celu przeprowadzenia testu IFA. Metoda ta pomaga wykluczy¢ nieaktywne 1 niezdolne
do zakazenia wiriony z ilo$ciowe]j analizy wirusa. Testowane PNA o stezeniu 4 uM
okazaly si¢ hamowaé¢ namnazanie wirusa grypy w tescie IFA (Rycina 21). PNA IR-1b
ogranicza propagacje wirusa o 55,7%. IR-3b wykazuje mniejsza aktywnos$¢ i redukuje
miano wirusa 0 33,3%. IR-2b hamuje namnazanie wirusa 0 54,1%, mimo Ze analiza

tworzenia tryplekséw in vitro pokazuje bardzo stabe wigzanie IR-2a (bez przylaczonej
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neaminy) do docelowego rejonu RNA (Rycina 12). Istnieje prawdopodobienstwo, ze
neamina przytaczona do IR-2b i IR-3b moze zwigksza¢ wigzanie z wirusowymi RNA

poprzez interakcje odpowiednio z wewnetrzng petla i wybrzuszeniem (Rycina 11).
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Rycina 21. Wyniki IFA w komérkach MDCK zakazonych wirusem grypy i traktowanych
PNA. Shlupki bledow przedstawiajag standardowe odchylenia niezaleznych
eksperymentow. Analiza statystyczna zostata przeprowadzona z uzyciem testu t-studenta
(***p<0,001; *p<0,05).

Nastegpnie, aktywnos$¢ przeciwwirusowa PNA zostata okreslona za pomoca
analizy PCR w czasie rzeczywistym. Jako materiat do badania postuzyly izolaty
catkowitego RNA pochodzace z monowarstwy komorek w zainfekowanej hodowli
MDCK. W reakcji okreslono liczbg kopii wirusowego RNA w probkach traktowanych
PNA i poréwnano z nietraktowanymi kontrolami (Rycina 22). Zgodnie z wynikiem testu
IFA, IR-1b (4 uM) wykazal najbardziej znaczace dziatanie przeciwwirusowe poprzez
zmniejszenie liczby kopii RNA wirusa 0 70%. PNA IR-2b i IR-3b (4 pM) hamowaty
wirusa grypy odpowiednio o 31,4% i 46,9%. Ponadto zaobserwowano, ze aktywnos¢
przeciwwirusowa IR-1b jest zalezna od stezenia. IR-1b w nizszym stezeniu (2 uM)
powoduje 36,9% redukcje miana wirusa. Efekt ten jest znacznie nizszy niz obserwowany
dla IR-1b przy stgzeniu 4 uM. Analiza ilosciowa wirusowych RNA metoda PCR w czasie
rzeczywistym jest bardziej skorelowana z badaniami tworzenia tryplekséw w warunkach

in vitro, a zatem moze by¢ uwazana za doktadniejsza.
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Rycina 22. Analiza PCR w czasie rzeczywistym liczby kopii RNA wirusowego
w komorkach traktowanych PNA. Stupki bledéw przedstawiajg standardowe odchylenia
niezaleznych eksperymentow. Analiza statystyczna zostata przeprowadzona z uzyciem
testu t-studenta (***p<0,001; **p<0,01; *p<0,05).

Wzgledna liczba kopii RNA
wirusowego

Zarowno test IFA, jak i PCR w czasie rzeczywistym wykazaty, ze IR-1b jest
najbardziej aktywnym z testowanych PNA i hamuje replikacje wirusa odpowiednio
055,7% 1 70%. Aktywnos$¢ przeciwwirusowa poszczegolnych czasteczek PNA jest
znacznym stopniu spojna z danymi powinowactwa wigzania ustalonymi dla PNA
i krotkich modelowych RNA o strukturze spinki do wlos6w w warunkach in vitro.
Sposrod PNA niebedacych koniugatami neaminy to IR-la wykazal najwigksze
powinowactwo do czasteczki docelowej. Powinowactwo wigzania bylo znacznie
zwigkszone w trypleksie zawierajagcym koniugat PNA-neamina. Wiadomo, ze wolny
aminoglikozyd jest w stanie stabilizowa¢ niemodyfikowane trypleksy kwasu
nukleinowego przez wigzanie z wigksza bruzda.'®* 1% Obecnoéé neaminy wptywa
korzystnie na tworzenie si¢ komplekséw, dlatego mozna spekulowac, ze pozwala ona
roOwniez na zmniejszenie efektywnego ste¢zenia PNA stosowanego w eksperymentach

komoérkowych w poréwnaniu do czasteczek nie zawierajacych neaminy.

IR-2a wykazuje stabe wigzanie z HA2 w badaniach in vitro. Warto$¢ Kq tego
wigzania byta kilkukrotnie wyzsza niz uzyskana dla pozostatych kompleksow.
Natomiast, w tescie IFA IR-2b wykazuje podobng aktywno$¢ przeciwwirusowg do IR-1b
(ponad 50%). Mozliwe jest, ze po przytaczeniu do wirusowego RNA, neamina w IR-2b

wykazuje korzystne interakcje z sgsiadujaca petla wewnetrzng rejonu docelowego
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wigzania (Rycina 11). Jednak w analizie PCR w czasie rzeczywistym potencjat IR-2b jest
znacznie nizszy (31,4% inhibicji). Roéznice moga wynika¢ z metod stosowanych do
badania miana wirusa- poczawszy od materialu wyjSciowego stuzacego do oceny
ilosciowej a skonczywszy na wybranej metodzie [detekcja biatka wirusowego i ocena
infekcyjnosci (IFA) lub detekcja RNA (PCR w czasie rzeczywistym)] i jej czutosci.
Niekorzystny wynik uzyskany dla IR-2a w badaniach in vitro oraz IR-2b w metodzie
PCR w czasie rzeczywistym mogg wynika¢ z samej konstrukcji czasteczki. Stabe
oddzialywanie IR-2a z miejscem docelowym moze by¢ spowodowane dlugoscig rejonu,
ktory tworzy trypleks. Czasteczka IR-2a jest zbyt krotka, aby utworzy¢ wystarczajaco
stabilny kompleks z HA2 w warunkach ustalonych dla do$wiadczenia. Obnizone
powinowactwo wigzania moze roéwniez wystapi¢ w srodowisku komorkowym i wplywaé
negatywnie na wlasciwosci inhibitorowe czasteczki. Cho¢ krotkie oligomery PNA maja
korzystne cechy uzytkowe (wigksza rozpuszczalnos¢ oraz biodostgpnosc), 6-mery moga
by¢ niewystarczajace, aby zapewni¢ dostateczng specyficznos¢ i site wigzania z miejscem

docelowym.

W hodowli komérek MDCK testowano rdwniez wptyw wolnej neaminy (4 pM)
I PNA IR-1a (4 uM) (niezawierajacego neaminy) podawanego w obecno$ci niezwigzane;j
neaminy (4 uM), na infekcje wirusem grypy. W obu przypadkach nie zaobserwowano
znaczacych zmian w namnazaniu wirusa w porownaniu do kontroli (Rycina 22).
Wykazano, ze nieskoniugowane PNA nie wywieraja dzialania hamujacego na wirusa
grypy, takze w obecno$ci wolnej neaminy. Ponadto, sama niezwigzana neamina nie
wplywa na replikacje wirusa. Konieczna jest zatem koniugacja neaminy z PNA w celu
uzyskania skutecznego ograniczenia namnazania wirusa grypy. Efekt ten opiera si¢
prawdopodobnie na nadaniu PNA zdolnosci do penetracji komorki i potencjalnej

dodatkowej stabilizacji tworzonych trypleksow.

W celu poréwnania strategii z uzyciem ASO 1 PNA oraz ich efektow
przeciwwirusowych zaprojektowano parg¢ oligonukleotydow antysensowych 2’-O-Me
RNAL i 2’-O-Me RNA2, komplementarnych do ramion 5’ oraz 3° motywu panhandle.
Oligonukleotydy RNA sa w pelni 2’-O-metylowane, aby zapewni¢ odporno$¢ na
dziatanie nukleaz oraz zwigkszong stabilno$¢ tworzonych dupleksoéw. Transfekcja do
komoérek MDCK w stezeniu 4 uM, odpowiadajagcemu efektywnemu st¢zeniu IR-1b,
odbywata si¢ przy uzyciu lipofektaminy. Analiza ilosci wirusa w zakazonej hodowli przy

uzyciu metody PCR w czasie rzeczywistym wykazala znikomy efekt inhibicji w probkach
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traktowanych antysensowymi oligonukleotydami RNA (Rycina 23). Liczba kopii RNA
wirusowego byla obnizona o 24,3% oraz 18,4% odpowiednio dla 2’-O-Me RNAl1
i 2’-O-Me RNA2 w stosunku do kontroli traktowanej tylko lipofektaming. Wynik ten
potwierdza, ze motyw panhandle nie jest dostepny dla dziatania standardowej strategii
antysensowej. Kluczowym wymogiem dla efektywnosci podej$cia z zastosowaniem
oligonukleotydow antysensowych, w przeciwienstwie do PNA formujacych trypleksy,
jest dostepnos¢ rejonow docelowych dla potencjalnej hybrydyzacji. Warunek ten nie

zostal spetniony w przypadku motywu panhandle.
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Rycina 23. Wptyw 2’-O-metylowanych oligonukleotydow RNA nakierowanych na
motyw panhandle na namnazanie wirusa grypy. Stupki bledow przedstawiaja
standardowe odchylenia niezaleznych eksperymentow.

Przeprowadzono réwniez test MTT w celu oceny potencjalnego efektu
cytotoksycznego badanych oligomeréw PNA na komoérki MDCK. Wyniki testu MTT
pokazuja, ze komorki traktowane koniugatami PNA-neamina i wolng neaming nie
wykazujg znaczacych zmian w proliferacji w poréwnaniu z nietraktowang kontrolg
(Rycina 24). Wynik ten sugeruje, ze dziatanie hamujace oligomerow PNA na replikacje
wirusa grypy zalezy od specyficznej aktywnosci koniugatow PNA ukierunkowanej na
wybrane motywy strukturalne RNA wirusowego, a nie od zmniejszenia zywotnosci

komorek.
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Rycina 24. Wyniki testu MTT przeprowadzonego na komorkach traktowanych PNA
0 r6znym stgzeniu oraz neaming. Stupki btedow przedstawiaja standardowe odchylenia
niezaleznych eksperymentow.

Wspotpraca z prof. Chenem pozwolila takze na przeprowadzenie dos§wiadczen,
w ktorych badano wptyw IR-1b na rdézne podtypy wirusa grypy: otrzymany metoda
odwrotnej genetyki RG-H5N1 (HA i NA pochodza z A/Hubei/1/2010, pozostate
segmenty z A/Puerto Rico/8/1934), pdm H1IN1 (A/Singapore/TLL01/2009) oraz H7N1
(A/common iora/Indonesia/F89/11/95) (Rycina 25).1*® Podtypy te maja zachowang
sekwencje i strukture w rejonie panhandle, odpowiednie dla dziatania IR-1b. IR-1b
o stezeniu 5 pM w badaniach na komoérkach MDCK spowodowal znaczace, ponad
10-krotne obnizenie miana wirusa wszystkich podtypéw w poroéwnaniu do

nietraktowanej kontroli lub probki traktowanej 5 pM neaming.
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Rycina 25. Analiza aktywnosci IR-1b wzgledem roéznych szczepdéw wirusa grypy typu
A: H7N1 (A/common iora/Indonesia/F89/11/95), RG-H5N1 (A/Hubei/1/2010) oraz
pdm09 HIN1 (A/Singapore/TLL01/2009). Wynik zostal uzyskany poprzez zastosowanie
testu IFA oraz metody okreslania miana wirusa TCID50. Komérki MDCK infekowano
z uzyciem MOI = 0,05, supernatanty do seryjnych rozcienczen w IFA pobierano po
uplywie 36 godzin. Stupki btedow przedstawiaja standardowe odchylenia niezaleznych
eksperymentow. Analiza statystyczna zostala przeprowadzona z uzyciem testu t-studenta
(***p<0,001; **p<0,01; *p<0,05).1°

Receptor immunologiczny RIG-I jest jednym z kluczowych sensorow RNA
w komoree, ktorego aktywacje wykazano w szeregu infekcji wirusowych. Odgrywa on
zasadnicza role w odpornosciowej kaskadzie sygnatowej zakazonego organizmu
gospodarza, indukujac produkcj¢ interferonu oraz cytokin prozapalnych. W przypadku
wirusa grypy odpowiedz obronna organizmu prawie catkowicie opiera si¢ na dzialaniu
receptora RIG-I. Warunkiem koniecznym do aktywacji receptora jest obecnos$¢
dwuniciowego RNA. Tworzenie cyrkularnych form RNA poprzez parowanie koncow 5’
I 3’ stanowi wspolng ceche wiruséw posiadajagcych genom w postaci RNA o ujemne;j
polarnosci. Motyw panhandle jest zatem jedynym poznanym dotad konserwatywnym
motywem strukturalnym, ktory aktywuje kaskade sygnalizacyjng receptora RIG-|.166-168
Dodatkowym nurtem badan prowadzonych we wspotpracy z prof. Chenem byto badanie
zahamowania aktywacji RIG-I pod wptywem wigzania PNA do rejonu panhandle.t®
Badania oparte byly na wcze$niej opisywanym zjawisku wzrostu intensywnos$ci

fluorescencji w wyniku wiazania biatek.'®® W eksperymentach obserwowano, ze
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modelowy RNA odwzorowujacy strukturalnie rejon panhandle PH-v-Cy3 w wyniku
wigzania do RIG-1 wykazywal przewidywany wzrost intensywnos$ci fluorescencji
(Rycina 26A). Wykazano, ze obecnos¢ 2 uM IR-1 w mieszaninie powoduje odwrotny
efekt w postaci spadku intensywnosci fluorescencji. Mozna zatem wnioskowaé, ze
wigzanie IR-1 do motywu panhandle zaburza rozpoznawanie struktury przez RIG-I.
Nastepnie, badano rowniez aktywno$¢ ATPazowa RIG-I (Rycina 26B). Modelowy RNA
PH-v odpowiadajgcy motywowi panhandle stymuluje hydroliz¢ ATP. W obecno$ci 2 uM
IR-1 aktywnos$¢ ATP-azowa RIG-I ulega ostabieniu. Powyzsze obserwacje pozwalaja
sadzi¢, ze IR 1 oprocz hamowania namnazania wirusa grypy moze roéwniez dziata¢ jako
inhibitor ostrej odpowiedzi odpornosciowej zainfekowanego organizmu, ktora jest

przyczyng uszkodzenia ptuc w wyniku zakazenia.
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Rycina 26. Badanie wptywu wigzania IR-1 do PH-v-Cy3 na oddzialywanie rejonu
panhandle z receptorem biatkowym RIG-I oraz jego aktywno$¢ ATPazowa.'*®

Na aktywnos¢ przeciwwirusowg oligomerdw PNA znaczacy wpltyw ma wybor
miejsca docelowego dziatania. IR-1a i jego odpowiednik IR-1b zawierajacy neaming sg
nakierowane na motyw panhandle. Ta dobrze opisana w literaturze drugorzedowa

struktura jest utworzona poprzez parowanie koncoéw 5’ i 3° VRNA i jest charakterystyczna
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dla wszystkich oémiu segmentow wirusa grypy (Rycina 10).17: 25 26 37, 38, 170-172 Ragijon
panhandle jest wysoce konserwatywny pod wzgledem sekwencji i struktury nie tylko
wsrod wszystkich genomowych segmentdw wirusa, ale rowniez wérod roznych szczepow
wirusa. Przejscie wirusa przez poszczegoélne etapy cyklu replikacyjnego wymaga
dynamicznych zmian strukturalnych. Panhandle zostat zidentyfikowany jako motyw
nieodzowny dla regulacji replikacji, transkrypcji i pakowania wirionow potomnych.
Fundamentalne znaczenie funkcjonalne motywu panhandle mogto przyczyni¢ si¢ do
zwigkszenia skuteczno$ci przeciwwirusowej IR-1b w poréwnaniu do IR-2b i IR-3b
w eksperymentach komorkowych. Spostrzezenie to moze stanowi¢ cenng informacje

W opracowywaniu lekow przeciwko wirusowi grypy.

IR-2b zaprojektowano tak, aby rejonem jego oddziatywania byla dwuniciowa
struktura przewidziana dla mMRNAS8 (Rycina 10B).*** Rejon docelowy umiejscowiony
jest w konserwatywnej domenie RNA znajdujacej si¢ w regionie intronowym genu NS1.
Rejon oddziatywania RNA z PNA zawiera szes¢ par zasad (z udziatem reszt 131-136
MRNAS), ktore wykazuja ponad 90% zachowawczo$¢ par zasad. PNA IR-3b jest
nakierowany na trzon spinki do wlos6w obejmujacy reszty 767-776 w VRNAS. Docelowy
dwuniciowy RNA sktada si¢ z rdzenia 11 par zasad przerwanego przez
jednonukleotydowe wybrzuszenie U, ktore wedlug przewidywan jest zachowane w wielu

szczepach.®’

Inhibicja wirusa grypy przez oligomery PNA moze zachodzi¢ na drodze kilku
procesOw indukowanych przez tworzenie trypleksu. Dotychczasowe doniesienia
pokazaly, ze PNA celujace w mRNA mogg blokowa¢ translacje i hamowac ekspresje
biatka w hodowli komérkowej w sposéb wysoce specyficzny dla sekwencji.8? Poniewaz
hybrydy PNA-RNA nie sg rozpoznawane jako substraty dla zadnego ze znanych
enzymoOw, uwaza si¢, ze hamowanie opiera si¢ na sterycznym zablokowaniu funkcji
RNA. Ten sam mechanizm moze by¢ odpowiedzialny za zmniejszenie miana wirusa
w hodowli komérkowej MDCK. Stabilne wigzanie PNA z podwojng helisg wirusowego
RNA moze zaktoca¢ funkcje zapewniane przez strukture i potencjalne przej$cia
konformacyjne RNA, ktore kontroluja procesy wewnatrzkomérkowe. Mozna
zobrazowaé ten mechanizm na przyktadzie testowanego IR-1b. Zablokowanie motywu
panhandle poprzez stworzenie stabilnego trypleksu nie pozwala na opisane w literaturze
zmiany struktury VRNA.}24% 113 3 one wymagane do przeprowadzenia zmian

w aktywnosci procesow wirusowych o tak fundamentalnych funkcjach jak replikacja czy
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transkrypcja. W ten sposob cykl wirusa zostaje zatrzymany na pewnym etapie. Blokada
nie pozwala na produkcj¢ wiriondw potomnych i w konsekwencji dalsza propagacje
wirusa. Tworzenie trypleksow moze rowniez zaktoca¢ aktywno$¢ biatek wigzacych
RNA. Proces ten, a w szczegdlnosci komponenty, ktore moga bra¢ w nim udziat nie sg
doktadnie poznane. PNA gromadzace si¢ w cytoplazmie i jadrze komoérkowym,
nakierowane na VRNA i mRNA, moga zatem wptywac na cykl replikacyjny wirusa na

réznych etapach, w tym na replikacje, transkrypcje i pakowanie wirionow potomnych.

Celowanie w rejony dwuniciowego RNA otwiera nowe mozliwosci dla inhibicji
propagacji wirusow i regulacji funkcji komoérkowych. Standardowe strategie wymierzone
W RNA wirusowy i oparte na kwasach nukleinowych byly dotychczas glownie
nakierowane na prawdopodobne lub zdeterminowane rejony jednoniciowe, takie jak
wybrzuszenia 1 wewnetrzne petle. Nowe podejscie oparte na tworzeniu trypleksow
pozwala na celowanie w RNA, ktory jest wyjatkowo stabilny konformacyjnie i zwykle
niedostgpny dla tworzacych dupleksy narzedzi oligonukleotydowych. Ponadto,
celowanie w regiony zachowawcze pod wzglgdem sekwencji i struktury jest bardzo
specyficzne i moze skutecznie prowadzi¢ do zaburzen podstawowych funkcji RNA
niezbednych dla przeprowadzenia cyklu replikacyjnego wirusa. Rownoczesnie,
stosowanie stosunkowo krotkich oligomerow PNA (10-mer) pozwala rozwigzac problem
zmniejszonej rozpuszczalnosci 1 biodostgpnosci, ktore obserwuje si¢ dla dluzszych PNA.
Biorgc pod uwagg korzystne cechy zbadanych, zmodyfikowanych oligomerow PNA
| wplyw przytaczenia do nich neaminy, podejscie nakierowane na konserwatywny
dwuniciowy motyw RNA za pomocag koniugatow PNA-neamina wydaje si¢ bardzo
obiecujaca strategia i zasluguje na dalsze rozwijanie. Dodatkowy potencjat PNA moze
zosta¢ ujawniony w dalszej optymalizacji dlugosci, poszukiwaniu nowych motywow
strukturalnych i sekwencji miejsca wigzacego, chemicznej modyfikacji czy czynnikow

wspomagajacych wnikanie do komorek.

2. SiRNA jako inhibitory namnazania wirusa grypy

wprowadzane do komorek za pomoca znanych 1 powszechnie stosowanych no$nikow
kwasow nukleinowych. SIRNA zastosowano rowniez jako skuteczne inhibitory
namnazania wirusow, w tym wirusa grypy.>> W tych badaniach podstawa doboru
sekwencji docelowej byla jej zachowawczo$¢ posrdd szczepdéw wirusa. Jednak, nie

wszystkie zaproponowane w ten sposob dupleksy wykazaly znaczacy potencjat
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przeciwwirusowy. 11t 117:125.126. 174 \w pinjejszej pracy analizie poddana zostata nie tylko
sekwencja, ale takze kontekst strukturalny docelowego RNA wirusowego. Szczegdlna
uwaga zostata poswiecona motywom, ktore mogg mie¢ znaczenie funkcjonalne w cyklu
replikacyjnym wirusa grypy. Podejscie to ma na celu stworzy¢ podstawy dla
udoskonalenia procesu projektowania siRNA w oparciu o dane strukturalne oraz

zwigkszy¢ potencjat inhibitorowy narzedzi oligonukleotydowych.

