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Wykaz skrotow

A — reszta adenozyny

ALS — stwardnienie zanikowe boczne (z ang. Amyotrophic Lateral Sclerosis)

ATP — trifosforan 5’- adenozyny

C — reszta cytydyny

COFTD/ALS - otepienie czotowo-skroniowe i stwardnienie zanikowe boczne zwigzane
z genem C9orf72 (z ang. C90ORF72-Associated Frontotemporal Dementia
and Amyotrophic Lateral Sclerosis)

cryo-EM — kriomikroskopia elektronowa (z ang. cryogenic electron microscopy)

DM — dystrofia miotoniczna (z ang. Myotonic Dystrophy)

DMTr — 4,4-dimetoksytrytyl

DNA — kwas deoksyrybonukleinowy

DPR — powtorzenia dipeptydowe (z ang. Dipeptide Repeats)

DRPLA - zanik jadra zebatego, jadra czerwiennego i jadra niskowzgoérzowego
(z ang. Dentatorubral-Pallidoluysian Atrophy)

DSC - skaningowa kalorymetria réznicowa (z ang. Differential Scanning Calorimetry)
EMSA — roznicowa migracja w zelach poliakrylamidowych (z ang. Electrophoretic
Mobility Shift Assay)

EPM1 — padaczka miokloniczna Unverrichta-Lundborga (z ang. Progressive Myoclonus
Epilepsy 1)

fALS — rodzinne stwardnienie zanikowe boczne (z ang. familial Amyotrophic Lateral
Sclerosis)

FRDA — ataksja Friedreicha (z ang. Friedreich Ataxia)

FSE — element stymulujacy przesuniecie ramki odczytu (z ang. Frameshift Stimulation
Element)

FTD — otepienie czotowo-skroniowe (z ang. frontotemporal dementia)

FXPOI — przedwczesne wygasanie funkcji jajnikow zwigzane z zespotem tamliwego
chromosomu X (z ang. Fragile X-Associated Primary Ovarian Insufficiency)
FXS/FRAXA — syndrom famliwego chromosomu X (z ang. Fragile X Syndrome)
FXTAS — zespot drzenia i ataksji zwigzany z zespotem lamliwego chromosomu X
(z ang. Fragile X—Associated Tremor/Ataxia Syndrome)

G — reszta guanozyny

GMP — monofosforan 5°- guanozyny



HD — choroba Huntingtona (z ang. Huntington’s Disease)

HDL2 — plasawica podobna do choroby Huntingtona 2 (z ang. Huntington's Disease-Like
2)

HDV — wirus zapalenia watroby typu D (z ang. Hepatitis Delta Virus)

HPLC — wysokosprawna chromatografia cieczowa (z ang. High-Performance Liquid
Chromatography)

IPTG - izopropylo-B-D-tiogalaktopiranozyd

IRES — wewnetrzne miejsca wigzania rybosomu (z ang. Internal Ribosome Entry Site)
LB — pozywka Luria-Bertani

MBLs — ligandy wigzace niesparowane nukleotydy (z ang. Mismatch Binding Ligands)
MR — podstawienie czgsteczkowe (z ang. Molecular Replacement)

MRNA — informacyjny RNA (z ang. messenger RNA)

N — dowolny nukleotyd

NMR — magnetyczny rezonans jadrowy (z ang. nuclear magnetic resonance)

NTP — trifosforan 5° - nukleozydu

OPMD - dystrofia mig$niowa oczno-gardtowa (z ang. Oculopharyngeal Muscular
Dystrophy)

PAGE - clektroforeza w zelu poliakrylamidowym (z ang. Polyacrylamide Gel
Electrophoresis)

PDB — baza danych biatek (z ang. Protein Data Bank)

R — puryna

RAN translacja — translacja bez kodonu AUG (RAN, z ang. reapeat-associated non-AUG
translation)

RBD — domena wigzaca RNA (z ang. RNA binding domain)

RBPs — biatka wigzace RNA (z ang. RNA binding proteins)

RNA — kwas rybonukleinowy (od ang. Ribonucleic Acid)

rRNA — rybosomalny RNA (z ang. ribosomal RNA)