Kolejnym istotnym zagadnieniem dotyczagcym siRNA sg czynniki, ktore
gwarantuja ich potencjalne zastosowanie terapeutyczne. Wsrdéd nich, poza wysoka
efektywnos$cia, wymieni¢ nalezy cechy takie jak stabilno$¢ 1 specyficznos¢.
W niniejszych badaniach testowane sa modyfikowane chemicznie warianty siRNA,

ktorych celem jest poprawienie wtasciwosci siRNA w tym zakresie.
2.1  Projektowanie siRNA i ASO nakierowanych na mRNA segmentu 5

Przeprowadzono staranng analiz¢ i selekcje rejonéw docelowego dziatania
interferencji RNA w oparciu o strukturg drugorzgdowa (+)RNA segmentu 5 wirusa grypy
typu A [(+)RNAS5]. Drugorzedowa struktura (+)RNA5 A/California/04/2009 (H1N1)
zostala  okreSlona na bazie opisanej dotychczas  struktury  (+)RNAS5
A/Vietnam/1203/2004 (H5N1).*®  Struktura drugorzedowa (+)RNAS drugiego
z wymienionych szczepow zostata doktadnie zbadana w eksperymentach mapowania
chemicznego in vitro, z uzyciem mikromacierzy izoeneregetycznych oraz
bioinformatycznych analiz sekwencyjno-strukturalnych. Struktura modelowa tego
szczepu ma charakter zachowawczy posrod wirusow typu A. Na podstawie
bioinformatycznej analizy zachowawczosci struktury drugorzedowej w oparciu o 15533
sekwencji RNA szczepow wirusa grypy typu A stwierdzono, ze $rednia
konserwatywno$¢ par zasad wynosi 85%.8 Dlatego tez, struktura ta stanowi wiarygodny
fundament dla przewidywania struktury drugorzedowej (+)RNAS innych szczepow
typu A. Do faldowania (+)RNAS5 A/California/04/2009 (H1N1) postuzyt algorytm
Dynalign w oprogramowaniu RNAStructure 6.1, ktory przewiduje wspdlng strukture
drugorzedowg dla dwoch homologicznych RNA.*"™ Dodatkowo, do sekwencji (+)RNA5
A/Vietnam/1203/2004 (H5N1) wprowadzono ograniczenia faldowania pod postacig
konserwatywnych par zasad o zachowawczo$ci wigkszej lub rownej 99% (Tabela 8,
DODATEK). Sposrod 244 konserwatywnych par zasad kontekst strukturalny par 115-
217, 133-165, 184-209 i 285-332 uniemozliwil wygenerowanie struktury drugorzgdowej
(+)RNA5 A/California/04/2009 (H1N1) przez program. Powodem byty niekorzystne
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wartosci energii swobodnej spowodowane obecno$cig sasiadujacych niesparowanych
nukleotydéw zaréwno od strony 5°, jak 1 3’. Prawdopodobnie doprowadzito to do
destabilizacji motywow struktury drugorzedowej. W konsekwencji, wymienione cztery
z 244 przewidywanych konserwatywnych par zasad wykluczono z ostatecznego
modelowania. Uzyskana struktura drugorzedowa (Rycina 27) charakteryzuje si¢
wystepowaniem analogicznych domen oraz motywow strukturalnych przewidzianych dla
(+)RNA5 A/Vietnam/1203/2004 (H5N1).*® Niewielkie rearanzacje rézniace te dwie
struktury dotycza gtéwnie utworzenia dodatkowych par zasad lub wydtluzenia rejonéw
jednoniciowych przez rozplecenie niektorych par zasad. Takie zmiany wystepujg zwykle

w czgsciach terminalnych helis i sg determinowane przez sekwencje szczepu.
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Rycina 27. Struktura drugorzedowa (+)RNAS5 A/California/04/2009 (HlNl) z zaznaczonymi rejonami docelowymi dzialania zaprojektowanych
SiRNA.
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Preferowane miejsca docelowe dla SiRNA byly zlokalizowane w rejonach
(+)RNA5 A/California/04/2009 (H1IN1) odpowiadajacych nukleotydom silnie
zmodyfikowanym przez odczynniki mapujagce w A/Vietnam/1203/2004 (H5N1),
konserwatywnych pod wzgledem struktury, potencjalnie dost¢pnych dla interakcji
z oligonukleotydami i podatnych na zaklocenia ze wzgledu na kontekst strukturalny.
Mate interferujgce RNA nakierowane na mRNAS zostaty zaprojektowane przy uzyciu
narz¢dzia RNAI Designer udost¢pnionego na stronie internetowej firmy Thermo Fisher
Scientific. Narzedzie to bierze pod uwagge ogodlne zasady selekcji sekwencji docelowych
MRNA i wymagania dla efektywnej interferencji dupleksow siRNA w komorkach
ssakow.’® Podstawowym kryterium projektowania jest dobor unikalnych sekwencji
rejonu docelowego, aby zapewni¢ wysoka specyficzno$¢ siRNA. Dodatkowo, algorytm
wykonuje analize statystyczng sekwencji docelowej. Bierze pod uwage czynniki takie jak
sktad sekwencji (np. pary GC), zawartos¢ nukleotydow na koncach 5’ i 3’ oraz
wlasciwos$ci termodynamiczne. Uzyskane dane konfrontuje z wynikami uzyskanymi dla
znanych zestawOw siRNA testowanych na roznych genach docelowych. Preferowane sa
sekwencje docelowe rozpoczynajace si¢ od 5° AA i oddzielone 19 nukleotydami od UU.
Jesli kryterium to nie moze zosta¢ spetlnione, pod uwage brane sg takze sekwencje nie
zawierajace konca 3’ UU, a takze rozpoczynajace si¢ od strony 5’ NA. Zawartos¢ par GC
powinna by¢ zblizona do 50%, jednak mozna ustali¢ szerszy przedzial akceptowany przez
program. Kolejnym etapem byla niezalezna od narzedzia projektujacego analiza
uwarunkowan strukturalnych proponowanych miejsc docelowych. W ostatecznej selekcji
uwzgledniono zarowno cechy strukturalne jak i sekwencyjne. Z puli czasteczek
zaproponowanych przez narzedzie do projektowania wybrano dziewig¢ SIRNA
pokrywajacych si¢ ze wstepnie zdefiniowanymi rejonami docelowymi (sekwencje
w Tabeli 2, Rycina 27). Przygotowano pozytywne i negatywne kontrole dla
eksperymentu. Jako pozytywna kontrola postuzyt siRNA NP-1498, ktorego skutecznosc
wyciszania zostata zaprezentowana we wczesniejszych testach i opublikowana. !t 121
Kontrola negatywna zostata utworzona przez losowe przetasowanie sekwencji jednego
z zaprojektowanych siRNA, tak aby nie wykazywal komplementarnosci wzglgdem
sekwencji wirusowych i komoérkowych. Oligonukleotydy tworzace dupleksy SiRNA
miaty dtugo$¢ 21 nukleotydoéw i zawieraly dwunukleotydowe niesparowane konce 3°TT.
Dla wybranych rejonow docelowych zaprojektowano rowniez ASO. Byly one w peini

2’-O-metylowane i zawieraty nukleotydy LNA w wybranych pozycjach poszczegélnych
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nici w celu zmniejszenia szybkosci degradacji w warunkach komorkowych i zwigkszenia

stabilno$ci termodynamicznej Wigzania do miejsca docelowego w RNA (Rycina 28).

Tabela 2. Sekwencje testowanych siRNA i ASO.

a613

UUCUGAUUAACUCCAUUGCTT

Nazwa Sekwencja Rejon
docelowy
siRNA
$1498 GGGUCUUAUUUCUUCGGAGTT
1498 21498 CUCCGAAGAAAUAAGACCCTT 1498-1516
310 s1312 GCAACCGUUAUGGCAGCAUTT 13121330
al312 AUGCUGCCAUAACGGUUGCTT
$1090 GGAAAGAAAGUGAUUCCAATT
1090 al090 UUGGAAUCACUUUCUUUCCTT 1090-1108
s1008 CCCAGCUCACAAGAGUCAATT
1008 al008 UUGACUCUUGUGAGCUGGGTT 1008-1026
901 $901 GCAAGUGGGCAUGACUUUGTT 901.919
a901 CAAAGUCAUGCCCACUUGCTT
632 5682 CGAAGGACAAGGGUUGCUUTT 682-700
a682 AAGCAACCCUUGUCCUUCGTT
613 $613 GCAAUGGAGUUAAUCAGAATT
a613 UUCUGAUUAACUCCAUUGCTT
613-5F1 $613-sF1 GFCAAFUGGAGIUfUAATUfCAGAATT
a613 UUCUGAUUAACUCCAUUGCTT
613.5F2 $613-sF2 GICAAFUGGAGTUfUAATUfCAGAAFUTU
a613 UUCUGAUUAACUCCAUUGCTT
613-aF1 s613 GCAAUGGAGUUAAUCAGAATT
a613-aF1 fUfUfCfUGATUfUAATCTUfCTCATUTUGICTT
613.2F2 $613 GCAAUGGAGUUAAUCAGAATT
a613-aF2 fUfUFCTUGAfUfUAAFCTUfCFCATUTUGTCTUfU
613-aF3 s613 GCAAUGGAGUUAAUCAGAATT
a613-aF3 fUfUFCfUGAFUFUIAIAFCTUICFCAFUFUGICTT
613-85F1 $613-sF1 GFCAATUGGAGTUTUAATUfCAGAATT
ab13-aF1 fUFUFCTUGATUfUAATCTUfCECATUTUGICTT 513.631
613-5Me2 s613-sMe2 | GM CM AM AM UM GGAGUUAAUCAGAATT
a613 UUCUGAUUAACUCCAUUGCTT
613.5TT.PS $613-sTT-PS | GCAAUGGAGUUAAUCAGAATPSTPS
a613 UUCUGAUUAACUCCAUUGCTT
613-2TT-PS s613 GCAAUGGAGUUAAUCAGAATT
a613-aTT-PS | UUCUGAUUAACUCCAUUGCTPSTPS
613.5PS $613-sPS GCPSAAUGGAGUUAAUCPSAGAATT
a613 UUCUGAUUAACUCCAUUGCTT
613-2PS s613 GCAAUGGAGUUAAUCAGAATT
a613-aPS UUCPSUGAUUAACPSUCPSCPSAUUGCPSTT
613.55PS $613-sPS GCPSAAUGGAGUUAAUCPSAGAATT
a613-aPS UUCPSUGAUUAACPSUCPSCPSAUUGCPSTT
613-SDNA $613-sDNA | IGICIAIATIGIGIAIGTTIAIATICIAIGIAIATT
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613-2DNA $613 GCAAUGGAGUUAAUCAGAATT
a613-aDNA | TTICTIGIATTIAIAICTICICIATTIGICTT
613-5IDNA $613-sDNA | IGICIAIATIGIGIAIGTTIAIATICIAIGIAIATT
a613-aDNA | TTICTIGIATTIAIAICTICICIATTIGICTT
471 s471 CCUGAAUGAUGCCACAUAUTT
a471 AUAUGUGGCAUCAUUCAGGTT
471.5F1 s471-sF1 fCfCfUGAATUGATUGICICATCATUATUTT
ad71 AUAUGUGGCAUCAUUCAGGTT 471.489
471-5F2 s471-sF2 CfCfUGAAfUGAFUGFCFCACAUAUTT
a471 AUAUGUGGCAUCAUUCAGGTT
471sMel | SA7AsMel CMCM UM GM AM AUGAUGCCACAUAUTT
ad71 AUAUGUGGCAUCAUUCAGGTT
12 s412 GCAAACAAUGGCGAAGAUGTT 412.430
ad12 CAUCUUCGCCAUUGUUUGCTT
183 5183 ACUCAAACUCAGUGAUUAUTT
al83 AUAAUCACUGAGUUUGAGUTT
5183-sF1 AfCTUfCAAAFCTUFCAGIUGATUTUAFUTT
183-sF1 al83 AUAAUCACUGAGUUUGAGUTT 183-201
183-5F2 5183-sF2 AfCfUFCAAAFCTUFCAGIUGAUUAUTT
al83 AUAAUCACUGAGUUUGAGUTT
Negatywna | sK1 GGUUUACCGUGUUCUGUGATT _
kontrola K1 | aK1 UCACAGAACACGGUAAACCTT
Oligonukleotydy antysensowe
682 AAGCLAACLCCUULGUCLCUULCG 682-700
613 UUCLUGAUSUAACLUCCLAUULGC 613-631

Nazwy siRNA pochodzg od numeracji pierwszego nukleotydu od konca 5° w sekwencji
docelowej (+) RNADS (s przed nazwa siRNA 0znacza ni¢ sensowsg, a- ni¢ antysensowsa).
Modyfikacje sekwencji RNA zaznaczono pogrubionymi i podkreslonymi literami (T-
NPS_

2’-O-metylowany rybonukleotyd, 9N- deoksyrybonukleotyd, N-- nukleotyd LNA). ASO

tymidyna, fN- fluororybonukleotyd, rybonukleotyd tiofosforanowy, NM-

sg 2°-O-metylowanymi oligonukleotydami zawierajacymi LNA (NL).
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Rycina 28. Wzory strukturalne modyfikowanych reszt nukleotydow zastosowanych
W pracy.

2.2 Potencjal inhibitorowy niemodyfikowanych siRNA

Wyniki uzyskane w doswiadczeniach przeprowadzonych w hodowlach
komorkowych wykazaty, ze szes¢ z dziewieciu zaprojektowanych siRNA hamowato
replikacje wirusa grypy (Rycina 29). St¢zenie 8 nM bylo wystarczajace do wywotania
znacznego dziatania przeciwwirusowego. Najbardziej efektywne byty siRNA 613 i 682,
ktore zmniejszyty liczbe kopii wirusa odpowiednio o 84,5% i 85,6%, w poréwnaniu
z kontrola negatywna. Dwa inne siRNA - 1090 i 471 - wykazaly $rednig aktywno$¢
I zahamowaty namnazanie wirusa 0 odpowiednio 50,3% i 56,4%. Niektore z dupleksow
w sposOb umiarkowany wptynely na replikacje wirusa grypy. Dla siRNA 183 redukcja
wyniosta 42,3%, a dla 1312 jedynie 21,7%. Czasteczki 412 i 1008 nie wykazaly zadnego
efektu hamujacego. Co ciekawe, transfekcja sSiRNA 901 do komorek doprowadzita do
znaczacego zwigkszenia namnazania wirusa. Nastepnie, wyniki uzyskane dla SiIRNA 613

i 682 zostaty potwierdzone w tescie IFA (Rycina 30 i 31). W obu przypadkach miano
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wirusa bytlo zmniejszone w poréwnaniu z kontrolg negatywna, odpowiednio o 90,6%

1 89,2%.
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Rycina 29. Potencjat inhibitorowy siRNA wobec szczepu A/California/04/2009 (H1N1)
w komodrkach MDCK. Liczbe kopii RNA wirusowego okreslono metodg PCR w czasie
rzeczywistym. Wartosci otrzymane dla probek siRNA poréwnano z warto$cig uzyskang
dla kontroli negatywnej K1 (stanowigcej 100%). Komorki traktowane lipofektaming bez
uzycia siRNA sg oznaczone jako LF, komorki nietransfekowane i poddane infekcji to
INF, 1498 to siRNA stanowigcy kontrole pozytywng (testowany wczesniej przez innych
badaczy! 121), pozostate znaczniki sa nazwami siRNA. Shupki bledéw przedstawiaja
odchylenie standardowe niezaleznych eksperymentow. Analiza statystyczna zostata
przeprowadzona z uzyciem testu t-studenta (***p<0,001; **p<0,01; *p<0,05).

Rycina  30.

0,
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$ 0% 9400 10,8%
0%
613 682 LF
Aktywnos¢ przeciwwirusowa dwoch najbardziej  skutecznych

niemodyfikowanych siRNA w tescie IFA. Wyniki uzyskane dla siRNA poréwnano
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z kontrolg negatywng K1 (stanowigcg 100%). Komorki traktowane lipofektaming bez
uzycia siRNA s3 oznaczone jako LF, pozostale znaczniki sg nazwami siRNA. Stupki
bledow przedstawiajg odchylenie standardowe niezaleznych eksperymentéw. Analiza
statystyczna zostata przeprowadzona z uzyciem testu t-studenta (***p<0.001, **p<0.01,
*p<0.05).

Rycina 31. Zdjecia z mikroskopu fluorescencyjnego przedstawiajace hodowle komoérek
MDCK zakazonych wirusem grypy w tescie IFA. (A) 1 (C) prezentuja hodowle
traktowang siRNA 613. (B) i (D) kontrole. Zielona fluorescencja pochodzi od przeciwciat
przeciw wirusowi grypy nakierowanych na biatko NP, niebieska to barwienie jadra przy
uzyciu DAPIL Ilos¢ sygnatow pochodzacych od przeciwciat skierowanych przeciwko

biatku NP grypy jest zmniejszona w probce traktowanej siRNA 613, co swiadczy
0 inhibicji namnazania wirusa.

A

W toku prac badawczych testowano rézne stgzenia siRNA 613 1 682 w zakresie
od 100 nM do 2 nM. Zaobserwowano, ze podniesienie stezenia powyzej 8 nM (50 nM,
100 nM) nie skutkuje wzmocnieniem efektu hamujacego namnazanie wirusa grypy,
a liczba kopii RNA wirusa osiagga plateau i utrzymuje si¢ na statym poziomie (Rycina
32). Istniejg doniesienia, ze wewnatrzkomoérkowa egzonukleaza Eri-1, ktora jest
negatywnym regulatorem RNAI, ulega nadekspresji w odpowiedzi na wysokie dawki

SiRNA.Y"" Zjawisko to moze przyczyniaé sie do usuwania pewnej puli czasteczek siRNA,



ktore wniknety do komorki i zapobiegaé zachodzeniu dalszych etapéw prowadzacych do
wyciszenia genéw. Powyzsza obserwacja wskazuje, ze w niektorych przypadkach
zwigkszanie st¢zenia nie przynosi pozadanych skutkow biologicznych. Nalezy zatem
zwracaé uwage, aby stosowaé najnizsze mozliwe stezenie SIRNA, ktore wywotuje
oczekiwany efekt inhibicji. Z drugiej strony, obnizenie stezenia z 8 NM do 4 nM i 2 nM
powodowato proporcjonalny wzrost liczby kopii wirusowego RNA. Przeciwwirusowa

aktywno$¢ siRNA w tym zakresie stezen jest zatem zalezna od dawki (Rycina 32).
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Rycina 32. Najskuteczniejsze siRNA testowano w kilku stezeniach. Liczbe kopii RNA
wirusowego analizowano metoda PCR w czasie rzeczywistym. Wyniki uzyskane dla
siRNA porownano z kontrolg negatywng. Stupki bledow przedstawiajag odchylenie
standardowe niezaleznych eksperymentow. Analiza statystyczna zostata przeprowadzona
z uzyciem testu t-studenta (***p<0.001, **p<0.01, *p<0.05).

2.3 Analiza konserwatywnych motywéw struktury drugorzedowej jako celu dla

strategii RNAI

SiRNA 613 1 682 o najwigkszym potencjale przeciwwirusowym nakierowane sg
na konserwatywne rejony struktury drugorzgdowej mRNAS wirusa grypy- 613-631 i 682-
700 (Tabela 2, Rycina 27). Rejon 613-631 obejmuje przewidywane miejsce silnego
wigzania sondy w mapowaniu (+)RNA5 A/Vietnam/1203/2004 (H5N1) przy uzyciu
mikromacierzy izoenergetycznych i sasiaduje ze stosunkowo dlugim elastycznym

regionem 633-639.%¢ Konserwatywno$¢ strukturalna w poréwnaniu z innymi obranymi
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celami siRNA jest najwyzsza (92%, Tabela 3), a sam motyw jest stabilny
termodynamicznie. Rejon 682-700 jest natomiast czeScig spinki do wloséw 671-743,
dobrze scharakteryzowanej w mapowaniu chemicznym (+)RNAD5 szczepu H5N1, a takze
obejmuje elastyczny rejon 683-687. Domena odznacza si¢ wysokg konserwatywno$cig
(88%), jest jednak bardziej labilna strukturalnie, o czym $wiadczy obliczona energia
swobodna, natomiast dupleks mRNA/ni¢ antysensowa SIRNA jest bardzo
termodynamicznie stabilny (Tabela 3). SIRNA 613 czeSciowo pokrywa si¢ z miejscami
wigzania wczesniej testowanych ASO 615A i 640A, znajdujagcymi w petlach spinki do
wlosow.® Rejony te zostaty zdefiniowane jako dobre cele dla ASO o silnym dziataniu
hamujagcym namnazanie wirusa grypy (3-krotne obnizenie miana w tescie IFA
i odpowiednio 70% i 64% w analizie metodg PCR w czasie rzeczywistym).
Uniwersalnos¢ tych sasiadujacych rejonéw jako celu dla dwoch réznych strategii
ukierunkowanych na RNA potwierdza poglad, ze niektére stabilne i konserwatywne
motywy moga mie¢ znaczenie funkcjonalne. Nie istnieje jednak prosta zalezno$¢ migdzy
obliczong  konserwatywno$cig  strukturalng =~ wybranego  motywu, danymi

termodynamicznymi i skuteczno$cig nakierowanych na dany motyw siRNA (Tabela 3).

Tabela 3. Analiza konserwatywnosci strukturalnej domen docelowych oraz energii
swobodnej dupleksu mMRNA/ni¢ antysensowa SIRNA.

Nazwa | Domena Srednia Energia Energia swobodna
SiRNA | docelowa | konserwatywnos¢ swobodna dupleksu
par zasad domeny | domeny AG®s7 MRNA/nié
docelowej dla (kcal/mol) antysensowa siRNA
typu A AG®37 (kcal/mol)
183 107-227 83,7% -4.4 -27,5
412 386-444 81,3% -0,5 -31,7
471 452-493 86,9% -8,8 -31,6
613 559-669 92,4% -12,7 -29,2
682 671-743 88,5% -5,2 -34,4
901 851-931 89,7% -12,3 -34,6
1008 | 977-1067 81,0% -0,2 -35,7
1090 | 1077-1197 86,8% -20,5 -28,8
1312 | 1258-1365 78,6% -7,8 -34,8
1408 | 2ol 86,4% 235 32,3
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Nalezy jednak pamigtaé, ze cel 1 samo siRNA musi spetniaé wiele kryteriow aby
aktywacja RNAI byta skuteczna. Mozna jedynie zauwazy¢, ze dla czterech z szesciu
najlepszych testowanych siRNA konserwatywnos$¢ par zasad jak i1 stabilno$¢ motywu

strukturalnego byta wysoka.

Rejon docelowy dla siRNA 613 réwniez sasiaduje z miejscami docelowymi dla
trzech skutecznych siRNA opublikowanych przez inne grupy badawcze.?® 12
Nukleotydy 591-612 sgsiadujgce z koncem 5 docelowego miejsca wigzania SIRNA 613
byty celem dla NP571 i NP574 testowanych na szczepie A/Beijing/01/2009 (H1N1).1%
Przy stezeniu 40 nM NP571 i NP574 powodowaty okoto 80% obnizenie mMRNA NP
wirusa grypy i okoto 70% redukcje poziomu biatka NP. Nukleotydy 649-667, oddzielone
od konca 3 miejsca docelowego siRNA 613 przez 17 nukleotydow, byly celem dla
NP604 testowanego na szczepie A/duck/Fujian/13/2002 (H5N1).12° NP604 dostarczano
do komoérek pod postacia wektora plazmidowego zawierajacego sekwencje ShRNA.
Transfekowane komorki niosagce wyzej wymienione siRNA wykazaly najnizsze miano
wirusa w tescie IFA. Ze wzgledu na r6zne warunki prowadzonych doswiadczen i metody
analizy, bezposrednie poréwnanie efektow przeciwwirusowych uzyskanych we
wszystkich eksperymentach przedstawionych powyzej i w niniejszej pracy doktorskiej
nie jest mozliwe, pokazuje jednak konkretny trend. Pomimo, iz eksperymenty
przeprowadzono na roznych szczepach, ta sama domena docelowa byta podatna na
dziatanie SIRNA i hamowanie replikacji wirusa. Odkrycie to potwierdza wazng rolg

wybranego motywu strukturalnego w cyklu replikacyjnym wirusa grypy.