SALS — sporadyczne stwardnienie zanikowe boczne (SALS, z ang. sporadic Amyotrophic
Lateral Sclerosis)

SBMA — opuszkowo-rdzeniowy zanik migsni (z ang. Spinal-Bulbar Muscular Atrophy)
SCA — ataksja rdzeniowo-mozdzkowa (z ang. Spinocerebellar Ataxia)

SNP — polimorfizm pojedynczych nukleotydow (z ang. single nucleotide polymorphism)
SNRNA — maty jadrowy RNA (z ang. small nuclear RNA)

SnRNP — mata jagdrowa rybonukleoproteina (z ang. small nuclear ribonucleoprotein)
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TBAF — fluorek tetra-n-butyloamoniowy

TBDMS — tert-butylodimetylosilil

TEA-3HF - trifluorowodorek trietyloaminy

TLC — chromatografia cienkowarstwowa (z ang. thin layer chromatography)
Tm — temperatura topnienia (z ang. melting tempreture)

TOM - triizopropylosililooksymetyl

tRNA — transportujacy RNA (z ang. transfer RNA)

U — reszta urydyny

UTR — region nieulegajacy translacji (z ang. untranslated region)
V — wolty

Y — pirymidyna
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Streszczenie

Wiele chorob  czlowieka  zwlaszcza  chorob  neurodegeneracyjnych
I neuromuskularnych jest wywolywanych przez ekspansje powtdrzen nukleotydow
zwanych mikrosatelitami w réznych genach. Transkrypty powstajace na matrycy tych
genow ze wzgledu na posiadanie zwielokrotnionych powtérzen nukleotydowych moga
formowa¢ rézne struktury. Badanie struktur RNA zwigzanych z chorobami
neurodegeneracyjnymi stanowi wazny etap w zrozumieniu mechanizmoéw dziatania tych
chorob oraz moze przyczyni¢ si¢ do wytonienia potencjalnych nowych terapeutykow
celowanych.

W niniejszej rozprawie doktorskiej postawitem przed sobg dwa cele. Moim
pierwszym zadaniem bylto opracowanie protokotu produkcji RNA o strukturze spinki,
stabilizacja tego RNA do krystalizacji oraz wyznaczenie struktury przestrzennej RNA
w formie spinki stabilnej w warunkach krystalizacyjnych. Drugie zadanie dotyczyto
wyznaczenia struktury przestrzennej kompleksu RNA zawierajacego sekwencje G2Ca
Z syntetyczng czasteczka ANP77. Na podstawie tej struktury chciatlem okresli¢ potencjat
terapeutyczny czasteczki ANP77 oraz czy ta czasteczka mogtaby postuzy¢ do stabilizacji
struktur RNA.

W ramach pierwszego zadania opracowatem protokot produkcji RNA w formie
spinki do badan krystalograficznych. Krotkie czasteczki RNA (o dlugosci
do 10 nukleotydow) moga by¢ wydajnie produkowane za pomocg syntezy chemicznej
na podtozu stalym. Natomiast RNA dtuzszy niz 40 nukleotydow powinien by¢
syntetyzowany na drodze transkrypcji invitro przy uzyciu rybozymow
lub modyfikowanej matrycy DNA. Zaprojektowatem szereg konstruktow zwigzanych
z chorobami  neurodegeneracyjnymi, dla ktorych chcialem okresli¢ — strukturg
przestrzenng. Konstrukty zawierajagce powtdrzenia trojnukleotydowe CUG (biorace
udziat w rozwoju dystrofii miotonicznej) stabilizowatem poprzez cyrkularyzacje, a ich
potencjat krystalizacyjny chcialem zwigkszy¢ poprzez oddziatywanie RNA z domena
oddziatujaca z RNA biatka Ula.

W ramach drugiego zadania udato mi si¢ uzyskac struktury przestrzenne
dla konstruktu G2C4 z i bez czasteczki ANP77. Opisatem sposob faldowania si¢ RNA,

oddziatywania RNA z ligandem ANP77 oraz oddzialywania czgsteczek w sieci
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krystalicznej. Przy uzyciu skaningowej kalorymetrii roznicowej w zakresie pH 5,2-7,0
okreslitem poziom stabilizacji struktury G2C4 przez czasteczke ANP77.

Badania przedstawione w tej pracy ukazuja potencjal RNA zawierajacego
sekwencje G2C4 do formowania tripleksow ztozonych z trojek nukleotydowych C-C-C,
oraz C-G-C. Stanowi to wazny element w rozwoju wiedzy na temat mechanizmow

zwigzanych z chorobami neurodegeneracyjnymi opisywanymi w pracy.
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Abstract

Many human diseases, especially neurodegenerative and neuromuscular diseases,
are caused by the expansion of nucleotide repeats known as microsatellites in various
genes. Transcripts generated from these genes, due to the presence of repeated nucleotide
sequences, can form different structures. Studying RNA structures associated
with neurodegenerative diseases is an important step in understanding the mechanisms
behind these diseases and may contribute to the discovery of potential new therapies.

| set two goals for myself. My first task was to develop a protocol to produce RNA
hairpins, stabilization of RNA in the form of hairpin for crystallization and to determine
the three-dimensional structure of RNA hairpins. The second task involved determination
of the three-dimensional structure of RNA complex containing the G2Cs sequence
with a synthetic molecule ANP77. Based on this structure, | wanted to assess
the therapeutic potential of the ANP77 molecule and whether it could be used to stabilize
RNA structures.

For the first task, | developed a protocol to produce RNA hairpins
for crystallization studies. Short RNAs (up to 10 nucleotides in length) can be efficiently
produced using solid-phase chemical synthesis. However, RNAs longer than
40 nucleotides should be synthesized via in vitro transcription using ribozymes
or modified DNA templates. | designed a series of constructs related to neurodegenerative
diseases for which | wanted to determine the crystal structure. Constructs containing
CUG trinucleotide repeats (associated with the development of myotonic dystrophy)
were circularized and | aimed to increase their crystallization potential through
the interaction of RNA structures with the Ula RNA binding domain protein.

For the second task, | successfully obtained crystal structures for the G.Cs
construct with and without the ANP77 molecule. | described the fold of RNA, RNA-
ANP77 interactions and interactions between moleculesin the crystal Ilattice.
Using differential scanning calorimetry in the pH range of 5,2—7,0, | determined the level
of stabilization of the G.C4 structure by the ANP77 molecule.

The research presented in this work reveals the potential of RNA containing G2Cs
sequence to form triplexes with triplets of nucleotides C-C-C and C-G-C. This
is an important contribution to our understanding of the mechanisms associated

with neurodegenerative diseases described in the study.
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1. Cel pracy

Celem mojej pracy byto poznanie struktur przestrzennych RNA majacych
znaczenie w patogenezie chorob neurodegeneracyjnych. Przedmiotem moich badan byty
czasteczki RNA, ktore w swojej sekwencji posiadaly powtérzenia nukleotydow
charakterystyczne dla chordb neurodegeneracyjnych. Wyrdznia si¢ ponad 40 chorob,
gtéwnie dotykajacych uktadu nerwowego, ktore wywolywane sga przez ekspansje
powtorzen sekwencji nukleotydowych rozmieszczonych w genach czlowieka.
Na pierwszym miejscu pod wzgledem czgstosci wystepowania sg choroby spowodowane
ekspansjami trojnukleotydowymi. W ostatnim czasie odkryto takze, ze przyczyng
niektorych najczgstszych zaburzen genetycznych obserwowanych przez neurologow
sg ekspansje troj-, cztero-, pigcio- a nawet szescionukleotydowe. Jeden z proponowanych
patomechanizmdéw zwigzanych z nadmierng ekspansja nukleotydéw zaktada, ze biatka
niezbedne do prawidtowego funkcjonowania komorki moga by¢ sekwestrowane przez

nadmiernie wydtuzone pre-mRNA.