Drugi z najbardziej efektywnych siRNA 682, byt nakierowany na czesciowo
jednoniciowy rejon umiejscowiony po przeciwlegtej stronie dtugiej wewngtrznej petli,
bedacej miejscem wigzania dla wezesniej testowanego ASO 727A.%8 ASO 727A wykazat
najwyzszy potencjal inhibitorowy wzgledem wirusa grypy w doswiadczeniach na
hodowli komérkowej, zarowno w analizie IFA, jak i PCR w czasie rzeczywistym. Wynik
ten wskazuje, ze motyw strukturalny 671-743 moze spetnia¢ szczegdlnie wazng role
w cyklu replikacyjnym wirusa, ktora moze zosta¢ zakltocona przez strategie
ukierunkowane na RNA. Co ciekawe, siRNA 471, 1312, 183, ktorych sekwencje
docelowe pokrywaly si¢ z miejscami wigzania wczesniej testowanych ASO 470A,
1320A, 200A wykazywaly aktywnos$¢ w zakresie od $redniej do umiarkowanej (Rycina
29), podczas gdy ich odpowiedniki ASO nie byly zdolne do zahamowania namnazania

wirusa.®® siRNA 412 i 901, ktorych rejony oddzialywania czesciowo pokrywaja sie
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z miejscami  docelowymi ASO 415A 1 920A nie wykazaly wiasciwosci
przeciwwirusowych (Rycina 29), co byto zgodne z wynikami uzyskanymi dla ASO.*
ASO i siRNA stosowano w roznych stezeniach, odpowiednio 750 nM i 8 nM.
Dodatkowo, siRNA 1090 zaprojektowany zostal na rejon docelowy znajdujacy si¢
W obrebie dobrze opisanego konserwatywnego motywu struktury drugorzedowej.>® Jest
to petla wieloramienna zawierajaca trzy motywy spinkowe. Hybrydyzacja siRNA 1090
nastepuje w rejonie 1090-1108 obejmujacym jedna ze spinek, ktorej petla,
aw szczeg6lnosci nukleotydy 1097-1101, zostaly dobrze zmapowane chemicznie
I enzymatycznie w opublikowanych badaniach. Dotychczas, miejsce to bylo celem
dziatania ASO 1C, jednak pomimo wysokiego, 4 uM stezenia nie wykazal on znaczacej
inhibicji namnazania wirusa.®®> Wspomniany ASO na koncu 5” i 3’ czeéciowo zachodzit
na rejony helikalne spinki. Wnioskowano wtedy, Ze rejon ten moze nie by¢ w pelni
dostepny. Wiekszy potencjatl inhibitorowy wykazat w tym miejscu testowany w niniejszej

pracy siRNA 1090 obnizajac miano wirusa o 50,3%.

Dwie przedstawione strategie, wykorzystujace siRNA 1 ASO, dziataja w oparciu
o rozne mechanizmy komoérkowe. ASO powoduja steryczna blokad¢ docelowego RNA,
zaburzaja jego interakcje z biatkami oraz procesy zalezne od struktury. Rejon docelowy
musi by¢ dostepny dla hybrydyzacji ASO. SiRNA natomiast sg wlaczane do kompleksu
RISC, a ostatecznym etapem jest hybrydyzacja i przecigcie docelowego RNA przez
bialko efektorowe kompleksu o nazwie Ago2. Rola struktury RNA w tym procesie wciaz
nie jest w pelni poznana. Fakt, ze te same motywy strukturalne sg miejscem dziatania
skutecznych ASO oraz siRNA o wysokiej aktywnosci wskazuje, ze projektowanie
czasteczek w oparciu o strukturg jest obiecujacym sposobem na zrewolucjonizowanie
projektowania efektywnych siRNA. Proces ten wymaga jednak uwzgl¢dnienia
dodatkowych strukturalnych ograniczen poszczegdlnych strategii. Na podstawie
przeprowadzonych doswiadczen mozna wnioskowaé, ze pewne rejony struktury sg
bardziej dostepne dla siRNA niz dla ASO. Wyselekcjonowane na podstawie struktury
siRNA wykazaty skuteczno$¢ przeciwwirusowa w stosunkowo niskich stezeniach.
Zaprezentowane podejscie zapewnia takze wglad w biologi¢ wirusa grypy. Niniejsze
badania zidentyfikowaly rejony mRNAS dostepne dla strategii RNA1, ktorych zakldcenie
W sposOb znaczacy zmniejsza replikacje wirusa grypy. Postuluje si¢, ze docelowe rejony
dziatania najlepszych siRNA sg szczegdlnie wazne dla cyklu zyciowego wirusa i moga

petni¢ role funkcjonalna.
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2.4  Projektowanie modyfikowanych siRNA

Modyfikacje chemiczne sg szeroko stosowane w strategii antysensowej w celu
poprawy niektérych cech narzedzi opartych na kwasach nukleinowych.>* Podejscie to
moze przynies¢ korzysci, takie jak zwigkszona stabilnos$¢ oligonukleotyddéw, opornos¢ na
dziatanie nukleaz, zwigkszona zdolno$¢ wigzania w miejscu docelowym, zmniejszony
efekt niespecyficzny i przedluzona aktywnos$¢. Wyzej wymienione czynniki bylyby
rowniez korzystne dla dzialania RNAi, jednak jest to proces bardziej ztozony
i wieloetapowy. Wymagania sekwencyjne i strukturalne siRNA nie sg jeszcze w pehni
poznane. Modyfikacje moga wplywac na rozne etapy dziatania kompleksu RISC, takie
jak rozpoznawanie, tadowanie i aktywnos$¢ helikazy z powodu wigzan wodorowych,
efektow elektrostatycznych i sterycznych.'”® Glownym celem jest znalezienie
modyfikacji i schematow, ktore zapewnig korzystne cechy, nie wpltywajac negatywnie na
maszyneri¢ komoérkowsa. Funkcje, takie jak skuteczna inhibicja docelowego RNA,
zwigkszona stabilno$¢ w osoczu i mala cytotoksycznos¢ siRNA powinny by¢ korzystne

dla zastosowan in Vvivo.

Do siRNA 613, 471 i 183 wprowadzono modyfikacje zgodnie z doniesieniami
wykazujagcymi  zwigkszony potencjal duplekséw po  wprowadzeniu danych
substytuciji.1’"182 Sekwencje wszystkich zaproponowanych czasteczek przedstawiono
w Tabeli 2. Wybrane siRNA sg przedstawicielami trzech r6znych kategorii aktywnosci
przeciwwirusowej - wysokiej, sredniej i umiarkowanej. Testowanie zréznicowanej grupy
siRNA pozwala na ocen¢ wptywu modyfikacji na dupleksy, ktorych pierwotny potencjat
inhibitorowy jest odmienny. Peten zestaw modyfikowanych nukleotydow —
2’-fluorocytydyny i 2’-fluorourydyny - wprowadzono do nici sensowej i nici
antysensowej siRNA 613 (613-asF1; Tabela 2). Proponowana modyfikacja prowadzi do
zwigkszenia stabilnosci tworzonych par zasad. Zastosowany dobor pozycji pozwolit na
stabilizacj¢ kazdej pary zasad w dupleksie. Dodatkowo, przygotowano dwa warianty nici
sensowej zawierajgce niesparowane tymidyny (s613-sF1) lub 2’-fluorourydyny
(s613-sF2) na koncu 3’ (Tabela 2). Istnialy rowniez trzy warianty nici antysensowej
(a613-aF1, a613-aF2, a613-aF3; Tabela 2). Dwa z nich byty analogiczne do nici sensowej
(a613-aF1, a613-aF2), a trzeci zawierat deoksyrybonukleotydy w pozycjach 9, 10 i 13
(a613-aF3), ktore tworza pare zasad z nukleotydami otaczajagcymi miejsce docelowego
przecigcia W MRNADS (zakonczony niesparowanymi koncami 3’TT). SIRNA 471 i 183

zawieraly zmodyfikowane wszystkie cytydyny i urydyny w nici sensowej (471-sF1,
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183-sF1; Tabela 2). Zaproponowano réwniez mniej zmodyfikowany wariant nici
sensowej, gdzie zmiany koncentrowaly si¢ po stronie 5’ nici obu dupleksow (471-sF2,
183-sF2; Tabela 2). Jako drugi rodzaj modyfikacji zastosowano tiofosforanowe analogii
nukleotydéw w nici sensowej i antysensowej sSiRNA 613 (613-asPS, 613-aPS, 613-sPS;
Tabela 2). Wprowadzono je w wigzaniu internukleotydowym po kazdej cytydynie. Wzor
modyfikacji byl bardzo podobny do tego stosowanego w przypadku
2’-fluororybonukleotydow, jednak wigzanie internukleotydowe urydyn pozostato
niezmienione. Woprowadzenie  tiofosforanowych  analogow  nukleotydow,
w przeciwienstwie do 2’-fluorybonukleotydow, powoduje destabilizacje pary zasad
w dupleksie.’® W celu uniknigcia nadmiernej destabilizacji zredukowano liczbe zmian.
Eksperymentom na hodowli komoérkowej poddano takze 2’-O-metylowane SiRNA
(613-sMe2, 471-sMel; Tabela 2). Zmienione nici siRNA 613 i 471 zawieraty piec
modyfikowanych nukleotydow na koncu 5°. Obie nici siRNA 613 réwniez zostaty

zsyntetyzowane jako tancuchy DNA (a613-aDNA, s613-sDNA; Tabela 2).

2.5  Przeciwwirusowe wlasciwosci modyfikowanych siRNA nakierowanych na
rejony 183-201, 471-489 i 613-631 mRNAS5

Do siRNA wprowadzono 2’-fluororybonukleotydy lub reszty tiofosforanowe
w wybrane pozycje w celu zwigkszenia wlasciwos$ci hamujacych namnazanie wirusa
grypy (Tabela 2). Eksperymenty, w ktorych zastosowano siRNA 613 z dwiema niémi
zawierajacymi 2’-fluororybonukleotydy (613-asF1), wykazaty, ze wprowadzenie w petni
zmodyfikowanego dupleksu powoduje znaczng utrate potencjatu przeciwwirusowego
czasteczki (Rycina 33). Nastepnie, przetestowano mieszaning niemodyfikowanych
i modyfikowanych nici. Modyfikacja nici antysensowej, gdy ni¢ sensowa pozostata
nienaruszona, spowodowata znaczny wzrost liczby kopii wirusowego RNA, o 42,7%,
23,2% i 52,1% dla kazdego badanego wariantu (odpowiednio: 613-aFl, 613-aF2,
613-aF3), w porownaniu z niemodyfikowanym dupleksem (Rycina 33). Obecno$é¢
2’-fluororybonukleotydow tylko w nici sensownej pozwolita na utrzymanie wysokiego
poziomu inhibicji wirusa (88,3% i 88,4% odpowiednio dla wariantow 613-sF1 i 613-sF2).
Wyniki wskazuja, ze substytucje na 2’-fluorourydyne i 2’-fluorocytydyne sa dobrze
tolerowane w nici sensowej, podczas gdy zakldcaja proces efektywnej interferencji RNA,
gdy sg umieszczone w nici antysensowej. Sytuacja byta inna w przypadku siRNA 183
1471. W niemodyfikowanej postaci powodowaly one umiarkowang i srednig inhibicje

wirusa grypy. Celem bylo zwigkszenie ich potencjatu inhibitorowego poprzez
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wprowadzenie 2’-fluororybonukleotydow do nici sensowej, gdzie zmiana zostala
wczesniej okreslona jako dobrze tolerowana w siRNA 613 (613-sF1). Dla siRNA
183-sF1 liczba kopii wirusowego RNA wzrosta o 22,4%, podczas gdy 471- sF1
praktycznie stracil aktywnos¢ (Rycina 33). Poréwnano réznice miedzy modyfikowang
nicig sensowng 613-SF1 i powyzszymi dwoma testowanymi. ZauwazOno, ze oprocz
zaleznych od sekwencji réznic w rozktadzie modyfikacji istnieja rowniez inne.
Zmodyfikowanie wszystkich cytydyn i urydyn w nici sensowej oznacza szes¢
modyfikacji na 21 nukleotydéw dla 613-sF1, podczas gdy dla 183-sF1 i 471-sF1 jest to
10 modyfikacji. Liczb¢ modyfikacji w nici sensowej mniej skutecznych czasteczek
zmniejszono nastepnie do siedmiu modyfikacji w 471-SF2 i szesciu w 183-sF2. Zmiany
zostaty skoncentrowane na koncu 5’ nici zgodnie z zasada, ze czg¢$¢ ta powinna by¢
bardziej stabilna, aby pozwoli¢ na separacj¢ nici na koncu 3’ i prawidtowy wybor nici
wiodacej. Modyfikacja ostatniego nukleotydu na koncu 5’ rowniez zostata
wyeliminowana. Dupleks zawierajacy 471-sF2 odzyskat aktywno$¢ przeciwwirusowg w
zakazonej hodowli komorkowej porownywalny do niemodyfikowanego siRNA, jednak
nie zaobserwowano znaczacego wzrostu potencjalu hamujacego namnazanie wirusa
grypy (Rycina 33). W przypadku 183-sF2 aktywno$¢ przeciwwirusowa byta wyzsza niz
183-sF1, ale wcigz nizsza niz niemodyfikowanego siRNA 183 (Rycina 33). Pewne
roéznice mogg wynika¢ z faktu, ze w 183-sF2 zmodyfikowano nukleotydy 9 i 10
otaczajace miejsce przecigcia RNA przez endonukleazy. W 471-sF2 modyfikowano tylko

jeden z otaczajacych miejsce przecigcia nukleotydow.
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Rycina 33. Ilosciowa analiza wirusowego RNA metoda PCR w czasie rzeczywistym okreslajaca potencjat inhibitorowy modyfikowanych siRNA,
zawierajacych 2’-fluororybonukleotydy, wzgledem A/California/04/2009 (HIN1) w komorkach MDCK. Stezenie siRNA wynosito 8 nM. Stupki
btedow przedstawiajg standardowe odchylenia niezaleznych eksperymentow. Analiza statystyczna zostala przeprowadzona z uzyciem testu
t-studenta (***p<0,001; **p<0,01; *p<0,05).
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Wprowadzenie modyfikacji kazdej pirymidyny narzucito réwnomierng
dystrybucje 2’-fluoro-substytucji w poszczeg6lnych niciach siRNA, bez faworyzowania
5 lub 3 konca. Niektore z dotychczasowych publikacji wskazywaly, ze
2’-fluorocytydyna i 2°-fluorourydyna sg lepiej tolerowane w nici antysensowej na koncu
3, pozwalajac na zachowanie wysokiej zdolnosci siRNA do wyciszania genow.!8?
Nadmierna modyfikacja konca 5’ w proponowanych w niniejszej pracy niciach
antysensowych mogta przyczyni¢ si¢ do zmniejszenia aktywnosci 613-aF1, 613-aF2,
613-aF3, 613-asF1 (Rycina 33). Uwzglednienie tej przestanki przy projektowaniu
kolejnych wariantéw niCi antysensowych siRNA moze wplyna¢ na poprawe ich

wlasciwosci inhibitorowych.

Zaobserwowano, ze obecnos¢ 2’-fluorocytydyny i 2’-fluorourydyny w nici
sensowej wptywa na dziatanie inhibitorowe siRNA w odmienny sposéb, w zaleznosci od
pozycji i liczby modyfikacji. Aktywno$¢ siRNA nie ulegata zmianie gdy poziom
modyfikacji w nici sensownej byl umiarkowany (613-sF1, 613-sF2, Rycina 33). Efekt
przeciwwirusowy wywotywany przez siRNA byl obnizony, gdy ni¢ sensowna byta silnie
zmodyfikowana (471-sF1, 183-sF2, Rycina 33). Ograniczenie poziomu modyfikacji
w tym przypadku pozwolito na wzmocnienie inhibicji (471-sF2, 183-sF2, Rycina 33).
Czynnikiem odpowiedzialnym za ograniczony potencjat nadmiernie modyfikowanego
siRNA moze by¢ zwickszona stabilno$¢ termodynamiczna. Liczba zmian
i rozmieszczenie modyfikacji moze spowodowac inaktywacje siRNA poprzez
blokowanie zdolnos$ci rozplatania i funkcji RISC. Poziom stabilizacji prowadzacy do

utraty aktywnosci nie zostat do tej pory zdefiniowany.

Do tej pory nie udalo si¢ ustali¢ w jaki sposob konkretne modyfikacje wpltywaja
na poszczegdlne etapy enzymatycznego przecigcia RNA, ktore wystepuja podczas
dziatania RNAi. Zgodnie z wcze$niejszymi doniesieniami obecno$¢ 2’-OH nie jest
wymagana W nici antysensowej dla nukleotydéw parujacych si¢ z miejscem przecigcia
MRNA 18 Mamy réwniez ograniczona wiedze na temat tego, jak modyfikacje wptywaja
na losy nici pasazerskiej po rozdzieleniu nici SIRNA. Brak przecigcia nici sensowej
pomiedzy nukleotydem 9 i 10 byl wczesniej odnotowany jako czynnik powodujacy
uposledzenie RNAi.Y" W niniejszej pracy, zaprojektowano siRNA, w ktorych rozktad
2’-fluorocytydyn i 2°-fluorourydyn byt réwnomierny, nie wytaczajac miejsca przeciecia.

Najbardziej skuteczne modyfikowane siRNA w niniejszych badaniach - 613-sF1,
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613-sF2- zawieraty jeden modyfikowany nukleotyd w miejscu przecigcia. Obserwacja ta

moze wskazywac, ze brak 2’-OH w tej pozycji nie zaktoca aktywnosci siRNA.

Uprzednio  wykazano, ze siRNA  zawierajgce  2’-fluorocytydyne
i 2’-fluorourydyne, skutecznie wyciszaja docelowe geny.'8 Obserwacije te byty w duzej
mierze spojne z niniejszymi wynikami. We wczesniejszych publikacjach donoszono
takze, iz modyfikacja nici sensowej moze by¢ korzystna dla aktywnosci siRNA,
poniewaz chroni ni¢ wiodacg i pozwala na zachowanie jej integralnosci na etapach
poprzedzajacych aktywacje RISC.'" 2’-fluorocytydyna i 2’-fluorourydyna zostaty
opisane w literaturze jako modyfikacje chronigce siRNA przed wewnatrzkomorkowymi
RNazami (zwlaszcza egzonukleazg Eri-1, ktora moze by¢ negatywnym regulatorem
RNAi) i umozliwiajace przedtuzong aktywno$¢ w komoérkach.!’” 18 Dlatego
wprowadzenie 2’-fluorocytydyny i 2’-fluorourydyny do nici sensowej moze by¢
korzystne. Znalezienie odpowiedniego schematu modyfikacji siRNA nawet dla
pojedynczego dupleksu moze prowadzi¢ do udoskonalen, ktore bgdg korzystne dla

przysztych zastosowan.

Tiofosforanowe analogii nukleotydow natomiast byty dobrze tolerowane w obu
niciach. Wprowadzenie tej modyfikacji do jednej lub obu nici siRNA jednocze$nie miato
bardzo podobny efekt hamujacy namnazanie wirusa (Rycina 34). Analizy wykazaly
okoto 80% redukgc;ji liczby kopii wirusowego RNA w probkach traktowanych SiRNA,
gdzie modyfikacje byty rownomiernie rozlokowane na catej dtugosci obu nici (613-aPS,
613-sPS, 613-asPS). SIRNA zawierajgce tiofosforanowe wigzania internukleotydowe
nalezg do najbardziej aktywnych z testowanych duplekséw. Warto jednak wspomniec, ze
po wprowadzeniu modyfikacji do niesparowanych koncow 3’TT aktywnosé¢
przeciwwirusowa ulegta zmniejszeniu. Zaobserwowano 58,3% inhibicj¢ namnazania
wirusa grypy dla siRNA zawierajacego modyfikowang ni¢ antysensowg (613-aTT-PS)
oraz 67,6% gdy modyfikacja obejmowata ni¢ sensowg (613-sTT-PS). Negatywny efekt
modyfikacji miat wigkszy wymiar, gdy modyfikowana byta ni¢ wiodaca.
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Rycina 34. Illosciowa analiza wirusowego RNA metodg PCR w czasie rzeczywistym okre$lajaca potencjal inhibitorowy modyfikowanych siRNA,
zawierajacych tiofosforanowe analogi nukleotydow, grupg 2’-O-metylowg oraz deoksyrybonukleotydy wzgledem A/California/04/2009 (H1IN1)
w komoérkach MDCK. Stezenie siRNA wynosito 8 nM. Stupki bledow przedstawiaja standardowe odchylenia niezaleznych eksperymentow.
Analiza statystyczna zostata przeprowadzona z uzyciem testu t-studenta (***p<0,001; **p<0,01; *p<0,05).
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W niniejszych badaniach tiofosforanowe analogii nukleotydow byty dobrze
tolerowane w nici sensowej i antysensowej siRNA 613, gdy byly rownomiernie
roztozone w niciach dupleksu RNA. SiRNA utrzymaly wysokg aktywnos$¢
przeciwwirusowg pomimo réznej pozycji i liczby modyfikacji w obu niciach (613-sPS,
613-aPS, 613-asPS, Rycina 34). Modyfikacja nici antysensowej nie spowodowata spadku
aktywnos$ci przeciwwirusowej, chociaz wprowadzono pi¢¢ wigzan tiofosforanowych
(613-aPS, Rycina 34). Wedtug literatury internukleotydowe wigzanie tiofosforanowe
w SiRNA zapewnia zwickszong oporno$¢ na RNazy i poprawia wewnatrzkomoérkowa

stabilno$¢ siRNA 182185

Woeczesniejsze doniesienia wskazywaly, ze wprowadzenie tej modyfikacji ma
mniejszy wptyw na aktywno$é siRNA, gdy obejmuje tylko ni¢ sensowa. 8 Jednoczesnie,
dupleks zawierajacy w petni modyfikowang ni¢ sensowag byt znacznie mniej skuteczny
niz jego niemodyfikowany wariant. Obserwacja ta odbiega od wynikéw niniejszych
badan. Istotny pozytywny wptyw na aktywnos$¢ siRNA, mogt mie¢ umiarkowany poziom
testowanych modyfikacji. Podejscie to bylo rowniez uzasadnione ze wzgledu na
cytotoksycznos$¢ ujawniajaca si¢ przy rozlegtej modyfikacji tiofosforanowymi analogami
nukleotydow, ktorej skutecznie uniknieto.!8 187 Uzyskane dane pokazuja, ze nie ma
znaczacych réznic w proliferacji komorek pomigdzy probkami traktowanymi siRNA
zawierajacymi wigzania tiofosforanowe i kontrolg, szczegdlnie w stezeniu stosowanym

w eksperymentach na hodowli komoérkowej (8 nM).

Istniejg rowniez pewne rozbieznosci dotyczace wprowadzania tiofosforanowych
analogdéw nukleotydowych na koncu 3°. We wczesniejszych badaniach wykazano, ze trzy
modyfikacje wprowadzone do obu nici zwigkszajg stabilno$¢ w surowicy bez znaczacej
utraty skutecznosci wyciszania.'®® Rezultaty przedstawione w niniejszej pracy wykazuja
zmniejszone dziatanie inhibitorowe dla podobnego schematu modyfikacji (613-aTT-PS,
613-STT-PS).

Z perspektywy przysztego zastosowania, wprowadzenie tiofosforanowych wigzan
internukleotydowych ma pewne korzystne cechy.'® 18  podobnie jak
2’-fluororybonukleotydy, tiofosforanowe analogii wydtuzaja okres pottrwania siRNA
narazonych na dziatanie ekstraktow cytoplazmatycznych lub surowicy. Modyfikowane
grupami tiofosforanowymi oligonukleotydy wykorzystywane in vivo zwigkszaja
wigzanie z biatkami surowicy, poziom usuwania z organizmu jest nizszy, a biodostepnosc¢

dla tkanek poprawiona.18* 188
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Grupy 2’-O-metylowe wprowadzono do nici sensowej siRNA 613 i siRNA 471
na 5 koncu (613-sMe2, 471-sMel). Kazda z nici sensowych zawierala pigé
modyfikowanych nukleotydow. W dotychczasowych badaniach wykazano, ze dupleksy
zawierajagce  2’-O-metylowane  nukleotydy wykazujg zwickszong stabilno$¢
termodynamiczng.}’® 185 18 proponowana modyfikacja powinna doprowadzié¢ do
stabilizacji na 5° koncu siRNA, pozostawiajac koniec 3’ bardziej podatnym na
rozplatanie. Ta asymetryczna architektura jest korzystna ze wzgledu na prawidtowy
wybor nici wiodacej przez kompleks RISC. W doswiadczeniach na hodowli komorkowej
oba modyfikowane siRNA wykazaly zmniejszony potencjal hamowania namnazania
wirusa w poréwnaniu z niezmienionymi wariantami. Zastosowanie 471-sMel i 613-
sMe2 powodowato odpowiednio 30,9% i 60% zmniejszenie kopii wirusowego RNA
(Rycina 34).

Modyfikacja 2’-O-Me-RNA zwigksza stabilno$¢ termodynamiczng dupleksu
RNA, poprawia dzigki temu powinowactwo do docelowych RNA. Dodatkowo, tak
modyfikowane dupleksy sa stabilne chemiczne 1 odporne na degradacje
enzymatyczng.l’® 18 18 W dotychczasowych badaniach postulowano takze, ze
modyfikacja nici sensowej moze Wyeliminowaé efekty niespecyficzne z powodu
preferencyjnej selekcji nici antysensowej przez kompleks RISC. Niestety, modyfikacje
sekwencji siRNA za pomoca grup 2’-O-metylowych zaproponowane w niniejszych
badaniach nie skutkowaty wysoka aktywnoscig przeciwwirusowa SIRNA. Wprowadzenie
pieciu 2’-O-metylowanych nukleotydow na koncu 5’ nici sensowej prowadzilo do

istotnego zmniejszenia skutecznos$ci inhibicji (471-sMel, 613-sMe2, Rycina 34).

Woprowadzenie grupy 2’-O-metylowej do siRNA opisano wcze$niej, lecz
uzyskane efekty byty trudne do przewidzenia i odmienne w r6znych badaniach. Niektore
z wezesniej zaprojektowanych modyfikowanych siRNA wykazaty zwigkszona stabilnosé¢
W surowicy i zachowaty skuteczno$¢ wyciszania.!’818% 188 \Wprowadzenie nawet trzech
nukleotydow zawierajacych grupe 2’-O-metylowg obok siebie, w dowolnej pozycji nici
sensowej skutkowato zachowaniem wysokiej aktywnos$ci siRNA, zblizonej do wariantu
niemodyfikowanego. W innych eksperymentach obserwowano natomiast zmniejszenie
lub catkowite zniesienie efektu RNAi.17® 180, 181, 183, 185 189 Nodyfikacja trzech
terminalnych, parujgcych si¢ nukleotydéw na koncu 3’ obu nici skutkowata zwigkszong
stabilnoscig w surowicy, jednak zdolnos$¢ do wyciszania genéw ulegta nieznacznemu

obnizeniu.’® Kiedy natomiast modyfikacja byta rozproszona na catej dhugosci nici
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zwykle efekty byly niekorzystne dla aktywnosci siRNA. Wystgpowala utrata potencjatu
inhibitorowego siRNA pod wptywem modyfikacji grupami 2’-O-metylowymi.

W obu przypadkach autorzy badali wicle wariantow SIRNA z wynikami nie
wykazujacymi jednoznacznego wzorca modyfikacji pozwalajacego utrzymac pierwotny
potencjal inhibitorowy dupleksow. Przyczyny utraty aktywno$ci upatrywano
W znaczacych rozmiarach grupy metylowe;j.!®® Cecha ta moze negatywnie wptywaé na
interakcje migdzy siRNA, docelowymi mRNA i1 kompleksem RISC. Wczesniejsze
badania ujawnily, ze zaklocenie zjawiska wyciszania gendéw przez wprowadzenie
modyfikacji jest proporcjonalne do rozmiaru grup modyfikujacych — im wigksza grupa,
tym silniejszy spadek aktywnoéci.!®® Spoéréd badanych wariantéw to grupa 2’-fluoro
powodowata najbardziej subtelng zawade przestrzenng, umozliwiajac dziatanie siRNA

na poziomie porownywalnym do niemodyfikowanego wariantu.

W niniejszych badaniach moze istnie¢ kilka przyczyn zmniejszenia efektu
inhibitorowego wzgledem wirusa grypy przez modyfikowane grupa 2’-O-metylowa
siRNA. Po pierwsze, wielko$¢ pigciu sasiadujgcych ze sobg grup 2°-O-metylowych moze
zaklocac ztozone dziatanie kompleksu RISC. Parowanie konica 5” nici sensowej z konicem
3’ nici antysensowej moze by¢ wysoce stabilne w sposob niekorzystny dla funkcji
siRNA. Pomimo zachowania termodynamicznej asymetrii dupleksu catkowita separacja
nici SIRNA moze by¢ trudna i powodowacé zaktocenie prawidtowego dziatania.
Utrudnione rozplatanie siRNA zostatlo wczes$niej opisane w literaturze, jako czynnik
odpowiedzialny za obnizenie aktywnosci RNAi.!® Zjawisko to wystepowato
w przypadku nadmiernej modyfikacji grupami stabilizujagcymi  takimi  jak
2,6-diaminopuryna, 2’-fluoro, 5-bromourydyna czy 5-jodourydyna. Z drugiej jednak
strony badania siRNA z uzyciem metody fotozszywania pokazuja, ze blokada jednego
nukleotydu blisko 3’ konca nici antysensowej lub 5’ konica nici sensowej pozwala na
cze$ciowe rozplatanie siRNA oraz hybrydyzacje do sekwencji docelowe;j.!8 Przytoczone
badania oraz wyniki wilasne pokazuja, ze poziom stabilizacji SIRNA powinien by¢

umiarkowany, aby umozliwi¢ wydajne rozdzielenie nici RNA.

Przedstawione dane pokazuja, ze nadal istnieja interakcje i mechanizmy
w procesie RNAI, ktore nie zostaly do tej pory w pelni opisane i sg podatne na zaburzenia
spowodowane przez modyfikacje, prowadzace do zmniejszonej aktywnoSci

zmodyfikowanego siRNA. Brak gruntownej 1 pelnej wiedzy o0 procesach
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wewnatrzkomoérkowych — znajduje  odzwierciedlenie  w  opublikowanych danych

I niemoznos$ci doktadnego przewidzenia ostatecznego wyniku modyfikacji.
2.6 Region 613-631 jako cel dla interferencji DNA

Obie nici siRNA nakierowanego na rejon 613-631 zostaly przeksztalcone
w sekwencje DNA. Testowano dupleksy sktadajace si¢ z dwoch nici DNA, zwane czgsto
SiIDNA (613-siDNA; Tabela 2), w hodowli komorkowej i nie zaobserwowano
zmniejszenia liczby kopii RNA (107,6% kopii RNA wirusowego) (Rycina 34).
Wprowadzono réwniez do hodowli komérkowej warianty, w ktorych jedng z nici byto
RNA, a drugg DNA. Gdy ni¢ sensowg stanowito RNA a antysensowg DNA (613-aDNA),
wyniki byty bardzo podobne jak w przypadku siDNA (120,5% kopii RNA wirusowego).
Gdy natomiast dupleks sktadat si¢ z nici sensowej DNA i antysensowej RNA
(613-sDNA), zaobserwowano znaczne, 68,1% obnizenie miana wirusa w probce.

W dotychczasowych doniesieniach pojawiaty si¢ informacje, ze SIRNA toleruja
do pewnego stopnia zamiane rybonukleotydow na deoksyrybonukleotydy.l®
W niektérych badaniach hybrydy RNA-DNA byly prezentowane jako niezdolne do
indukowania RNAi prawdopodobnie ze wzgledu na ich strukture, ktéra jest forma
posrednig miedzy helisa A i B.1® Obserwacje te nie s3 w peti zgodne z innymi
doniesieniami wykazujacymi, ze zjawisko interferencji DNA moze wystgpi¢ w hodowli
komérek ludzkich.1921% Chociaz interferencje DNA opisano po raz pierwszy u roslin,
dzi$ wiadomo, ze siDNA sa zdolne do inhibicji wirusowego RNA w hodowli komorek
ssaczych.®® Odkrycia te poparte sa badaniami krystalograficznymi, w ktorych ujawniono
zdolno$¢ domen Ago PAZ do wigzania DNA.% W niniejszych badaniach siDNA nie byt
w stanie zahamowa¢ namnazania wirusa grypy w komorkach MDCK (613-siDNA,
Rycina 34). Natomiast jedna z testowanych hybryd RNA-DNA - 613-sDNA - wykazala
znaczny poziom aktywno$ci przeciwwirusowej. Warunkiem koniecznym do uzyskania
efektu inhibicji bylo pozostawienie niezmienionej nici antysensowej pod postacia
niemodyfikowanego RNA.

Opublikowane do tej pory badania dotyczace posttranskrypcyjnego wyciszania
genéw indukowanego przez miRNA wskazuja mozliwe $ciezki tego procesu, 83 19 197
Elementy maszynerii komorkowej wykorzystywane przez to zjawisko w duzej mierze
pokrywajg si¢ z RNAi indukowang przez siRNA. W procesie sterowanym przez miRNA

nie ma etapu degradacji, a tworzenie helisy A nie jest wymagane do jego
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przeprowadzenia. Wydaje si¢, ze tylko degradacja RNA jest zalezna od utworzenia
odpowiedniej helisy. Fakt ten nalezy wzig¢ pod uwage podczas analizy wynikow
uzyskanych dla testowanych w niniejszej pracy hybryd RNA-DNA, gdzie nicig sensowg
jest DNA, a dupleks zachowuje w pewnym stopniu potencjat inhibitorowy. Mozliwym
wyjasnieniem jest to, ze hybryda zostala rozpoznana przez kompleks RISC,
a antysensowa ni¢ RNA mogta dziata¢ jak w konwencjonalnym siRNA. W $wietle
sprzecznych opublikowanych danych doktadna S$ciezka przebiegajacych procesow

Z udzialem modyfikowanych DNA siRNA wcigz nie jest jasna.
2.7  Antysensowe oligonukleotydy celujace w rejon 613-631 i 682-700

Badaniom poddano takze ASO 613 i 682 o dlugosci 19 nukleotydow. Ich
sekwencja byta odpowiednikiem nici antysensowej SiRNA 613 1 682 nie
uwzgledniajacym niesparowanych koncow 3’TT. Celem eksperymentu byto
zastosowanie dwoch strategii antysensowych dla tego samego rejonu docelowego
w RNA. Podczas eksperymentu w hodowli komorkowej zastosowano dwa st¢zenia.
Pierwsze wynosito 8 nM - stosowano je rutynowo dla eksperymentow z uzyciem SiRNA.
W tym stezeniu oba ASO nie wykazywaty zadnej aktywnosci przeciwwirusowej. Drugie
stezenie bylo wyzsze - 750 nM - takie jak w poprzednich do$wiadczeniach
z zastosowaniem ASO nakierowanych na segment 5 RNA(+).®® Wyniki wykazaly, ze
liczba kopii RNA wirusa zostata zmniejszona o 26,9% i 26,8% odpowiednio przez ASO
613 1 682 (Rycina 35).

ASO o sekwencjach  bedacych  ekwiwalentami  nici  wiodacych
najskuteczniejszych testowanych w niniejszej pracy siRNA nie wykazaly znaczacego
potencjalu przeciwwirusowego (Rycina 35). Stezenie potrzebne do uzyskania efektu
inhibitorowego byto znacznie wyzsze niz dla siRNA - 750 nM dla ASO 613, 682 i mniej
niz 8 nM dla siRNA 613, 682 (Rycina 32). Nawet przy wysokim st¢zeniu zahamowanie
namnazania wirusa byl nieznaczne (okoto 27%) w porownaniu z siRNA (okoto 85%).
Sekwencja docelowa wigzania ASO 613 czesciowo pokrywa sie z rejonem hybrydyzacji
wczesniej testowanych ASO, wykazujacych wysoki potencjat przeciwwirusowy.®
Przesunigcie miejsca docelowego dziatania ASO powoduje znaczng utrate aktywnosci,
co moze wynika¢ z kontekstu strukturalnego RNA. Skuteczne ASO 615A i 640A
zaprojektowano tak, aby nakierowane byty na rejony jednoniciowe.*® Miejsca docelowe
dziatania ASO 613 1 682 s3 czesciowo zaangazowane Ww tworzenie struktur

dwuniciowych (Rycina 27). Dostepnos$¢ rejonéw struktury drugorzedowej moze byé
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czynnikiem ograniczajacym skutecznos¢ ASO. Uzyskane dane eksperymentalne
wskazuja, ze regiony wybrane jako dobre cele dla dziatania RNAI mogg nie by¢ podatne
1 dostgpne dla konwencjonalnej strategii antysensowej. Podstawowym czynnikiem
determinujgcym efekt inhibitorowy moga by¢ wspomniane wczesniej odmienne Sciezki
proces6w biologicznych indukowane przez oba typy narzedzi oligonukleotydowych.
Strategia RNAI wydaje si¢ bardziej tolerancyjna i elastyczna pod wzgledem doboru

miejsca docelowego dziatania w konserwatywnej, funkcjonalnej strukturze RNA.
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Rycina 35. Analiza ilo§ciowa metoda PCR w czasie rzeczywistym aktywnosci
przeciwwirusowej ASO w zainfekowanych szczepem A/California/04/2009 (H1N1)
komorkach MDCK. ASO testowano w dwoch stezeniach: 8 i 750 nM. Liczbe kopii RNA
wirusowego w probkach traktowanych siRNA poréwnano z liczbg kopii wirusowego
RNA w kontroli traktowanej lipofektaming (uznang za 100%). Stupki bledow
przedstawiajg standardowe odchylenia niezaleznych eksperymentow.

2.8 Okreslenie cytotoksycznosci wybranych siRNA o wysokim potencjale

przeciwwirusowym

Test MTT wykazal, ze proliferacja komorek we wszystkich testowanych
probkach nie odbiegata w sposob znaczacy od proby kontrolnej, ktérg stanowily niczym
nietraktowane komdrki MDCK. Najbardziej aktywne siRNA nie wptywaja na Zywotno$¢
komorek, nawet przy stezeniu wyzszym niz rutynowo stosowane w opisanych

eksperymentach (8 nM) (Rycina 36).
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Rycina 36. Test MTT przeprowadzono dla najskuteczniejszych wariantoéw siRNA 613
w roznych stezeniach. Wynik dla komoérek traktowanych lipofektaming bez uzycia
SiRNA jest oznaczony jako LF, pozostate znaczniki 0Si X sg nazwami siRNA. Stupki
bledow przedstawiajg odchylenie standardowe niezaleznych eksperymentow.

2.9  Ocena stabilnosci wybranych siRNA w surowicy

Eksperyment pomiaru stabilnosci siRNA w surowicy daje relatywny obraz
podatnosci na hydroliz¢ r6znych RNA. Nie mozna go jednak bezposrednio przektada¢ na
stabilno$§¢ siRNA podczas eksperymentu komorkowego, jednak ukazuje wzgledny
wplyw zastosowanych modyfikacji na stabilno$¢ w stosunku do niemodyfikowanych

wariantow.

Analizy wykazaty, ze proponowane modyfikacje nici antysensowej SiRNA 613
inici  sensowej 2’-fluororybonukleotydami zwigkszaja stabilno$¢ w surowicy
(Rycina 37). Probki rozpuszczane byty w 10% roztworze FBS, nastepnie inkubowane
w temperaturze 37°C i po uptywie czasu inkubacji pobierane w celu analizy na zelu
poliakrylamidowym. Po 2 godzinach inkubacji SiRNA 613 zawierajacego modyfikowang
ni¢ antysensowa (613-aF1, 613-aPS) prawie cata pula RNA pozostaje nienaruszona.
W tym samym czasie degraduje okoto 60% SiRNA niemodyfikowanego. Kiedy
modyfikowana jest ni¢ sensowa stabilno$¢ RNA zalezy od testowanego wariantu. SIRNA
zawierajagce ni¢ sensowa modyfikowang 2’-fluororybonukleotydami (613-sF1) po
uptywie 2 godzin inkubacji w surowicy wykazuja okoto 80% integralno$¢. Poprawy

stabilno$ci w surowicy nie odnotowano w przypadku siRNA, ktorego ni¢ sensowa byta
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modyfikowana tiofosforanowymi analogami nukleotydow (613-SPS). Jego stabilnos¢
byla porownywalna z niemodyfikowanym wariantem. W przypadku SiRNA 471 i 183
zawierajacych 2’-fluorocytydyny i 2’-fluorourydyny w nici sensowej ich podatnos¢ na
degradacj¢ nie jest zmniejszona. Porownujac stabilno$¢ niemodyfikowanych siRNA
mozna zauwazy¢, ze SIRNA 471 i 183 ulegly catkowitej degradacji podczas inkubacji
W surowicy w ciggu 2 godzin, podczas gdy w tym czasie 40% z SiRNA 613 nadal

pozostaje nienaruszone. Na degradacje RNA ma zatem wptyw sekwencja.

110%
100%
90% ——183
« 80% ~o—183-sF2
_nzg 70% ——471
2 60% 471-sF2
% 50% 613
én 40% ——613-sF1
= 309 ——613-sPS
20% —o—0(13-asPS
10% —o—0613-asF1
0% —
0 1h 2h

Rycina 37. Stabilno$¢ w surowicy wybranych wariantow siRNA. Probki pobierane byty
w trzech punktach czasowych 1 porownywane do probek pobranych tuz po rozpuszczeniu
w 10% roztworze FBS.

2.10 Rodzaj i rozmieszczenie modyfikacji siRNA wplywaja na stabilno§é

W surowicy

Dotychczasowe  doniesienia  literaturowe  wskazuja, ze  wigkszo$¢
niemodyfikowanych siRNA ulega degradacji w ciggu 20 minut w 10% surowicy,
aniemal catkowita degradacja nastepuje po 3 godzinach.'®' W przeprowadzonych
W niniejszej  pracy testach stabilno§ci w  surowicy zaobserwowano, ze
2’-fluororybonukleotydy i tiofosforanowe wigzania internukletydowe wprowadzone do
nici siRNA moga poprawi¢ jego wiasciwosci (613-sF1, 613-aF1, 613-sPS, 613-aPS,
Rycina 37). Zwigkszona stabilno$¢ w surowicy nie jest jednak cechg, ktora moze zostaé

zagwarantowana przez dowolny rodzaj i schemat modyfikacji. Przede wszystkim wydaje
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si¢, ze duze znaczenie ma poziom modyfikacji i sekwencja. Modyfikacja nici sensowej
w SiRNA 613 (613-sF1, 613-sPS) w sposob mniej skuteczny wplywala na zwigkszanie
stabilno$ci w surowicy niz modyfikacja nici antysensowej (613-aF1, 613-aPS), nie mozna
jednak przyja¢ tego za regule. Nalezy podkreslic, ze liczba modyfikowanych
nukleotydéw byla rozna dla kazdej z nici siRNA. Pozycje modyfikacji byty
determinowane przez sekwencje¢ SiIRNA - kazda cytydyna i urydyna zamieniona zostata
na 2’-fluororybonukleotyd, a internukleotydowe tiofosforany wystepowaty po kazdej
cytydynie. W  konsekwencji ni¢ sensowa SsiRNA 613 zawiera sze$¢
2’-fluororybonukleotydow (613-sF1) lub dwa wigzania tiofosforanowe (613-sPS),
podczas gdy ni¢ antysensowa zawiera odpowiednio 13 (613-aF1) i pie¢ (613-aPS). Fakt
ten moze wyjasnia¢ zwigkszong stabilno$¢ w surowicy SIRNA, ktorego ni¢ antysensowa
jest modyfikowana. Z drugiej strony, zmodyfikowana ni¢ sensowa siRNA 471 (471-sF2)
1 183 (183-sF2) zawiera odpowiednio szes¢ i siedem 2’-fluororybonukleotydéw. Chociaz
liczba modyfikacji jest zblizona do nici sensowej SiRNA 613 (613-sF1), nie wplywa ona
w sposob znaczacy na stabilno$¢. Wyniki pokazuja, ze zarowno sekwencja SIRNA, jak
i pozycja konkretnej modyfikacji jest wazna dla uzyskania optymalnego wzoru
modyfikacji dla zwigkszonej stabilno$ci w surowicy oraz witasciwosci inhibitorowych.
Ponadto, stabilno$¢ niemodyfikowanych SiRNA w surowicy jest rowniez rdzna

w zaleznoS$ci od sekwenciji.