Wiadomym jest, ze RNA zawierajagce nadmierne wydtuzenia nukleotydowe moga
przyjmowac rozne struktury drugo- i trzeciorzgdowe, w tym struktury spinki. Jednak
krystalizacja struktur spinkowych jest problematyczna ze wzgledu na faworyzowanie
formowana si¢ dupleksow nad spinkami w warunkach obecnych w kropli
krystalizacyjnej. Z tego wzgledu moim pierwszym zadaniem bylo opracowanie protokotu
produkcji RNA o strukturze spinki, stabilizacja tych RNA do krystalizacji
oraz wyznaczenie struktury przestrzennej zaprojektowanych czasteczek RNA w formie
spinki stabilnej w warunkach krystalizacyjnych. Drugie zadanie dotyczyto wyznaczenia
struktury przestrzennej kompleksu RNA zawierajacego sekwencj¢ G2Cs z syntetyczng
czasteczka ANP77. Na podstawie tej struktury checiatem okresli¢ potencjat terapeutyczny
czasteczki ANP77 oraz czy ta czasteczka mogtaby postuzy¢ do stabilizacji struktur RNA.
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2. Wprowadzenie

2.1. Choroby neurodegeneracyjne

Choroby neurodegeneracyjne sg grupg wrodzonych lub nabytych choréb uktadu
nerwowego, ktore polegajg na utracie komorek nerwowych. Wiele z nich charakteryzuje
si¢ tworzeniem specyficznych skupisk biatek w komorkach [1]. Na podstawie tego jakie
biatka ulegaja agregacji, choroby neurodegeneracyjne mozna podzieli¢ na: tautopatie,
amyloidozy,  a-synukleinopatie, TDP-43  proteinopatie  [1-4]. Wspdlnymi
dla powyzszych chorob neurodegeneracyjnych sa takie procesy biologiczne jak: stres
oksydacyjny, zapalenic nerwow 1 zaprogramowana $mier¢ komorki [5-7].
Mimo trwajacych staran w poszukiwaniu skutecznych podejs¢ terapeutycznych
oraz lekow neuroprotekcyjnych, choroby neurodegeneracyjne nadal pozostaja
nieuleczalne. Dostepne leczenie jest jedynie objawowe, ktore do tego jest kosztochtonne.
W zwigzku ztym pacjenci borykajacy si¢ z tymi chorobami czesto umierajg, gdyz
z powodu wysokich kosztow opieki medycznej sa zmuszeni do rezygnacji z dostepnych
terapii [8,9]. Najnowsze dane wskazujg, ze choroby neurodegeneracyjne dotykaja
az 50 milionéw ludzi na calym $wiecie, gtownie w krajach o niskich i $rednich
dochodach [10]. Prognozy sugeruja, ze do roku 2050, ze wzgledu na proces starzenia

si¢ spoteczenstwa, liczba 0sob cierpigcych na te choroby siggnie 115,4 miliona [11].

2.2.Choroby neurodegeneracyjne zwigzane 2z nadmierng ekspansja

nukleotydow

W genomie czlowieka, jak réwniez w genomach innych organizmow,
zaobserwowano wystepowanie sekwencji, ktore powtarzaja si¢ wielokrotnie. Nie jest
to jednorodny rodzaj powtarzajacego si¢ motywu, poniewaz odnotowano réznorodnosé¢
w ich sktadzie nukleotydowym. Powtorzenia te stanowig okoto 50% calej sekwencji
genomowej i najczesciej znajdujg si¢ w genach odpowiedzialnych za transkrypcje
oraz sygnalizacje wewnatrz- i miedzykomorkowa [12-14]. Wielokrotnie powtarzajace

si¢ sekwencje podzielono na kilka kategorii, w tym:

e sekwencje rozproszone, w ktorych powtarzajace si¢ elementy

sg oddzielone od siebie innymi sekwencjami,
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e pseudogeny, czyli nieaktywne kopie genéw,
¢ sekwencje tandemowe, gdzie motywy powtarzajace si¢ utozone sa obok

siebie [14].