Interesujacy wydaje sie fakt, ze najbardziej stabilny siRNA sposrod poddanych
testowi jest jednoczesnie najbardziej aktywnym wzgledem hamowania namnazania
wirusa grypy (SIRNA 613). Jednak wnioskowanie, ze stabilnos¢ w surowicy
bezposrednio prowadzi do zwigkszenia potencjatu inhibitorowego siRNA w hodowli
komorkowej stanowitoby nadinterpretacje. Podczas transfekcji do komorek MDCK
nosnikiem SIRNA jest lipofektamina, ktora otacza dupleksy lipidowym ptaszczem.
Pecherzyki liposomow chronig fadunek w postaci siRNA przed bezposrednig ekspozycja
na serum, ktore jest dodawane na kolejnych etapach jako sktadnik medium. Ogolnie
pojeta stabilnos¢ moze by¢ korzystna po penetracji btony komodrkowej z powodu
obecnosci wewnatrzkomorkowych RNaz. W poprzednich publikacjach postulowano
istnienie bezposredniego zwigzku miedzy czasem trwania efektu inhibitorowego
a stabilnoscig siRNA w komorkach ludzkich.'®® Stabilnoéé¢ w surowicy jest rowniez
waznym aspektem w kontekscie potencjalnego przysztego zastosowania terapeutycznego

siRNA, szczegoblnie dozylnej drogi podania. Wedtug danych literaturowych zastosowanie
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dwoch roznych rodzajow modyfikacji w jednym dupleksie moze zapewni¢ zwigkszong
stabilno$¢ w ludzkiej surowicy.'8! 18 Przyktadowo, w opublikowanej pracy najwigksza
stabilno$¢ w ciggu 24-godzinnej inkubacji w 10% ludzkiej surowicy uzyskat siRNA,
ktorego jedna z nici byla w pelni 2’-O-metylowana, druga natomiast sktadata si¢
W catosci z tiofosforanowych analogéw nukleotydow.'®® Jednak, jak wynika takze
Z przedstawionych badan, modyfikacje istotnie wplywaja na wlaczanie siRNA
w mechanizmy RNAI i pogodzenie wszystkich, czasem sprzecznych cech, majgcych da¢
koncowy korzystny efekt jest trudne. Wprowadzanie modyfikacji, ktore umozliwiaja
wydajng indukcje RNAI i przedtuzong aktywnos¢, jest bardzo istotne z punktu widzenia

zastosowania terapeutycznego.>*
3. Rybozymy jako inhibitory namnazania wirusa grypy

Ze wzgledu na maty rozmiar i1 dobrze scharakteryzowane wlasciwosci
katalityczne dla celow inhibicji namnazania wirusa grypy wybrany zostal rybozym typu
hammerhead. Najmniejszy jego wariant sklada si¢ z 22-nukleotydowego
konserwatywnego rdzenia katalitycznego zdolnego do przecinania czasteczek RNA
i dwoch ramion o zmiennej sekwencji, komplementarnej i hybrydyzujacej do rejonow
otaczajacych miejsce przeciecia RNA docelowego (Rycina 38).1% Warunkiem
koniecznym, ktore spelnia¢é musi miejsce docelowego dziatania rybozymu jest
wystegpowanie sekwencji NUH, gdzie N to dowolny nukleotyd, U - urydyna, H - dowolny
nukleotyd procz guanozyny. Posrod czgsto wskazywanych zalet stosowania rybozymow
jest absolutna specyficznos¢ wzgledem projektowanej docelowej sekwencji, a takze
zdolnos$¢ jednej czasteczki rybozymu do przecinania wielu czasteczek docelowych RNA.
Znane s3 takze ograniczenia tej strategii. Do zasadniczych czynnikow limitujacych
wysoka aktywnos$¢ katalityczng jest jej zalezno$¢ od stgzenia jondw magnezu, ktore
w komorkach jest wielokrotnie nizsze od optymalnego w warunkach in vitro.'*® Préba
dostosowania rybozymow do warunkéw panujacych w komodrce zaowocowata
zaproponowaniem szeregu zmian w rdzeniu katalitycznym oraz dodania elementow

stabilizujacych aktywna konformacj¢ kompleksu rybozym-substrat.

Dotychczasowe badania wykazaly, Zze standardowe warianty rybozyméw typu
hammerhead maja zdolno$¢ hamowania namnazania wirusow.?® Rybozymy typu
hammerhead byty takze przedmiotem badan klinicznych, w ktorych wykazano, ze mozna
je skutecznie dostarczy¢ i zastosowaé jako narzedzie terapeutyczne wobec wirusa HIV 2%

Wzgledem HIV stosowano takze z sukcesem nowe warianty katalitycznych kwasow
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nukleinowych.?%2 Poprawa wiasciwoséci rybozyméw oraz celowanie w konserwatywne
strukturalnie rejony docelowe moze przyczyni¢ si¢ do zwigkszenia potencjatu podejs$cia
oraz sta¢ si¢ podstawa dla konstruowania efektywnych czasteczek o ztozonej strukturze

(np. chimeryczne konstrukty shRNA-rybozym).4°

Miejsce katalitycznego przeciecia

Substrat
5— NNNNNNNNUHNNNNNNNNN -3
Lt ol
3— A & -5
A U
A Ca
c acY
C=G
A=-U ) _
G=C Rdzen katalityczny
G=C
A G
G U

Rybozym typu hammerhead

Rycina 38. Schemat budowy rybozymu typu hammerhead zwigzanego z substratem
RNA.

3.1  Projektowanie rybozyméw typu hammerhead

W ostatnich latach w literaturze pojawity si¢ doniesienia 0 mozliwosci poprawy
wlasciwos$ci rybozymu hammerhead. Ma ona nastgpi¢ poprzez odtworzenie oddziatywan
trzeciorzedowych obecnych w petnej dtugosci naturalnym rybozymie, ktérego aktywnos¢
katalityczna znacznie przewyzsza minimalny wariant.!% 202 Rolg przewidywanych
interakcji ma by¢ strukturalna stabilizacja aktywnej katalitycznie konformacji rybozymu.
Cel ten mozna osiagnaé poprzez skrocenie ramienia 5’ rybozymu 1 dobor odpowiedniej
sekwencji docelowej, tak aby tworzyla ona dodatkowa parg zasad typu trans-Hoogsteen
z nukleotydem obecnym w konserwatywnym rdzeniu rybozymu.!®® Oddziatywanie
tworzy si¢ pomiedzy pierwszg niesparowang zasadg U przed ramieniem 5’ rybozymu
azasadg A w 4-nukleotydowej petli rybozymu. Do zwigkszenia stabilizacji moze
przyczyni¢ si¢ takze wprowadzenie do struktury rybozymu dodatkowego motywu
strukturalnego typu spinka.?®® Motyw 19-nukleotydowej spinki, zwanej takze TLR

(receptor 4-nukleotydowej petli, z ang. tertaloop receptor), wprowadzony zostaje tuz za
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ramieniem 5’ i powoduje utworzenie trzeciorzgdowych oddziatywan z 4-nukleotydowa
petla rdzenia katalitycznego rybozymu. Podejscie to zostato z sukcesem zastosowane dla

rybozymoéw nakierowanych na RNA wirusa HIV.2%

W celu inhibicji namnazania wirusa grypy zostaty zaprojektowane rybozymy typu
hammerhead zgodnie z powyzszymi, zrewidowanymi wytycznymi. Ich sekwencje
znajdujg si¢ w Tabeli 4. Rejonem docelowym dziatania proponowanych wariantow
rybozyméw RH1 i RH2 jest fragment (+)RNA segmentu 5 rozpoczynajacy sie od
nukleotydu 184 (Rycina 39 i 40). Dla wariantoéw RB1 i RB2 rejon ten jest przesuniety
w sekwencji (+)RNA5 o dwa nukleotydy w kierunku konca 5’ (rozpoczyna si¢ od
nukleotydu 186). W obu przypadkach sekwencja docelowa zostata zaprojektowana tak,
aby spetnia¢ warunki tworzenia pary typu trans-Hoogsteen z rybozymem. Dodatkowo,
miejsce przeciecia RNA przez rybozymu pokrywa si¢ z rejonem docelowym dla
testowanego w niniejszej pracy siRNA 183. RH1 jest standardowym rybozymem typu
hammerhead, a RH2 to jego wariant zawierajacy skrocone rami¢ 5° w celu umozliwienia
oddziatywania trzeciorzgdowego (Rycina 39). RB1 to standardowy wariant rybozymu
typu hammerhead, na ktorego trzonie powstal wariant RB2 zawierajacy motyw
stabilizujacy aktywng konformacj¢ rybozymu w postaci spinki TLR. Dodatkowo,
zaprojektowano standardowe dwa rybozymy na bazie rdzenia RH1 w rejonie 615-644
(RZ6A, RZ6C) oraz jeden w rejonie 688-704 (RZ6D), aby oceni¢ zalezno$¢ potencjatu
inhibitorowego od doboru miejsca potencjalnego dziatania (Rycina 40). Rejony
pokrywajg si¢ lub sasiaduja z miejscem docelowego dziatania siRNA 613 i 682 oraz ASO
613 i 682 testowanych w niniejszej pracy. Jako dodatkowa kontrola postuzyt rybozym,
ktory zawiera 1-nukleotydowa mutacj¢ w katalitycznym rdzeniu rybozymu (RH3),

majaca uposledzac jego aktywnosc.
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Tabela 4. Sekwencje testowanych rybozymow.

Nazwa | Sekwencja Rejon Tryplet
docelowy | nukletydowy*

RHI UAAUCACUCUGAUGAGUCCGUGAGGAC
GAAAGUUUGAG 184-200

RHIL UAAUCACUCUGAUGAGUCCGUGAGGAC
GAAAGUUUGAG-
AUCACUCUGAUGAGUCCGUGAGGACGA

RH2 AAGUUUGAG 184-198 cUe

RIB UAAUCACUCUUAUGAGUCCGUGAGGAC 184-200
GAAAGUUUGAG )
AUCACUCUGAUGAGGCCGAAAGGCCGA

RB1
AAGUUUG 186-198

RB2 CCUAAGGCCAAAGCUAUGGAUCACUCAG
AUGCGGCCGAAAGGCCGUAAGUUUG
UUCUGAUUCUGAUGAGUCCGUGAGGAC

RZ6A GAAACUCCAUUL 615-631 GUU
CCACGUUUCUGAUGAGUCCGUGAGGAC

RZ6C GAAAUCAUUCU" 628-644 AUC
UCAUAAGCCUGAUGAGUCCGUGAGGAC

RzZ6D GAAACCCUUGUL 688-704 GUU

Pogrubionymi literami oznaczono rdzen katalityczny, kolorem niebieskim mutacj¢
w rdzeniu katalitycznym, podkre§leniem motyw stabilizujacy rdzen Kkatalityczny
i oddziatywania trzeciorzedowe, N. nukleotyd LNA, * miejsce Kkatalitycznego
przecinania RNA docelowego.
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Rycina 39. Sekwencje i struktury testowanych rybozyméw wraz z sekwencjami ich
substratow. Kolorem zielonym oznaczono sekwencje docelowego przecigcia,
pomaranczowym zmienne sekwencje ramion rybozymu, czerwonym nukleotydy majace
po odpowiednim ulozeniu w przestrzeni bra¢ udzial w oddzialywaniu typu trans-
Hoogsteen, zottym roznice w alternatywnej sekwencji katalitycznego rdzenia, niebieskim

jego mutacje.
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Rycina 40. Rejony wigzania zaprojektowanych rybozyméw oznaczone na strukturze drugorzedowej (+)RNAS5 A/California/04/2009 (H1N1).
Miejsca autokatalitycznego przecinania RNA oznaczone zostaly czarnymi strzatkami.
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3.2  Poréwnanie stabilnosci rybozymu modyfikowanego i niemodyfikowanego

W surowicy

Testowi stabilnosci w surowicy poddano dwa rybozymy o takiej samej sekwencji
RH1 i RH1L. Rybozymy roznity si¢ jedynym nukleotydem na koncu 3°, ktory w RH1L
zostal zamieniony na LNA. Rybozymy inkubowano przez 1 lub 2 godziny w 10%
surowicy bydlecej. Analiza na zelu poliakrylamidowym wykazata, ze nie ma znaczacych
roéznic w stabilno$ci obu rybozyméw (Rycina 41). W obu przypadkach w ciggu 2 godzin
RNA podlega catkowitej degradacji. Po uptywie 1 godziny inkubacji pozostaje tylko
niewielka pula nienaruszonych rybozymow petnej dlugosci. Brak roznic pomigdzy
modyfikowanym a niemodyfikowanym rybozymem moze wskazywac, ze wprowadzenie
jednego nukleotydu LNA na jednym z koncoéw nie jest wystarczajace, aby uzyskaé
zwigkszong stabilno$¢ enzymatyczng RNA. Na stabilno$¢ niemodyfikowanego
rybozymu z pewnosciag wptyw ma jego struktura. Rejony dwuniciowe chronig przed
natychmiastowa degradacja zmniejszajac  dostgpno$¢ rybozymu dla czynnikow
powodujacych rozpad. Podobnie jak w przypadku siRNA w eksperymentach
komoérkowych rybozymy nie sg bezposrednio eksponowane na dziatanie sktadnikow
surowicy. Dlatego tez, utrata pelnej dtugosci czgsteczek jest prawdopodobnie mniej
gwaltowna i pozwala na zachowanie aktywnosci.

RH1 RH1L
0 1h 2h 0 1h 2h

.— .0‘

Rycina 41. Stabilnos¢ RH1 i RHIL w surowicy bydlgcej.

3.3 Analiza zdolnosci przecigcia RNA przez rybozymy w warunkach in vitro

Analiza wynikéw inkubacji (+)RNAS5 w obecnosci rybozymoéw zostala
przeprowadzona za posrednictwem rozdzialu za pomoca elektroforezy kapilarnej

produktow reakcji wydluzania startera nacelowanego na (+)RNA5. Wykazata ona
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obecno$¢ charakterystycznych skroconych produktow reakcji odwrotnej transkrypcji
wynikajacych ze specyficznej hydrolizy RNA (Rycina 42). Wszystkie poddane testowi
katalityczne kwasy nukleinowe - RH1, RZ6A, RZ6C, RZ6D - sg zdolne do inicjacji
przecinania (+)RNA5 w miejscu projektowanej hybrydyzacji rybozymu w warunkach in

vitro.
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Rycina 42. Fragmenty elektroforegramow pokazujace krotsze produkty cDNA
wynikajace z hydrolizy (+)RNAS w obecno$ci danego rybozymu (podanego w lewym
rogu). Kolorem niebieskim oznaczono elektroforegram probki poddanej dziataniu
rybozymu, a pomaranczowym probke kontrolng. Przecigcie nastgpuje po nukleotydzie
192 w sekwencji (+)RNAS5 (numeracja od konca 5°) w przypadku rybozymu RH1, 623
dla RZ6A, 636 dla RZ6C oraz 696 dla RZ6D.
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3.4 Inhibicja namnazania wirusa grypy z uzyciem rybozymow

Wyniki uzyskane w doswiadczeniach przeprowadzonych na hodowlach
komorkowych wykazaty, ze tylko dwa sposrod zaprojektowanych rybozyméow wykazaty
znaczgcg inhibicje wirusa grypy w st¢zeniu 200 nM (Rycina 43). Byty to standardowe
rybozymy zaprojektowane tak, aby ich miejsca docelowego dziatania pokrywaty si¢ lub
sgsiadowaly z rejonami dziatania najskuteczniejszych siRNA: RZ6A 1 RZ6C.
Spowodowaty one zahamowanie namnazania wirusa o odpowiednio 43% i 49%.
Rybozymy o takiej samej budowie i sekwencji rdzenia katalitycznego jak wyzej
wymienione, ale innej sekwencji docelowej, RH1 oraz RZ6D wykazaly znikomy
potencjat przeciwwirusowy powodujac zaledwie 28,5% i 19,5% inhibicj¢. Skrocenie
rybozymu typu hammerhead do formy RH2, ktéra ma pozwoli¢ na odtworzenie
trzeciorzedowych oddziatywan wystepujacych w naturalnych rybozymach nie przyniosto
pozadanych efektow. Inhibicja nie przekroczyta w tym przypadku 22,5%. Sekwencyjny
wariant rybozymu hammerhead nakierowany na ten sam rejon docelowy RB1 okazat si¢
nie wplywac w stopniu znaczacym na namnazanie wirusa grypy. Powodowane przez RB1
obnizenie liczby kopii RNA wirusowego o 15,3% to jeden z najmniej obiecujacych
wynikéw uzyskanych przez testowane rybozymy. Jeszcze mniej zadowalajace rezultaty
przyniosto wykorzystanie wariantu strukturalnego RB2 powstatego na trzonie RBL,
zawierajacego element stabilizujacy typu spinki TLR. Wprowadzenie motywu
stabilizujacego nie spowodowato pozadanego wzrostu aktywnosci katalitycznej. Badania
w hodowli komorek MDCK wykazaty, ze RB2 nie wplywa w sposéb hamujacy na
namnazanie wirusa grypy, a ilos¢ kopii RNA wirusowego w probce jest zblizona do
kontroli traktowanej lipofektaming (komorki transfekowane sa lipofektaming, bez
rybozymu, a liczbe kopii RNA wirusowego przyjmuje si¢ za 100%). Rybozym RH3,
ktory zawiera 1-nukleotydowa potencjalnie inaktywujaca mutacje w rdzeniu
katalitycznym spowodowat obnizenie liczby kopii RNA wirusowego 0 19,1%. Podobny
poziom inhibicji zmutowanych rybozyméw byt obserwowany we wczesniejszych

badaniach.2%?
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Rycina 43. Inhibicja namnazania wirusa grypy w zakazonej hodowli komoérek MDCK
przy uzyciu rybozymow. Liczbe kopii RNA wirusowego okreslono metoda PCR w czasie
rzeczywistym. Warto$ci otrzymane dla probek traktowanych 200 nM rybozymem
porownano do kontroli traktowanej lipofektaming, ktora stanowita 100%. Stupki btedow
przedstawiajag standardowe odchylenia niezaleznych eksperymentéw. Analiza
statystyczna zostata przeprowadzona z uzyciem testu t-studenta (*p<0,05).

Rezultaty dziatania rybozymoéw pokazuja, ze zastosowanie katalitycznych
kwasow nukleinowych w uktadach biologicznych jest wymagajacym zadaniem. Analiza
zdolno$ci przecigcia RNA indukowanego przez rybozymy w warunkach in vitro
wykazata, ze kazdy ze standardowych wariantow testowanych rybozyméw promuje
hydrolize¢ (+)RNAS5. Reakcja prowadzona w srodowisku pozakomoérkowym in vitro jest
jednak modelem skrajnie uproszczonym. Czynnikow wplywajacych na aktywnos$¢
rybozyméw w komorkach jest wiele (np.: jony, pH, biomolekuty). Niebagatelne
znaczenie moze mie¢ dobor sekwencji docelowej, w tym kontekstu sekwencyjnego
i strukturalnego, a w szczegdlnosci W obrgbie trypletu nukleotydowego bedacego
miejscem przeciecia RNA. Do tej pory wykazano, ze dostepnos¢ rejonu docelowego jak
i konkretna sekwencja tripletu NUH decyduja o skutecznosci rybozymu.2%0 202 204 Njje
kazda z mozliwych trojek nukleotydowych zapewnia wysoki stopien przecigcia
sekwencji docelowej. W opublikowanych pracach najwigksza wydajnos¢ hydrolizy
obserwowano dla trypletow GUC oraz AUC.2%? 2% Tylko jeden z testowanych
W niniejszej pracy rybozymow zaprojektowany zostal w obregbie wystepowania
optymalnego trypletu nukleotydowego. Byt to rybozym RZ6C, ktory w badaniach na linii

komorkowej MDCK wykazal najwigkszy potencjal inhibicji namnazania wirusa grypy.
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Warto réwniez zwroci¢ uwage, iz tryplet docelowy dla RZ6C znajdowat si¢ w rejonie
petli jednoniciowej, dostepnej dla testowanych wczesniej oligonukleotydow. Drugi
Z najaktywniejszych rybozymow - RZ6A - przecinal RNA po tryplecie GUU, podobnie
jak rybozym RZ6D o niskiej aktywnosci. Wyniki te pokazuja, ze wydajnosé
katalitycznego przecigcia inicjowanego przez rybozymy nie zalezy wytacznie od rodzaju
trypletu docelowego. Rozpatrujac natomiast kontekst strukturalny miejsca przecigcia
wszystkie tryplety poza AUC (RZ6C) znajdowaly si¢ w rejonach cze$ciowo lub
catkowicie zaangazowanych w tworzenie struktur dwuniciowych. Poprzedzat je jednak
ciag nukleotydéw niesparowanych, do ktérych moglo potencjalnie hybrydyzowac jedno
z ramion rybozymow. Niejasne jest zatem w jaki sposob struktura rejonu docelowego
wplywa na aktywnos$¢ rybozymu. Warto jednak podkresli¢ fakt, ze rejonem docelowego
dziatania dwoch najbardziej aktywnych rybozyméw - RZ6A oraz RZ6C - byla domena,
na ktorg nakierowane byty efektywne ASO oraz siRNA. Drugi rejon o podobnym profilu
inhibicji za posrednictwem ASO i siRNA (682-700) okazal si¢ nie by¢ celem
odpowiednim dla skutecznego dziatania rybozymu RZ6D. Wyniki te pokazuja, ze cho¢
najbardziej efektywne narzedzia oligonukleotydowe dziataja w obrgbie tych samych
domen to nie kazdy rejon struktury RNA wirusowego moze stanowi¢ uniwersalny cel dla
réznych strategii nakierowanych na RNA. Niektore podejscia antysensowe wymagaja

bezwarunkowej, petnej dostepnosci rejonu docelowego RNA.

W $wietle uzyskanych wynikoéw duze watpliwosci budzi zastosowanie wariantow
sekwencyjnych 1 strukturalnych rybozymow majacych za zadanie potencjalng stabilizacje
konformacji korzystnej dla aktywnosci rybozymu.'® 293 W niniejszych badaniach
warianty te zostaty zaproponowane dla rybozymu typu hammerhead, ktorego wyjsciowy
potencjat inhibitorowy okazat si¢ umiarkowany. Mimo to, zaden z wariantow nie
przewyzszat swoja aktywnoscia standardowej czasteczki. Warunki, w ktérych obserwuje
si¢ poprawe cech oraz wysoka aktywno$¢ minimalnych wariantow rybozymow
wymagajg doprecyzowania oraz bardziej szczegétowych analiz.

Skrocony wariant rybozymu Stanowil koncepcje zgodna z dostepnymi danymi
literaturowymi i wiedza dotyczaca rybozyméw wystepujacych w naturze.!®®
Odwzorowanie naturalnej aktywnoS$ci oraz proba zwigkszenia potencjatlu w przypadku
RH2 okazata si¢ jednak daremna. Wnioskowa¢ mozna, ze poznane do tej pory zaleznoSci
przewiduja odstepstwa lub dodatkowe niezdefiniowane dotad obwarowania

ograniczajace uzyteczno$¢ wprowadzonych zmian w warunkach komorkowych. Mimo,
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iz rybozym typu hammerhead wydaje si¢ najlepiej opisanym i scharakteryzowanym
katalitycznym kwasem nukleinowym to wiedza ta nie jest nadal kompletna.

Rybozym, na bazie ktérego projektowano RB2, zawierajacy motyw TLR
stabilizujacy strukture zostal wczesniej z sukcesem zastosowany wobec mRNA biatka
gp4l wirusa HIV-1.22 Osiggngt wyzsza aktywno$¢ od standardowego wariantu
rybozymu, a takze DNAzymu nakierowanych na ten sam rejon RNA. Rybozym
0 stezeniu 50 NM byt zdolny do 90% inhibicji ekspresji docelowego HIV-1 gp41-GFP
MRNA. W niniejszych badaniach stabilizowany wariant rybozymu (RB2) nie wykazat
wlasciwosci hamujacych namnazanie wirusa grypy, ani zwickszenia potencjatu

inhibitorowego w odniesieniu do wariantu standardowego RB1.

Mozna zatem spekulowaé, iz pomimo doboru sekwencji rejonu docelowego
odpowiadajacej wymogom oddzialywania typu Hoogsteen, w przypadku RB2 nie
dochodzi do spodziewanej interakcji. Istnieje prawdopodobienstwo, ze duza struktura
trzeciorzedowa (+)RNADS, ktora do tej pory nie zostata poznana, przyjmuje taka
konformacje, ze oddziatywanie typu Hoogsteen nie jest mozliwe. W warunkach
komorkowych moga wystegpowac takze inne oddziatywania RNA-RNA lub RNA-biatko.
Struktura przestrzenna naturalnych rybozymow, ktorych rozmiary sg znacznie wigksze
od tych stosowanych w warunkach laboratoryjnych, jest zlozona. Wystepuje tam
skomplikowana sie¢ oddziatywan réznych elementow struktury. Czesci poznanych
dotychczas interakcji przypisuje si¢ rolg w utrzymywaniu konformacji, ktora zapobiega
tworzeniu konkurencyjnych oddziatywan wzgledem wiazania typu Hoogsteen.l%
W (+)RNAS5 takie konkurencyjne oddzialywania mogg wystgpowaé, poniewaz
minimalny wariant rybozymu nie zapewnia ochrony przed ich utworzeniem. Préba
odwzorowania trzeciorzgdowych interakcji obserwowanych w pelnej dlugosci
naturalnych rybozymach jest jedynie namiastka rzeczywistych oddziatywan, ktore sa

ztozone 1 wciaz trudne do zrozumienia.

Poszukiwanie 1 zastosowanie nowych wariantow rybozyméw ma szczegoOlne
znaczenie w §wietle faktu, iz rybozymy typu hammerhead byty juz wczesniej poddawane
testom Kklinicznym fazy | i 11.2°2 Wykazaty w nich efekt biologiczny jako potencjalna
terapia genowa wobec wirusa HIV. W trakcie trwania badania nie zaobserwowano takze
wytworzenia opornych form wirusa, ktore to zjawisko jest stabym punktem wielu

stosowanych do tej pory strategii terapeutycznych.
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PODSUMOWANIE

W niniejszej pracy zaprojektowano szereg narzedzi oligonukleotydowych: PNA
formujgce trypleksy, siRNA, antysensowe oligonukleotydy oraz rybozymy typu
hammerhead, ktorych zadaniem bylo hamowanie namnazania wirusa grypy typu A.
Podstawa projektowania strategii byla doglebna analiza danych strukturalnych
dotyczacych miejsc docelowego dziatania inhibitorow w RNA wirusowym. Strategie
nakierowane zostaly na wybrane konserwatywne motywy strukturalne vRNA segmentu
8 oraz (+)RNA segmentu 5 wirusa, ktore mogg mie¢ znaczenie funkcjonalne w jego cyklu
replikacyjnym. Potencjat przeciwwirusowy narze¢dzi oligonukleotydowych sprawdzany
byt na linii komérkowej MDCK zakazonej wirusem grypy szczepu A/California/04/2009
(HIN1).

Wszystkie testowane w niniejszej pracy PNA formujace trypleksy wykazaty
aktywno$¢ przeciwwirusowg. Koniugat PNA-neamina IR-1b o najwigkszym potencjale
inhibitorowym, nakierowany na rejon panhandle, wniknat do komorek i wykazat
najwyzszg aktywno$¢ przeciwwirusowa sposrod oligomerow PNA. Hamowat
namnazanie wirusa grypy o 55,7% w tescie IFA oraz 70% w analizie iloSciowej RNA
wirusowego przy uzyciu metody PCR w czasie rzeczywistym, a efekt byt zalezny od
stezenia. ASO nakierowanym na ten sam rejon nie udato si¢ osiagnaé znaczacego efektu
inhibicji. Przeprowadzone do$wiadczenia pozwolity stwierdzi¢, ze wigzanie pomiedzy
PNA a docelowym dwuniciowym RNA nie zaburza struktury rejonu docelowego
I dochodzi do utworzenia trypleksu. Wigzanie PNA do RNA jest specyficzne oraz zalezne
od sekwencji i struktury.

Kolejng testowang strategia w niniejszej pracy byta interferencja RNA z uzyciem
SiIRNA. Wyniki doswiadczen na komorkach wykazaty, ze sze$¢ z dziewieciu
zaprojektowanych niemodyfikowanych siRNA nakierowanych na mRNA5 hamowato
replikacje wirusa grypy. Najbardziej efektywne byty siRNA 613 i 682, ktore zmniejszyty
liczbe kopii wirusa odpowiednio o 84,5% i 85,6% w analizie przeprowadzonej metoda
PCR w czasie rzeczywistym. Wynik ten zostat potwierdzony w tescie IFA - obie
czasteczki siRNA skutkowaty inhibicja bliska 90%. Efekt inhibitorowy wykazywat
zalezno$¢ od stezenia w zakresie 2-8 nM. Zaobserwowano, ze podniesienie st¢zenia
powyzej tej wartosci (50 nM, 100 nM) nie skutkuje wzmocnieniem efektu hamujacego
namnazanie Wirusa grypy, liczba kopii RNA wirusa utrzymuje si¢ wtedy na statym,

niskim poziomie. SIRNA 613 i 682 sa nakierowane na konserwatywne rejony struktury
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drugorzgdowej mRNAS wirusa grypy - 613-631 i 682-700. ASO nakierowane na te same
rejony nie wykazaly znaczacej aktywnosci przeciwwirusowej. Prawdopodobnie
powodem niepowodzenia ASO bylta niepetna dost¢pno$é miejsca hybrydyzacji, ktora nie
stanowita przeszkody dla dziatania siRNA w kompleksie RISC. Nastepnie, do siRNA
613, 471 i 183 wprowadzono modyfikacje. Poczatkowy potencjat hamowania
namnazania wirusa przez wymienione siRNA byt zréznicowany - odpowiednio wysoki,
$redni i umiarkowany. Modyfikacja polegata na wprowadzeniu do sekwencji nici
2’-fluororybonukleotydow, tiofosforanowych analogoéw nukleotydow,
2’-O-metylowanych nukleotydéw oraz deoksyrybonukleotydow. Na zachowanie
wysokiej aktywnos$ci siRNA 613 pozwolita modyfikacja nici sensowej przez
wprowadzenie 2’-fluororybonukleotydow. SiRNA 613-sF1, 613-sF2 uzyskaty efekt
odpowiednio 88,3% i 88,4% inhibicji namnazania wirusa. Dodatkowo, siRNA 613-sF1
wykazal zwigkszong stabilno$§¢ w surowicy. Umiarkowana liczba modyfikacji przy
uzyciu tiofosforanowych analogow nukleotydow byta tolerowana w obu niciach siRNA
613. Inhibicja namnazania wirusa grypy wyniosta 87,2% dla siRNA 613-asPS.
Modyfikacja z uzyciem tiofosforanowych analogéw nukleotydow rowniez przyczynita
si¢ do poprawy stabilnosci siRNA w surowicy. Nie udato si¢ jednak zwigkszy¢ potencjatu
siRNA o nizszej aktywnosci poczatkowej poprzez wprowadzenie modyfikacji.
Modyfikacja siRNA z uzyciem 2’-O-metylowanych nukleotydow  oraz
deoksyrybonukleotydow nie przyniosta korzystnych efektow. Uzyskane wyniki
wskazuja, ze modyfikacje w sposob istotny wplywaja na wigczanie siRNA
w mechanizmy RNAI.

Ostatnim testowanym narzedziem byly rybozymy typu hammerhead.
Zaprojektowano rybozymy o standardowej budowie oraz ich warianty strukturalno-
sekwencyjne. Warianty miaty zapewnic¢ stabilizacje katalitycznie aktywnej konformacji
rdzenia rybozmu i w konsekwencji zwigkszong aktywno$¢. Zdolno$¢ hamowania
namnazania wirusa grypy sprawdzana byla w warunkach komorkowych. Wyniki
wskazaty, ze tylko dwa sposrdd zaprojektowanych rybozyméw zapewnialy znaczaca
inhibicje wirusa grypy w stezeniu 200 nM. RZ6A i RZ6C osiagnely efekt inhibitorowy
na poziomie odpowiednio 43% i 49%. Byly to standardowe rybozymy typu hammerhead.
Zastosowanie wariantow stabilizujgcych nie spowodowato pozadanego wzrostu
aktywnos$ci katalitycznej 1 zaden z nich nie osiagnat potencjatu wyzszego od wersji

standardowej. Ustalono natomiast, ze najbardziej efektywne rybozymy dziatajag w obrgbie
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tych samych domen co skuteczne siRNA 613 1 682. Prawdopodobnie to wtasnie dobor
rejonu docelowego warunkuje aktywno$¢ przeciwwirusowg rybozymow typu

hammerhead.

Stosowane w niniejszej pracy narzedzia inhibicji wirusa grypy wiaza sie do
miejsca docelowego zgodnie z regutami komplementarnosci zasad. Wiasciwos¢ ta
pozwala na skierowanie ich aktywno$ci na okre$lone rejony sekwencji i struktury
docelowe. Dziatajg jednak za posrednictwem roéznych mechanizmow komoérkowych,
ktore wywotujg efekt inhibicji. Przewiduje si¢, ze PNA 1 ASO stanowig steryczng zawade
blokujaca strukture i funkcje RNA docelowego.® 2% Natomiast, skuteczne zastosowanie
rybozymoéw oraz siRNA skutkuje przecieciem RNA.1® 20 W pierwszym przypadku
nastepuje autokatalityczne przecigcie RNA docelowego przez rybozym. SiRNA
natomiast jest czescig duzego, wielosktadnikowego kompleksu biatkowego RISC. Jego
biatkiem efektorowym jest endonukleaza Ago.’® Procesy inicjowane przez poszczegdlne

proponowane czasteczki majg znaczenie dla wydajnosci inhibicji.

Efektywne czasteczki inhibitorowe muszg spetnia¢ odmienne kryteria
sekwencyjne i strukturalne. ASO moga celowa¢ w dowolng sekwencje, ktora jest
dostepna do hybrydyzacji w rejonie jednoniciowego RNA docelowego. Natomiast,
podstawowym warunkiem utworzenia trypleksu z udzialem PNA jest wystgpowanie
polipirymidynowej sekwencji w dwuniciowym rejonie docelowego RNA.%? Z kolei dla
siRNA istnieje szereg wytycznych sekwencyjnych, ktore w ogdlnym zarysie majg
determinowa¢ asymetryczny charakter dupleksu, gdzie koniec 5’ dupleksu (nici
sensowej) wykazuje zwickszong stabilno$¢ termodynamiczna.'’® W przypadku
rybozymow aktywno$¢ zalezna jest od wystepowania katalitycznego przecigcia
w tryplecie NUH sekwencji docelowego RNA.2® To niewielkie ograniczenie daje
mozliwo$¢ celowania w szeroki zakres sekwencji RNA. Niektore badania wykazuja
jednak, ze okreslone warianty trypletow przyczyniaja si¢ do zapewnienia wyzsze]
aktywnosci katalitycznej. Dokladne uwarunkowania strukturalne miejsc docelowego
dziatania siRNA oraz rybozymow 0 wysokiej aktywnosci nie sa w petni poznane.
W literaturze opisano jednak, ze struktury dwuniciowe sg dla tych podej$¢ w mniejszym
stopniu dostepne i hamuja mechanizmy efektorowe.?%2% Wyniki do$wiadczen
przeprowadzonych w niniejszej pracy wskazuja, ze siRNA wykazujg wigksza

elastycznos¢ doboru miejsca docelowego.
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Rozne sa takze rodzaje RNA wirusowego, ktore poddaja si¢ dziataniu
proponowanych strategii. PNA, ASO oraz rybozymy ze wzgledu na mechanizm dziatania
mogg by¢ nakierowane (w zalezno$ci od sposobu zaprojektowania) na wszystkie rodzaje
RNA wirusowego wystepujace w cyklu replikacyjnym patogenu — VRNA [(-)RNA],
CRNA oraz mRNA [(+)RNA]. Ze wzgledu na prawie catkowita zgodno$¢ sekwencji
MRNA z cRNA, z wyjatkiem krétszych mRNA powstajacych w wyniku splicingu
segmentow 7 i 8, czgsteczka celujaca w jeden z tych rodzajow RNA oddziatuje z obiema
populacjami. Wyjatek stanowig rejony konca 5’ i 3° cRNA, ktore sg zredukowane
w mRNA. Testowany w pracy PNA IR-1b nakierowany na rejon panhandle vVRNA
wykazat takze zdolno$¢ wigzania do terminalnego rejonu cRNA, ze wzgledu na duze
podobienstwo sekwencyjno-strukturalne. Wiazanie do cRNA bylo jednak znacznie
stabsze niz do vRNA. Bardziej restrykcyjne pod wzgledem celowania w okreslony rodzaj
RNA wirusowego jest RNAI. Aktualny stan wiedzy w tym zakresie wskazuje, ze siRNA
dziatajg jedynie wobec mRNA. Mimo, ze aktywnos¢ SIRNA skierowana jest na najmniej
liczng populacjc RNA wirusowego, W niniejszej pracy wywotaty najwigkszy efekt

inhibitorowy.

Wazng role w doborze odpowiedniej modyfikacji pelni zdolno$¢ do
prognozowania jej efektow. Dlatego tez do§wiadczenia wnoszace nowe dane na temat
aktywno$ci modyfikowanych narzgdzi inhibitorowych przyczyniaja si¢ do lepszego
projektowania, przewidywania i zrozumienia procesoOw biologicznych. Dla kazdej
Z zastosowanych strategii obserwuje si¢ odmienne efekty zwigzane z wprowadzaniem
modyfikacji chemicznych do sekwencji. W oligomerach PNA modyfikacje -
tiopseudoizocytozyna oraz 5-metylocytozyna zmodyfikowana guanidyna - pozwolily na
zwigkszenie powinowactwa wzgledem dwuniciowych rejonéw docelowych RNA,
zwigkszajac tym samym specyficzno$¢ wigzania. Dotychczas opublikowane badania
pokazuja, ze modyfikacja ASO rowniez przynosi korzystne efekty. W pelni
2’-O-metylowane ASO zawierajace nukleotydy typu LNA nie osiggnety w niniejszych
badaniach wysokich wartosci inhibicji wirusa grypy. Biorac jednak pod uwage
wczesniejsze do§wiadczenia wykonane na tym samym szczepie wirusa, mozna sadzic, ze
wynik ten byt zalezny od wyboru sekwencji i miejsca docelowego, nie zas$ niekorzystnego
wplywu stosowanych modyfikacji. Natomiast, RNAi jest bardziej wrazliwa na
wprowadzanie modyfikacji chemicznych. Istnieja publikacje, ktore pokazuja, ze

zastosowanie modyfikacji w sekwencji SiRNA przynosi korzystne efekty.t’”: 179-182, 190
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Z drugiej strony, pojawiaja si¢ doniesienia o obnizonej aktywnosci modyfikowanych
SIRNA 183185, 189,190 Badania przeprowadzone w toku niniejszej pracy rowniez ukazuja,
ze rezultaty wprowadzania modyfikacji sg niejednoznaczne. Istotne znaczenie maja
w tym przypadku czynniki takie jak rodzaj modyfikacji, ich liczba, rozmieszczenie,
atakze sekwencja modyfikowanego dupleksu. Ten sam zestaw czynnikdw moze
decydowa¢ o wplywie na stabilnos¢ enzymatyczng dupleksow w surowicy.
W przeprowadzonych doswiadczeniach zaobserwowano, ze nie kazdy schemat
modyfikacji zapewnia zwickszenie trwatosci siRNA. Przy tak duzej ilosci zmiennych
wptywajacych na efekt przewidywanie skutkéw wprowadzenia okreslonych modyfikacji
stanowi duza trudno$¢. Odnalezienie korzystnego wariantu sekwencyjnego wymaga

przeprowadzenia doswiadczen i wylonienia go sposrdd proponowanej puli.

W odniesieniu do rybozymow typu hammerhead dane literaturowe wskazuja, ze
wiele grup funkcyjnych wystepujacych w naturalnym rdzeniu Katalitycznym jest
niezbednych dla petnej aktywnosci katalitycznej.'®® Dotyczy to zaréwno nukleotydow
znajdujacych si¢ w sgsiedztwie miejsca przeciecia, jak i bardziej od niego oddalonych.
Obecnos¢ wszystkich znanych restrykcji nie moze by¢é zatem uzasadniona
zaangazowaniem w formowanie miejsca aktywnego. Postuluje si¢ wystgpowanie
interakcji wplywajacych na globalng struktur¢ rybozymu, ktore dzialaja w sposob
kooperatywny, a ich zaburzenie powoduje jej destabilizacje. W zwigzku z tym
wprowadzanie modyfikacji do rdzenia katalitycznego zwykle w sposob negatywny
wplywa na aktywno$¢ rybozymu. Ramiona rybozymu o zmiennej sekwencji,
hybrydyzujace do miejsc docelowych, w wigkszym stopniu toleruja wprowadzanie
zmian.?®® W niniejszej pracy nie testowano jednak ztozonych schematéw modyfikacji.
Zastosowano jedynie modyfikacje typu LNA dla ostatniego nukleotydu na 3’ koncu
ramienia rybozymu, ktérej gldwnym zadaniem mialo by¢ zapewnienie wigkszej
stabilno$ci enzymatycznej RNA w warunkach komorkowych. Jednak w testach
stabilno$ci w surowicy modyfikacja ta nie wptywata w sposdb znaczacy na zachowanie

integralnos$ci rybozymu.

Zastosowanie wiedzy o strukturze drugorzedowej RNA jako dodatkowego
kryterium w projektowaniu narzedzi oligonukleotydowych wydaje si¢ skutecznym
podejsciem. Niniejsza praca wykazuje, ze konserwatywne motywy struktury RNA
wirusowego stanowig dobry cel dla strategii inhibitorowych nakierowanych na RNA.

Wyniki niniejszych badan pozwolity wskaza¢ rejony, ktorych zaklocenie przez
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zastosowanie narzedzi oligonukleotydowych w sposdb znaczacy zmniejsza replikacje
wirusa grypy. Docelowe rejony dzialania najlepszych siRNA sg najprawdopodobniej
szczegolnie wazne dla cyklu replikacyjnego wirusa. Wyjatkowo istotne w tym kontekscie
wydajg si¢ konserwatywne domeny 559-669 oraz 671-743 (+)RNAS podatne na inhibicje
z uzyciem siRNA i rybozymoéw, a takze ASO testowanych w innych pracach. Rezultaty
doswiadczen pokazuja rowniez, ze cho¢ najbardziej efektywne narzedzia
oligonukleotydowe dziatajag w obrebie tych samych domen to nie kazdy rejon struktury
RNA wirusowego moze stanowi¢ uniwersalny cel dla r6znych strategii nakierowanych
na RNA. Niektore podejscia antysensowe wymagaja zwigkszonej dostgpnosci rejonu
docelowego RNA. W zwiagzku z tym wazng role w projektowaniu efektywnych narzedzi
opartych na kwasach nukleinowych jest selekcja sekwencji oraz kontekstu strukturalnego
miejsca docelowego odpowiedniego i dopasowanego do wymagan oraz ograniczen
konkretnej strategii. Niektore stabilne i konserwatywne motywy mogg mie¢ znaczenie
funkcjonalne, dlatego dobor odpowiednich miejsc docelowego dziatania strategii
inhibitorowych moze mie¢ kluczowe znaczenie dla osiggniecia efektu zahamowania

namnazania wirusa.
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MATERIALY I METODY

1. Materialy

1.2 Oligonukleotydy

Tabela 5. Oligonukleotydy stosowane w do$wiadczeniach wykonanych na potrzeby

niniejszej pracy.

Nazwa

Sekwencja (5’->3)

Startery do reakcji PCR w czasie rzeczywistym

QF

AGACCAATCTTGTCACCTCTGAC

QR

AGGGCATTTTGGACAAAGCGTCTACG

Sonda typu TagMan do reakcji PCR w czasie rzeczywistym

QP

FAMTCACCGTGCCCAGTGAGCGAGGACTGCTAMRA

Starter do odwrotnej transkrypcji (komplementarny do VRNA7)

RT

ATGAGTCTTCTAACCGAGGTCG

Startery do odwrotnej transkrypcji na matrycy (+)RNA5 znakowane FAM

[elektroforeza kapilarna po katalitycznym przecigciu (+)RNAS rybozymami in vitro]

M4C FAMCAATCTCAGCGTTTCCTGGGT
M7C FAMGCACATTCTTTCATAAGCAACCC
RT5C FAMTCAACTGTCATACTCCTCTGCATT

Startery do PCR - otrzymanie matrycy do transkrypcji in vitro (+)RNA5

5CEP GCGTAATACGACTCACTATAGGGAGCAAAAGCAGGGTAGA
TAATCA
5CRP AGTAGAAACAAGGGTATTTTTCTTCAACTG

Startery do PCR - otrzymanie matrycy do transkrypcji in vitro vVRNAS

SVFP

GCGTAATACGACTCACTATAGGGAGTAGAAACAAGGGTAT
TTTTCTTCAA

SVRP

AGCAAAAGCAGGGTAGATAATCA

Startery do PCR - otrzymanie matrycy do transkrypcji in vitro vVRNA7

PF

GCGTAATACGACTCACTATAGGGTTACTCTAGCTCTATGTT
GACAAAATGAC

PR

ATGAGTCTTCTAACCGAGGTCGAAAC

Startery do PCR - otrzymanie matrycy do transkrypcji in vitro vVRNAS8

ELF

AAAAATAATACGACTCACTATAGGGAGTAGAAACAAGGGT
GTTTTTTATCATTAAATAAGC
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ELR AGCAAAAGCAGGGTGACAAAAACATAATGG
Startery do PCR - otrzymanie matrycy do transkrypcji in vitro motywu M1
UTF-7 GAATTCTAATACGACTCACTATAGG

M1-R2 GGGTTCTCTTCCAGGAC

Startery do PCR - DNA segmentu 5

5CFP AGTAGAAACAAGGGTATTTTTCTTCAACTG

SVFP AGCAAAAGCAGGGTAGATAATCA

FAM - 6-karboksyfluoresceina, TAMRA - 6-karboksytetrametylorodamina

1.3  Plazmidy

Plazmid pUC19 (Invitrogen) zostal wykorzystany jako wektor dla insertow
W postaci petnej dtugosci segmentéw (+)RNAS5, VRNAS, VRNA7, vVRNAS oraz motywu
M1.

14  Komercyjnie dostepne zestawy

— Zestaw do transkrypcji in vitro: AmpliScribe™ T7 - Flash™ Kit - Epicentre

— Zestaw do odwrotnej transkrypcji: Super Script® III Reverse Transcriptase -
Invitrogen

— Zestaw do oczyszczania produktow PCR: PCR mini Kit - Syngen

— Zestaw do oczyszczania RNA RNeasy MiniElute - Qiagen

— Zestaw do reakcji PCR w czasie rzeczywistym: 5x HOT FIREPol Probe qPCR
Mix Plus - Solis BioDyne

— Zestaw do testu MTT CellTiter 96® Non-Radioactive Cell Proliferation Assay
(MTT) - Promega

1.5 Enzymy

— Polimeraza DNA Pfu PLUS! - EURX
— Ambion™ DNaza | (wolna od RNaz) - Invitrogen
— Kinaza polinukleotydowa T4 - EURX

— Rekombinowany inhibitor RNaz rRNasin - Promega
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1.6 Izotop promieniotworczy

— [y-**P]ATP - Hartmann Analytics
1.7  Barwniki fluorescencyjne

— 6-TAMRA (NHS ester) - Anaspec
1.8  Wzorce wielkos$ci

— DNA: Perfect Plus Molecular Weight Quantitative Ladder - EURX
— RNA: RiboRuler High Range RNA Ladder - Thermo Scientific

19 Przeciwciala

— mouse anti-influenza primary antibody targeting nucleoprotein (NP) (MAB8257
Merck)

— FITC-conjugated secondary rabbit anti-mouse 1gG antibody (AP160F Merck)
1.10 Odczynniki i roztwory

— Agaroza; 40% roztwor zelu poliakrylamidowego 29:1 (w/w); Tris; EDTA;
HEPES; octan sodu; mocznik; Triton X-100; PBS - Bioshop

— Simply Safe; zestaw dNTP - EURX

— N,N,N’,N’-Tetrametyloetylenodiamina (TEMED); dimetylosulfotlenek (DMSO),
nadsiarczan amonu (APS); MgClz; KCI; NaCl; glycerol; biekit bromofenolowy;
tetraboran sodu; BSA; penicylina-streptomycyna; trypsyna traktowana TPCK -
Sigma

— Formamid - Applied Biosystems

— Kwas borowy - Chempur

— Formaldehyd - Polyscience

— DMEM; FBS; penicylina-streptomycyna-glutamina (100X) - Gibco

— Lipofectamine 2000; Opti-MEM - Invitrogen

1.11 Bufory
Bufor 1x TBE

100 mM Tris-HCI, pH 8,3
100 mM kwas borowy
1 mM EDTA
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Bufor obciazajacy do elektroforezy w zelu poliakrylamidowym w warunkach

denaturujacych

7 M mocznik
1x TBE
0,03% bftekit bromofenolowy

Bufor obcigzajacy do elektroforezy w zelu agarozowym

40 mM Tris-HCI, pH 7,5
12,5% glicerol
0,03 % biekit bromofenolowy

Bufor do faldowania (+)RNA5

50 mM HEPES, pH 7,5
100 mM KCI
5 mM MgCl»

Bufor do faldowania PNA z RNA

20 mM HEPES, pH 7,0
200 mM NacCl
0,5mM EDTA

1.12 Linia komorkowa

Wszystkie testy wymagajace hodowli komorek przeprowadzono na linii komorek
Mandin-Darby Canine Kidney (MDCK) (Sigma-Aldrich).

1.13  Szczep wirusa grypy

Eksperymenty na hodowli komodrkowej przeprowadzono z uzyciem Szczepu
wirusa grypy A/California/04/2009 (H1N1), ktory otrzymano od prof. Luisa Martineza-
Sobrido z Wydziatu Mikrobiologii i Immunologii, Uniwersytetu w Rochester, USA.
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1.14 Media

Medium hodowlane

1x Dulbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM) (4,5 g\l D-glukozy, 110 mg/I

pirogronianu sodu)

10% fetal bovine serum (FBS)
2 mM glutamina

100 U/ml penicylina

100 pg/ml streptomycyna

Medium infekcyjne

1x PBS

0,3% bovine serum albumine (BSA)
100 U/ml penicylina

100 pg/ml streptomycyna

Medium postinfekcyjne

1x DMEM

0,3% bovine serum albumine (BSA)
100 U/ml penicylina

100 pg/ml streptomycyna

2 mM glutamina

1 pg/ml trypsyny traktowanej TPCK

Medium do testu lysinkowego

1x DMEM

100 U/ml penicylina

100 pg/ml streptomycyna

2 mM glutamina

1 pg/ml trypsyny traktowanej TPCK
50 mM HEPES pH 7,5
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2. Metody
2.1  Synteza oligonukleotydéw

Synteze wszystkich oligonukleotydow przeprowadzono metodg
amidofosforynowa na podlozu statym na syntetyzerze DNA/RNA MerMadel2
(BioAutomation) w Zaktadzie Chemii i Biologii Strukturalnej Kwasoéw Nukleinowych
ICHB PAN. Do syntezy wykorzystano komercyjnie dostgpne amidofosforyny DNA,
RNA, 2°-0-Me-RNA, 2’-F-RNA, LNA (ChemGenes, GenePharma). Tiofosforanowe
analogi nukleotydow uzyskano poprzez dziatanie roztworem tertraethylthiuram disulfide

(TETD) na odpowiednim etapie syntezy.
2.2  Synteza PNA

PNA zostaly zsyntetyzowane przez prof. Ganga Chena z Uniwersytetu

Technologicznego Nanyang w Singapurze.

2.3  Odblokowanie oligonukleotydéow DNA, modyfikowanych oligonukleotydéw
2°OMe-RNA i 2°OMe-RNA-LNA

Do silikazelu zawierajgcego oligonukleotyd dodano 1,5 ml wodnego roztworu
amoniaku (32%) i inkubowano przez 16 godzin w temperaturze 55°C. Po upltywie czasu
inkubacji probki schtodzono w temperaturze -20°C przez 20 min. Roztwor znad ztoza
przeniesiono do $wiezych probowek i odparowano przy uzyciu obrotowej pompy
prozniowej. Oligomery 0 dlugosci do 16 nukleotydow oczyszczano przy uzyciu
chromatografii cienkowarstwowej (TLC), natomiast dtuzsze fragmenty z zastosowaniem

metody rozdzialu w Zelach poliakrylamidowych w warunkach denaturujacych.
2.4 Odblokowanie oligonukleotydéw RNA i czesciowo modyfikowanych RNA

Do silikazelu zawierajacego oligonukleotyd dodano 1,5 ml 32% wodnego
roztworu amoniaku i 0,5 ml 96% etanolu. Mieszaning inkubowano przez 16 godzin
w temperaturze 55°C. Nastepnie, probki schtodzono w temperaturze -20°C przez 20 min.
Roztwor znad ztoza przesaczono przez kolumny do §wiezych probowek i odparowano
przy uzyciu obrotowej pompy prézniowej. Do osadu rozpuszczono dodano 45 ul DMF
i 405 pl HF, inkubowano przez 3 godziny w 55°C. Po uptywie czasu inkubacji probki
stracono W 6 ml 1-butanolu przez 1 godzing w -20°C. W kolejnym kroku powstaty osad
zwirowano przy predkosci 5000 rpm przez 10 min w 4°C. Supernatant usuni¢to, a osad

RNA suszono przez 1 godzing przy uzyciu obrotowej pompy prozniowej. Osad
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rozpuszczono w 500 pl i odsolono przy uzyciu kolumn NAP-20 (GE Healthcare) zgodnie
z protokolem producenta. Zebrano frakcje zawierajace oligomer, potaczono
I odparowano, w celu zmniejszenia objetosci probki. Nast¢pnie, 0czyszczono wykonujac

elektroforeze w zelu poliakrylamidowym (PAGE).
2.5  Znakowanie sondy typu TagMan barwnikiem fluorescencyjnym

Sonda typu TagMan QP (Tabela 5) przeznaczona do reakcji PCR w czasie
rzeczywistym zostala zsyntetyzowana w postaci oligomeru zawierajacego barwnik
fluorescencyjny FAM na koncu 5° oraz aminolinker zabezpieczony grupg
monometoksytrytylowa (MMTr) na koncu 3’. Po uwolnieniu z podtoza i usunigciu
blokujacych grup zasadolabilnych, odblokowano grup¢ aminowa przez inkubacje w 80%
kwasie octowym w temperaturze pokojowej przez 3 godziny. Nast¢pnie, kwas octowy
odparowano do sucha, oligonukleotydy rozpuszczono w wodzie i dodano do 10 ml 1%
nadchloranu sodu w acetonie. W kolejnym kroku oligonukleotyd stracono i przeptukano
zimnym acetonem. W nastepnym etapie, 200 pg oligonukleotydu inkubowano z 200 pg
barwnika 6-TAMRA (Anaspec) rozpuszczonego w 14 ul DMSO. Reakcj¢ prowadzono
w 0,1 M tetraboranie sodu (pH 8,5) przez 6 godzin w temperaturze pokojowej. Kolejnym
etapem byto stracenie oligonukleotydow i ich oczyszczenie w denaturujagcym zelu

poliakrylamidowym.
2.6 Chromatografia cienkowarstwowa (TLC)

Oligomery o dtugosci do 16-nt rozpuszczano w 150 pl H2O i oczyszczano przy
uzyciu chromatografii cienkowarstwowej (TLC) na plytkach analitycznych z zZelem
krzemionkowym 60 F254 (grubos$¢ warstwy krzemionkowej - 0,25 mm) z zastosowaniem
fazy rozwijajacej 1-propanol/amoniak/woda w stosunku 55/35/10 v/v/v. Prazki
odpowiadajagce pelnej dlugosci oligonukleotydom izolowano z ptytki, eluowano
przemywajac Woda i eluat odparowano do sucha. Probki rozpuszczano w 500 ul wody

I resztki ztoza usuwano poprzez wirowanie i zebranie supernatantu znad osadu.
2.7  Spektrometria mas

Dla zsyntetyzowanych i oczyszczonych oligomeréw obliczano ich oczekiwang
masg, a nastgpnie przeprowadzano analize mas zwigzkoOw za pomocg spektrometru mas
MALDI-TOF Bruker Autoflex. Masy obliczone i wyniki uzyskane z pomiaru
spektrometrycznego zostalty poréwnane w celu potwierdzenia poprawnosci

zsyntetyzowanych oligomerow.
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2.8  Elektroforeza kwaséw nukleinowych w zelach poliakrylamidowych

w warunkach denaturujacych

W zaleznos$ci od dhugosci czasteczki wykorzystywano zele 10% lub 12%
zawierajagce 8 M mocznik. Elektroforeze prowadzono w buforze 1x TBE, a proby przed
nalozeniem do kieszonek mieszano z buforem obcigzajagcym. Po wykonaniu
preelektroforezy prowadzono rozdzial, ktéry w zaleznosci od wielkosci zelu byt
ograniczony mocg przeptywajacego pradu od 10 do 40 W. Wyniki wizualizowano za
pomocg lampy UV przy dtugosci 260 nm.

2.9  Elucja kwaséw nukleinowych z zeli poliakrylamidowych

Prazki, odpowiadajace czasteczkom DNA lub RNA wycinano z zelu
| przenoszono do probowek, w ktorych rozpuszczano je w 0,3 M octanie sodu pH 5,5.
Elucje prowadzono przez minimum 2 godziny w 4°C, w termobloku z wytrzasaniem.
Nastepnie, eluat przenoszono do §wiezych probowek 1 wykonywano strgcanie w etanolu

jak opisano ponizej.
2.10 Stracanie kwaséw nukleinowych

Do roztworu kwasu nukleinowego dodawano octanu sodu (pH 5,5) do uzyskania
koncowego stezenia 0,3 M. Nastepnie, calo$¢ stragcano 3 objetosciami 96% etanolu
w temperaturze -20°C, przez co najmniej 2 godziny. Po uptywie czasu inkubacji proby
wirowano przez 30 min w temperaturze 4°C przy predkosci 12 000 rpm. Supernatant
usunigto, osad przemyto 70% etanolem i ponownie wirowano przez 15 min
w temperaturze 4°C przy predkosci 12 000 rpm. Ponownie supernatant usunigto, a osad

kwasu nukleinowego suszono i rozpuszczano w wodzie.
2.11 Okreslenie stezenia oligonukleotydow

Stezenie oligonukleotydow okreslono za pomoca pomiaru absorbancji przy

dhugosci fali A = 260 nm (spektrofotometr Nanodrop2000 Thermo).
2.12 Znakowanie konca 5° RNA radioizotopem [y-*P]JATP

100 pmol RNA pozbawionego grupy fosforanowej na koncu 5’ inkubowano
2 0,5 mCi [y-32P]JATP, 30 U kinazy polinukleotydowej T4 oraz buforem zataczonym
przez producenta enzymu w objetosci 10 pl przez 30 min w temperaturze 37°C. Krotkie
czgsteczki RNA (oligonukleotydy) oczyszczano poprzez elektroforeze¢ w 10% zelu

poliakrylamidowym w warunkach denaturujagcych zgodnie ze standardowym
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protokotem. Wizualizacja nastgpowata poprzez autoradiografi¢. Prazek odpowiadajacy
petnej dlugosci czasteczce wycinano, eluowano i stragcano zgodnie ze standardowym
protokotem. Po rozpuszczeniu oczyszczonego RNA w wodzie dokonywano pomiaru

promieniowania przy uzyciu licznika scyntylacyjnego MicroBeta (PerkinElmer).
2.13 Elektroforeza kwaséw nukleinowych w zZelach agarozowych

Elektroforeze¢ prowadzono w 1% zelu agarozowym w buforze 1x TBE
zawierajacym barwnik interkalujgcy SimplySafe (EURX). Do probek dodawano bufor
obcigzajacy do elektroforezy w zelu agarozowym 1 naktadano na zel. Elektroforeze

prowadzono przy mocy pradu 10 W. Wynik rozdziatu obserwowano w $wietle UV.
2.14 Hodowla komérek MDCK

Komoérki hodowano w medium hodowlanym w atmosferze 5% CO:
i temperaturze 37°C przy wilgotnosci 96%, na szalkach o $rednicy 10 cm. Pasazu
komorek dokonywano po osiagnieciu przez hodowlg 80-95% konfluencji. Przed
rozpoczeciem procedury komodrki przemywano dwukrotnie roztworem 1x PBS.
Nastepnie, na monowarstwe komorek dodawano 1 ml roztworu trypsyny z EDTA (0,05%
i 0,02%, odpowiednio) i przenoszono do 37°C na 10 min. Po uptywie czasu inkubacji
komorki odrywaty si¢ od powierzchni szalki. Dodawano 4 ml medium hodowlanego,
rozbijano agregaty komorek i wirowano zawiesine przez 3 min przy predkosci 1000 rpm.
Supernatant usuwano, osad rozpuszczano w $wiezej porcji medium hodowlanego

I zawiesing komorek o odpowiedniej gestosci wysiewano na nowa szalke.
2.15 Propagacja wirusa i przygotowanie stezonych roztworow wirusa

Hodowle komérek MDCK na szalkach o srednicy 10 cm zakazano wirusem grypy
A/California/04/2009 (HIN1) zgodnie ze standardowa procedura przy MOI = 0,01.
Komorki ptukano roztworem 1x PBS i inkubowano w roztworze wirusa rozcienczonego
w medium infekcyjnym przez 1 godzing na delikatnie kotyszacej si¢ platformie
w temperaturze pokojowej. Po usunigciu supernatantu zainfekowane komorki
utrzymywano w medium postinfekcyjnym przez 72 godziny w standardowych
warunkach - atmosferze zawierajacej 5% CO», temperaturze 33°C przy wilgotnosci 96%.
Po tym czasie supernatanty z namnozonym wirusem zebrano i wirowano w celu usunigcia
martwych komorek przy predkosci 1000 rpm przez 3 min. Klarowny roztwor zawierajacy

wirusa zebrano znad osadu i zamrozono w matych porcjach w temperaturze -80°C.
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2.16  Test lysinkowy

Miano wirusa w zebranych roztworach okreslano przy uzyciu standardowego
testu tysinkowego. Monowarstwe komodrek na plytce 6-dotkowej infekowano serig
10-krotnych rozcienczen stgzonego roztworu wirusa w dwukrotnych powtérzeniach. Po
usuni¢ciu supernatantu medium infekcyjnego komarki pokryto 0,8% roztworem agarozy
w medium do testu tysinkowego. Zakazong hodowle inkubowano w standardowych
warunkach - w medium postinfekcyjnym, atmosferze 5% CO», w temperaturze 33°C przy
wilgotnosci 96% - przez 4 dni. Nastepnie, komorki barwiono 1% fioletem krystalicznym.
Ostatnim etapem byto zliczenie tysinek i okreslenie miana wirusa zgodnie ze wzorem:

[PFU/mI = liczba tysinek x rozcienczenie wirusa X obj¢tos¢ roztworu wirusa uzyta do
infekcji (ml)].

2.17 Transfekcja siRNA i oligonukleotydow

Transfekcje siRNA i ASO do komorek przeprowadzono przy uzyciu odczynnika
Lipofectamine 2000. Przygotowywano roztwor 36,5-krotnie rozcienczonej lipofektaminy
w Opti-MEM, ktory inkubowano przez 10 min w temperaturze pokojowej. Nastegpnie,
SiRNA, ASO lub rybozymy rozpuszczano w Opti-MEM do uzyskania odpowiedniego
stezenia 1 33,5 pl roztworu ostroznie zmieszano ze 100,5 ul roztworu lipofektaminy
w Opti-MEM. Mieszaning inkubowano 30 min w temperaturze pokojowej. Tuz przed
transfekcja komorki MDCK traktowano trypsyna (zgodnie z procedura opisang dla
pasazu) i ponownie zawieszono w $wiezej porcji medium hodowlanego. Nastepnie,
przygotowany kompleks oligonukleotyd-lipofektamina dodano do zawiesiny komorek
MDCK zawierajacej 1,2 X 10° komérek na dotek do koncowej objetosci 670 pl, ktore
wysiano na 24-dotkowej ptytce. Koncowe stezenie siRNA podczas transfekcji wynosito
8 nM. Do badan zaleznosci od dawki testowano rowniez st¢zenia 100, 50, 4 1 2 nM
siRNA. ASO transfekowano przy stezeniach 8 nM, 750 nM, 4 uM. Rybozymy stosowano
w stgzeniu 200 nM. Po 12 godzinach inkubacji medium transfekcyjne zastapiono

standardowym medium hodowlanym.
2.18 Infekcja hodowli komérkowej wirusem grypy

Po uptywie 18 godzin od transfekcji hodowlg komoérkowa przemyto PBS
| zakazano wirusem grypy A/California/04/2009 (HIN1) przy MOI = 0,01. Komorki
inkubowano w roztworze wirusa rozcienczonego w medium infekcyjnym przez 1 godzing

na delikatnie kotyszacej si¢ platformie w temperaturze pokojowej. Nast¢pnie, supernatant
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usunigto i komorki utrzymywano w medium postinfekcyjnym przez 24 godziny
w atmosferze 5% CO,, temperaturze 33°C.

2.19 Testy PNA w hodowli komorkowej

Komérki MDCK wysiewano na ptytce 96-dotkowej w ilosci 2 x 10* i hodowano
w medium hodowlanym przez 24 godziny. Nastepnie, medium hodowlane zastgpiono
pozywka zawierajaca PNA w odpowiednim stg¢zeniu (2 lub 4 uM) na 12 godzin. Po tym
czasie usunieto roztwor znad komorek, dwukrotnie przeptukano roztworem 1x PBS
| zakazono wirusem grypy zgodnie z protokolem opisanym powyzej. Po uptywie 24-
godzinnego czasu infekcji supernatanty z zainfekowanej hodowli komérkowej zebrano
do testu IFA oraz wyizolowano catkowity RNA z monowarstwy komorek do analizy PCR

W czasie rzeczywistym.
2.20 Test immunofluorescencji posredniej (IFA)

Supernatanty zebrane z zakazonej hodowli komodrkowej wykorzystano do
przygotowania 10-krotnych seryjnych rozcienczen wirusa w medium infekcyjnym.
Monowarstwe komorek na 96-dotkowej ptytce infekowano seryjnymi rozcienczeniami
wirusowych supernatantow przez 1 godzing w temperaturze pokojowej na delikatnie
kolyszacej platformie. Nastgpnie, supernatanty usuni¢to i komorki utrzymywano
w medium postinfekcyjnym przez 10 godzin w temperaturze 33°C, w atmosferze
zawierajace] 5% CO2. Po uptywie czasu inkubacji supernatanty usunig¢to, a komorki
utrwalono i permeabilizowano za pomocg 4% formaldehydu i 0,5% roztworu Triton
X-100 w PBS przez 20 min w temperaturze pokojowej. Blokowanie przeprowadzono
stosujac 3% roztwoér BSA w 1x PBS przez 1 godzing w temperaturze pokojowej.
Nastepnie, roztwor zastagpiono rozpuszczonym mysim pierwszorzgdowym przeciwciatem
przeciw grypie skierowanym na biatko NP (MAB8257 Merck) w 3% roztworze BSA
w 1x PBS (1 pg/ml) i inkubowano przez 1 godzing w 37°C. Detekcj¢ przeprowadzono
przy uzyciu drugorzedowego kroliczego przeciwciata przeciw mysiej 1gG
skoniugowanego z FITC (AP160F Merck) rozcienczonym w 3% roztworze BSA w 1x
PBS (stosunek przeciwciata do 3% BSA wynosit 1/150 v/v) po 30 min inkubacji w 37°C.
Analiza przy pomocy mikroskopu fluorescencyjnego wynikow znakowania pozwolita na

obliczenie jednostek fluorescencji (FFU/ml).

127



2.21 Izolacja calkowitego RNA

Catkowity RNA =z hodowli komorkowej MDCK izolowano metoda
Chomczynskiego-Sacchi z wykorzystaniem Trizolu. Jako$¢ izolowanego RNA
sprawdzono po wykonaniu enzymatycznej degradacji DNA poprzez rozdziat w 1% zelu

agarozowym.
2.22 Enzymatyczna degradacja DNA

500 ng RNA pochodzacego z izolacji odczynnikiem Trizol traktowano wolng od
RNaz DNazg I (Invitrogen) zgodnie z zaleceniami producenta w buforze dotgczonym do
enzymu, w 37°C przez 30 min. Enzym inaktywowano przez dodanie 1 ul 25 mM EDTA

do koncowego stezenia 2,3 mM i ogrzewanie w 75°C przez 10 min.
2.23 Odwrotna transkrypcja

Odwrotng transkrypcje przeprowadzono za pomoca specyficznego startera
I odwrotnej transkryptazy SuperScript 111 (Invitrogen). W tym celu, 1 pul izolatu RNA (45
ng) po traktowaniu DNaza I zmieszano z 1x First-Strand Buffer, specyficznym starterem
uzyskujac stezenia koncowe 0,4 uM oraz wodg do koncowej objetosci 5 pl i inkubowano
3 min w 90°C, nastepnie 10 min w 55°C i umieszczono na lodzie. Nastepnie, dodano
10 mM DTT, 2,5 mM dNTP, 1x First-Strand Buffer, inhibitor RNaz 10 U rRNasin, 50 U
odwrotnej transkryptazy SuperScript Il oraz wody do koncowej objetosci 10 ul
i inkubowano przez 50 min w 55°C. Reakcj¢ zatrzymywano przez ogrzewanie

w temperaturze 70°C przez 15 min, a powstate cDNA wykorzystano w kolejnym etapie.
2.24 PCR w czasie rzeczywistym

1 ul cDNA wykorzystano jako matryce do reakcji PCR w czasie rzeczywistym ze
specyficznymi starterami (stezenia koncowe 1 puM), sondg typu TagMan (stezenia
koncowe 1 uM) i gotowg mieszaning reakcyjng zawierajacg polimeraze DNA 5x HOT
FIREPol Probe qPCR Mix Plus (Solis BioDyne) zgodnie z protokotem producenta.
Catkowita objegtos¢ reakcji wynosita 10 pl. Dla kazdej badanej probki reakcje
przeprowadzono w trzech powtdrzeniach w aparacie CFX96™ Real-Time System (Bio
Rad) wg nastepujacego programu: 95°C przez 15 min, 39 cykli 95°C przez 20 sek, 60°C
przez 1 min. Po kazdym cyklu wykonywany byt odczyt fluorescencji z ptytki. Analiza
ilosciowa bezwzgledna pozwolila na porownanie kopii wirusowego RNA w probkach

traktowanych inhibitorem i kontrolnych.
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2.25 Przygotowanie standardow do analizy PCR w czasie rzeczywistym

Na matrycy VRNA7 (pochodzacej z reakcji transkrypcji in vitro) o znanym
stezeniu wykonano odwrotng transkrypcje zgodnie ze standardowym protokotem
opisanym powyzej, uzywajac specyficznego startera RT (Tabela 5). Nastepnie,
wykonano seri¢ 10-krotnych rozcienczen stanowiacych standardy cDNA, do ktérych
uzyskania uzyto znanego stezeniu wyjsciowego RNA. Do dalszego etapu wybrano szes¢
kolejno nastepujgcych po sobie rozcienczen. W dalszym etapie, 1 upl z kazdego
rozcienczenia c¢DNA otrzymanego z VRNA7 amplifikowano w trzykrotnych
powtdrzeniach, w reakcji PCR w czasie rzeczywistym. Amplifikacja odbywala si¢
réwnolegle do amplifikacji probek cDNA, w ktorych nieznane byto wyjSciowe stgzenie
VRNA7Y uzyte do odwrotnej transkrypcji (uzyskane w wyniku izolacji z komorek).
Seryjne rozcienczenia cDNA uzyskanego z VRNA7 o znanym st¢zeniu, postuzyly do
wykreslenia krzywej standardowej, dzigki ktorej mozliwe stato si¢ okreslenie stgzenia
probek badanych. Liczbe kopii RNA wirusowego w poszczegolnych probach liczono
zgodnie ze wzorem: [stezenie RNA (g/ul)/ (dtugos¢ amplikonu x 340)] x 6,022 x 1023 =
liczba czgsteczek/pl.

2.26  Transkrypcja in vitro

Matryca dla reakcji transkrypcji byt liniowy DNA pochodzacy z reakcji PCR,
zawierajacy promotor dla polimerazy RNA T7. Reakcje prowadzono z uzyciem zestawu
Ampliscribe™ T7-Flash™ Transcription Kit (Epicentre) zgodnie z protokotem
producenta, uzywajac do pojedynczej reakcji przynajmniej 500 ng matrycy. Transkrypcje
in vitro dlugich czasteczek RNA takich jak pelnej dtugosci segmenty VRNAS, vRNAS,
cRNADS5 [(+)RNAS5], VRNAT7 prowadzono przez 2 godziny w temperaturze 37°C. RNA
0 umiarkowanej dtugosci (motyw M1) inkubowano w tej samej temperaturze do 4
godzin. Po uptywie tego czasu degradowano DNA przy pomocy DNazy I dotagczonej do
zestawu wedlug zalecen producenta. Ostateczny produkt reakcji poddawano
oczyszczaniu na kolumnach RNeasy MinElute Cleanup Kit (Qiagen) zgodnie
z protokotem producenta. Produkt RNA sprawdzano poprzez elektroforez¢ w Zelu
agarozowym zgodnie ze standardowym protokotem opisanym powyzej, stosujac

odpowiednie drabinki RNA, jako markery dlugosci.
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2.27 Otrzymywanie matrycy do transkrypcji in vitro pelnej dlugosci segmentéw
(+)RNA5, vVRNA5, vVRNA7 i VRNAS.

DNA otrzymywano w wyniku reakcji PCR ze starterami zawierajgcymi promotor
dla polimerazy RNA T7. Matryce dla PCR stanowilo 25 ng plazmidu pUC19
zawierajacego sekwencje VRNA lub cRNA. W reakcji stosowano 15 pmol kazdego ze
specyficznych starterow pozwalajagcych na powielenie pelnej dlugosci segmentu
(Tabela 5). W mieszaninie reakcyjnej uzyto takze zestaw dNTP o stezeniu koncowym
kazdego dNTP 200 uM, 2,5 U polimerazy Pfu Plus! (EURX), buforu dotgczonego do
enzymu przez producenta, ktére dopelniono woda do koncowej objetosci 50 pl. Reakcje
w termocyklerze C1000 Touch™ Thermal Cycler (Bio Rad) prowadzono wedtug
schematu innego dla poszczegdlnych matryc DNA, opisanego w Tabeli 6. Uzyskany
produkt oczyszczono na kolumnach PCR mini kit (Syngen) zgodnie z protokotem
producenta. Produkt sprawdzono poprzez elektroforez¢ w zelu agarozowym zgodnie ze

standardowym protokolem opisanym powyze;j.

Tabela 6. Profil temperaturowo-czasowy reakcji PCR.

Etap cRNA5/(+)RNA5 | VRNAS VRNA7 VRNAS
Denaturacja wstgpna 95°C/3 min 95°C/3 min | 95°C/3 min | 95°C/3 min
Denaturacja 95°C/30 sek 95°C/30 95°C/20 95°C/30
Przylaczanie starterow 60°C/30 sek 50°C/30 52°C/20 55°C/30
Wydluzanie starterow 72°C/60 sek 72°C/60 72°C/60 72°C/60
Wydhuzanie koncowe 72°C/5 min 72°C/5 min | 72°C/7 min | 72°C/5 min
Liczba cykli (etap 2-4) 30 30 34 30

2.28 Otrzymywanie DNA segmentu 5

Reakcje przeprowadzano zgodnie z procedurg opisang w punkcie 2.27, do ktorej
wprowadzono zmiany. Do powielenia sekwencji DNA segmentu 5 stosowano
specyficzne startery 5CFP i 5VFP (Tabela 5) pozbawione sekwencji promotora dla
polimerazy RNA T7. Reakcje w termocyklerze C1000 Touch™ Thermal Cycler (Bio
Rad) prowadzono wedtug schematu opisanego w tabeli powyzej dla CRNA5/(+)RNADS.
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2.29 Otrzymywanie matrycy do transkrypcji in vitro motywu M1

Reakcje przeprowadzano zgodnie z procedurg opisang w punkcie 2.27, do ktorej
wprowadzono zmiany. Matryce dla reakcji PCR stanowit plazmid pUC19 zawierajgcy
sekwencje motywu M1, ktoérg powielano przy uzyciu specyficznych starterow UTF-7
I M1-R3 zawierajacych sekwencje promotora dla polimerazy RNA T7 (Tabela 5).
Zmianie ulegt rowniez profil temperaturowo-czasowy reakcji prowadzonej

w termocyklerze C1000 Touch™ Thermal Cycler (Bio Rad), opisany w Tabeli 7.

Tabela 7. Profil temperaturowo-czasowy reakcji PCR.

Etap M1

Denaturacja wstepna 95°C/5 min
Denaturacja 95°C/30 sek
Przyltaczanie starterow 51°C/30 sek
Wydtuzanie starterow 72°C/30 sek
Wydhuzanie koncowe 72°C/5 min
Liczba cykli (etap 2-4) 34

2.30 Test cytotoksycznos$ci

Komoérki MDCK wysiano, hodowano i traktowano PNA lub siRNA postepujac
wedtug protokotu analogicznego do eksperymentéw inhibicji opisanych powyzej. Po
12-godzinnej inkubacji w obecnosci PNA lub SiRNA oraz kontroli bez dodatku
testowanej molekuly, hodowle komorkowa poddawano testowi CellTiter 96®
Non-Radioactive Cell Proliferation Assay (MTT) (Promega) zgodnie z protokotem
producenta na aparacie xMark™ Microplate Absorbance Spectrophotometer (Bio Rad).
Wyniki uzyskano poprzez pomiar absorbancji przy dlugosci fali 570 nm. Wartosci
absorbancji zostaty znormalizowane przez odjgcie wartosci zarejestrowanej dla pomiaru
tla przy referencyjnej dtugosci fali 650 nm. Poréwnano znormalizowane wartosci

absorbancji probek traktowanych i kontrolnych.
2.31 Test stabilnosci w surowicy

Testowi  stabilnosci w  surowicy zostaly poddane zmodyfikowane
I niezmodyfikowane siRNA oraz rybozymy. WSszystkie analizowane czgsteczki (po

500 ng kazdej z nici dupleksu) rozpuszczono w 10 ul 10% roztworu FBS. Probki
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inkubowano do 2 godzin w 37°C, w odpowiednich odstepach czasowych pobierano
probki mieszaniny reakcyjnej i Stracano. Nastepnie, probki rozpuszczono w 10 pl wody,
dodano takg samg objeto$¢ 2x stezonego buforu obcigzajagcego do zelu
poliakrylamidowego i naniesiono na 20% denaturujacy zel poliakrylamidowy. Obrazy
zelu otrzymano za pomoca skanowania (FUJI FLA-5100) ekranu odwzorujacego lub zelu
wybarwionego SYBR Gold. Prazki odpowiadajace siRNA lub rybozymom peinej
dhugosci zostalty poddane analizie ilo$ciowej i pordéwnane z probkg pobrang zaraz po

rozpuszczeniu w roztworze FBS.

2.32 Analiza Kkinetyczna trypleksow PNA z zastosowaniem rozdzialu w zelu

poliakrylamidowym w warunkach niedenaturujacych

Krotki oligonukleotyd RNA (Rycina 11) znakowany [y-32P]JATP i PNA
(Tabela 1) zmieszano i fatldowano przez powolne chtodzenie od 80°C do 4°C (2°C/min),
a nastgpnie inkubowano w temperaturze 4°C przez noc. Stezenie RNA bylo state (1 uM
dla HA1 i HA3 oraz 0,5 uM dla HA2), podczas gdy stezenia PNA byty zréznicowane.
Do 10 pl prébki przed natozeniem do dotkow dodano 10 pl 25% glicerolu w 80 mM Tris-
HCI o pH 7,5. Elektroforez¢ w 12% niedenaturujacym zelu poliakrylamidowym (30 cm
x 20 cm) prowadzono w temperaturze 4°C (bezposrednio chtodzone szyby) przy mocy
20 W przez 3 godziny w buforze 1x TBE. Obrazy zelu uzyskano za pomoca skanowania
(FUJI FLA-5100) ekranu odwzorujacego. Sciezki odpowiadajace zwigzanym z PNA
I niezwigzanym formom RNA zostaly poddane analizie ilo§ciowej. Analiz¢ danych
przeprowadzono jak opisano poprzednio, a wartosci Kq dla odpowiednich tryplekséw

uzyskano przez dopasowanie do rownanial0? 103 105;

1
Y=Y, + (z%,)(RO +X+K;— ((Ry + X + K)? — 4R, X)2),

gdzie: Ro oznacza st¢zenie spinki RNA (1 lub 0,5 uM), X oznacza catkowite stgzenie
PNA, Y jest frakcja trypleksu przy roéznych stezeniach PNA, Yo 1 B sa poczatkowa
I maksymalng zmiang frakcji trypleksu, natomiast Kgq jest stalg dysocjacji.

2.33 Analiza oddzialywan PNA znakowanego karboksyfluoresceina z dlugimi

czasteczkami RNA i DNA z zastosowaniem elektroforezy w zelu agarozowym

Koniugat PNA-neamina znakowany karboksyfluoresceing IR-1b-cf byt
fatdowany z wirusowymi RNA (cRNA5, vRNA5, VvRNAS8 lub motywem M1,
uzyskanymi w reakcji transkrypcji in vitro) lub DNA5 zgodnie z protokotem ustalonym
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dla analizy kinetycznej trypleksow PNA na etapie poprzedzajacym elektroforeze w zelu
poliakrylamidowym. St¢zenie IR-1b-cf wynosito 1 uM, a poszczegdlnych RNA oraz
DNA 0,5 uM. Do 10 pl probki dodano 2 pl 10% glicerolu w 10 mM Tris-HCI pH 7,5 tuz
przed natozeniem do dotkéw. Elektroforeze w 0,7% zelu agarozowym prowadzono
w temperaturze 4°C przy 5 W przez 2 godziny w buforze 1x TBE. Obrazy zelu uzyskano

za pomocg fluorescencyjnego analizatora obrazu FUJI FLA-5100.
2.34  Mikroskopia konfokalna

Komérki MDCK wysiewano w ilosci 1,2x10° komorek na dotek w naczyniach do
hodowli komoérek CELLview (Greiner Bio One) ze szklanym dnem i hodowano
w medium hodowlanym w temperaturze 37°C, w atmosferze z 5% CO., przy wilgotnosci
96% przez 24 godziny. Nastepnie, medium hodowlane zastgpiono medium hodowlanym
z dodatkiem 4 uM koniugatow PNA-neamina znakowanych fluorescencyjnie na 12
godzin. Po inkubacji komorki ptukano kilkukrotnie roztworem 1x PBS i obserwowano

pod mikroskopem konfokalnym.
2.35 Inkubacja (+)RNAS w obecnosci rybozymow w warunkach in vitro

Pelnej dlugosci segment (+)RNA5 wirusa grypy otrzymany w wyniku
transkrypcji in vitro poddano faldowaniu. Inkubowano RNA w buforze do faldowania
(+)RNADS przez 5 min w 65°C, a nastepnie poddano powolnemu chtodzeniu. W kolejnym
kroku do porcji roztworu o objetosci 9 ul zawierajacej 2 pmole (+)RNA5 dodano 1 pl
roztworu zawierajacego 50-krotny nadmiar testowanego rybozymu (100 pmol)
rozpuszczonego w  buforze do faldowania (+)RNAS5. Po 6 godzinach inkubacji
w temperaturze 37°C probki o objetosci 10 pl stragcono w etanolu. Nastepnie, RNA
poddano odwrotnej transkrypcji ze starterami M4C, M7C, RT5C, specyficznymi dla
(+)RNA5 znakowanymi barwnikiem fluorescencyjnym FAM (Tabela 5) zgodnie
z protokotem odwrotnej transkrypcji opisanym powyzej i stracono W etanolu. Produkt

rozpuszczony w 6 ul wody przygotowano do elektroforezy kapilarnej.
2.36  Drabinki dideoksynukleotydowe do elektroforezy kapilarnej

W celu okreslenia miejsc degradacji RNA w sekwencji (+)RNAS sporzadzono
drabinki z uzyciem 5’-O-trojfosforanow dideoksynukleozydéw. Poczatkowo, poddano
hybrydyzacji starter do RNA zgodnie z procedurg pierwszego etapu odwrotnej
transkrypcji opisanej powyzej. Nastepnie przygotowano mieszaning reakcyjng do

drugiego etapu, w ktorej roztwor dNTP zastapiono zestawem trzech dNTP o stezeniu
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koncowym 0,5 mM kazdy oraz parg tych samych dNTP i ddNTP o stezeniu koncowym
odpowiednio 0,75 mM i1 5 mM. Dalsze postgpowanie bylo takie samo jak opisane wyzej

dla procedury odwrotnej transkrypciji.
2.37 Przygotowanie préobek do elektroforezy kapilarnej

Probki po reakcji odwrotnej transkrypcji poddano hydrolizie w celu usunigcia
RNA poprzez dodanie 5 ul 1 M NaOH i inkubacje w temperaturze 95°C przez 5 min.
Nastepnie, mieszaning przeniesiono na 16d i zoboj¢tniono przez dodanie 5 ul 1 M HCI.
Catos¢ stragcono zgodnie ze standardowa procedura opisang powyzej. Osad zawierajacy

cDNA wysuszono i rozpuszczono w 10 pl wody.
2.38 Elektroforeza kapilarna

Oczyszczony  cDNA byt  poddawany  kapilarnemu  rozdziatowi
elektroforetycznemu w Wydziatowej Pracowni Technik Biologii Molekularnej Wydziatu

Biologii Uniwersytetu im. Adama Mickiewicza w Poznaniu.
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DODATEK

1.

Konserwatywne pary zasad (+)RNA 5 posréd szczepow wirusa grypy typu A.

Tabela 8. Konserwatywne pary zasad®® uzyte jako ograniczenia fatdowania (+)RNA5
AJ/California/04/2009 (H1N1) przez algorytm Dynalign programu RNAstructure 6.1,

ktore wprowadzono w celu ukierunkowania faldowania (+)RNA5 szczepu

A/Vietnam/1203/2004 (H5N1).
Nukleotydy | Konserwatywnos$¢ 133 165 100,0
tworzace pary pary zasad dla 136 163 99,7
zasad wiruséw grypy 138 | 161 99,9
(numeracja typu A 139 160 1000
SdikofEHSs) 140 | 159 99,9

6 1560 99,9
184 209 99,9

7 1559 99,8
191 203 100,0

9 1557 99,6
244 1533 99,8

10 1556 99,4
248 1529 100,0

17 38 99,8
o1 35 99.8 249 1528 99,1
250 1526 100,0

22 34 99,9
251 1525 99,8

23 33 99,9
253 1523 99,9

24 32 99,9
254 1522 99,9

25 31 100,0
256 1520 100,0

26 30 100,0
257 1519 99,9

47 104 99,8
259 1518 100,0

48 103 100,0
266 1512 100,0

49 102 100,0
267 1511 100,0

50 101 99,9
51 100 99.7 268 1510 99,6
’ 269 1509 100,0

53 97 99,9
270 1508 100,0

55 95 99,9
271 1507 100,0

60 9 100,0
272 1506 99,8

69 83 100,0
274 1503 99,8

70 82 99,7
276 1501 100,0

107 227 99,9
279 1499 100,0

109 225 99,5
280 1498 99,9

110 224 100,0
281 1497 99,8

115 217 100,0
283 334 100,0

118 215 100,0
285 332 100,0

119 214 99,9
291 326 100,0

121 212 99,7
292 325 100,0

122 211 99,8
293 323 100,0

125 174 100,0
296 320 99,2

126 173 99,4
301 310 99,9
127 172 99,9 302 309 100,0

130 169 99,9 :
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338 1482 99,8
339 1481 100,0
340 1480 99,3
347 376 99,0
349 374 100,0
350 373 100,0
357 368 100,0
359 366 99,7
389 443 100,0
392 440 100,0
398 434 99,4
405 431 100,0
406 430 99,4
407 429 99,7
409 427 99,8
452 491 100,0
455 488 100,0
456 487 100,0
460 484 100,0
462 482 100,0
466 478 100,0
499 1444 99,8
501 1442 100,0
502 1441 99,8
503 1440 100,0
505 1438 100,0
506 1430 100,0
509 1427 100,0
517 1420 99,9
518 1419 100,0
520 1417 99,7
522 1415 100,0
523 1414 100,0
526 791 100,0
527 790 100,0
530 788 99,9
533 785 99,9
536 780 100,0
537 779 100,0
538 778 100,0
541 775 100,0
542 774 99,8
545 773 100,0
548 770 99,9
551 766 100,0

553 764 100,0
554 763 100,0
557 670 100,0
559 668 100,0
560 667 100,0
561 666 99,2
562 665 100,0
566 663 100,0
567 662 100,0
568 661 99,9
569 660 100,0
571 658 99,8
575 654 100,0
577 593 100,0
580 590 100,0
581 589 99,9
613 622 99,7
623 649 100,0
625 647 99,9
626 646 99,9
671 743 100,0
679 736 100,0
680 735 100,0
691 722 99,9
692 721 99,8
694 719 100,0
697 714 100,0
698 713 100,0
700 711 99,9
701 710 99,9
745 755 99,7
746 754 99,9
797 808 100,0
811 | 1408 99,9
812 | 1407 99,4
823 | 1397 99,7
824 | 1396 99,4
829 | 1369 100,0
839 849 99,4
841 847 100,0
842 846 100,0
851 907 100,0
854 904 100,0
856 902 100,0
861 895 99,9
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866 890 100,0
868 887 99,9
869 886 100,0
873 882 99,2
874 881 100,0
914 931 99,8
916 929 100,0
917 928 100,0
934 | 1243 99,7
938 | 1238 100,0
940 | 1236 99,9
941 | 1235 99,9
944 | 1232 99,8
952 | 1226 100,0
953 | 1225 100,0
956 | 1224 99,2
957 | 1223 99,8
961 | 1217 99,6
962 | 1216 99,8
965 | 1213 100,0
967 | 1211 99,4
974 | 1205 99,8
975 | 1204 100,0
976 | 1203 100,0
977 | 1067 100,0
979 | 1065 99,2
980 | 1064 100,0
984 | 1060 99,8
989 | 1004 100,0
992 | 1001 99,9
1007 | 1037 100,0
1009 | 1035 100,0
1010 | 1034 100,0
1039 | 1055 99,9
1040 | 1054 100,0
1043 | 1052 100,0
1044 | 1051 99,9
1073 | 1197 100,0
1075 | 1195 99,8
1080 | 1193 100,0
1081 | 1192 99,9
1082 | 1191 100,0

1085 | 1189 99,9
1087 | 1187 99,7
1088 | 1186 99,8
1090 | 1106 100,0
1091 | 1105 100,0
1112 | 1121 100,0
1130 | 1172 100,0
1136 | 1166 100,0
1139 | 1165 99,9
1144 | 1160 100,0
1145 | 1159 100,0
1148 | 1157 99,1
1150 | 1155 100,0
1246 | 1253 99,5
1247 | 1252 99,7
1258 | 1365 100,0
1259 | 1364 100,0
1265 | 1358 100,0
1270 | 1352 100,0
1273 | 1349 100,0
1274 | 1348 100,0
1279 | 1294 100,0
1280 | 1293 100,0
1281 | 1292 100,0
1300 | 1306 100,0
1313 | 1327 99,7
1316 | 1324 100,0
1317 | 1323 99,3
1375 | 1388 100,0
1376 | 1387 100,0
1377 | 1386 99,3
1378 | 1385 99,8
1379 | 1384 99,8
1453 | 1477 100,0
1455 | 1475 99,7
1456 | 1474 100,0
1457 | 1473 99,9
1459 | 1472 100,0
1460 | 1471 100,0
1461 | 1470 99,9
1462 | 1469 100,0
1487 | 1493 99,8
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