Wiele chorob czlowieka, zwlaszcza chorob neurologicznych
I neuromuskularnych, jest wywotywanych przez ekspansj¢ powtorzen nukleotydow
zwanych mikrosatelitami [12,13,15]. Znajduja si¢ one w rdznych regionach genow,
wtym w promotorach, regionach 5 lub 3’ niculegajacych translacji (UTR

z ang. untranslated region), sekwencjach kodujacych i intronach (Rycina 1) [13,16].

l RNA SCA36 NOP56
(GGCCTG)>650
FXS FMR1 SCA10 ATAXN10
(CGSG)>200 (ATTCT)>800
FXTAS FMR1 DM2 CNBP1
(CGG)s5-200 (CCTG)>75
FRAXE FMR1 FRDA FXN SCA8 ATXNS
(CCG)>200 (GAATTC)>200 (CTG)>200
FTD/ALS C9orf72 SCA31 ATAXN31 DM1 DMPK
e (GGGGEC) Gaathrte HDL2 (CTG)200
. XDP TAF1
(CAG)>48 (CCCTCT)oa5 / (CAG/CTG)s41
€ SUTR D ron ek Exon B 3UTR )
PolyQ PolyA
DRPLA ATN1 OPMD PABN1
(CAG)>48 (GCN)11-17
HD HTT XLMR ARX
(CAG)>38 (GCG)20 or 23
HDL2 JP|
(CAG/CTG)>41
SBMA AR
(CAG)>38
SCA1 ATXN1
(CAG)>40
SCA2 ATXN2
(CAG)>33
SCA3 ATXN3
(CAG)ss52
SCA6 CACNAIA
(CAG)s20
SCA7 ATXN7
>36
SCA8 ATXN8
(CAG)>g0-250
SCA17 TBP
| Protein EAE

Rycina 1. Schemat lokalizacji powtorzen nukleotydowych zwigzanych z chorobami
neurologicznymi [17].

W zalezno$ci od konkretnej choroby rozni si¢ prog, przy ktéorym ekspansje
powtorzen nukleotydowych obecnych w DNA objawiaja si¢ u pacjenta jako objawy
kliniczne (Tabela 1). Obecnie zidentyfikowano ponad 40 odrgbnych chordb, ktoére
sa spowodowane ekspansja roznych powtorzen nukleotydowych w sekwencji DNA.
W ostatnich trzech dekadach dokonano znaczacego postgpu w okresleniu mutacji/zmian

genetycznych odpowiedzialnych za patogenez¢ wielu z tych choréb [13,17].
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Tabela 1. Tabela przedstawiajaca wybrane choroby neurodegeneracyjne zwigzane
Z powtdrzeniami nukleotydow w DNA.

FXS/FRAXA — syndrom tamliwego chromosomu X (z ang. Fragile X Syndrome),
DM - dystrofia miotoniczna (z ang. Myotonic Dystrophy), HD — choroba Huntingtona
(zang.  Huntington’s  Disease), ~SCA — ataksja  rdzeniowo-moézdzkowa
(z ang. Spinocerebellar Ataxia), DRPLA — zanik jadra zgbatego, jadra czerwiennego
I jadra niskowzgorzowego (z ang. Dentatorubral-Pallidoluysian  Atrophy),
HDL2 — plagsawica podobna do choroby Huntingtona 2 (z ang. Huntington’s Disease-
Like 2), C9FTD/ALS - otgpienie czotowo-skroniowe i stwardnienie zanikowe boczne
zwigzane z genem C9o0rf72 (z ang. COORF72-Associated Frontotemporal Dementia
and Amyotrophic Lateral Sclerosis), SBMA — opuszkowo-rdzeniowy zanik mig¢$ni
(z ang. Spinal-Bulbar Muscular Atrophy), EPM1 — padaczka miokloniczna Unverrichta-
Lundborga (z ang. Progressive Myoclonus Epilepsy 1), FXPOIl — przedwczesne
wygasanie funkcji jajnikdéw zwigzane z zespotem tamliwego chromosomu X
(z ang. Fragile X-Associated Primary Ovarian Insufficiency), FXTAS — zespot drzenia
i ataksji zwigzany z zespotem tamliwego chromosomu X (z ang. Fragile X-Associated
Tremor/Ataxia ~ Syndrome), OPMD -  dystrofia =~ migsniowa  oczno-
gardtowa (z ang. Oculopharyngeal Muscular Dystrophy), FRDA - ataksja Friedreicha
(z ang. Friedreich Ataxia) [18].

Liczba Liczba
Choroba Powtérzenie LokallzaCJa Nazwa genu powtérzen powtérzen
w genomie u zdrowych w stanie
osobnikow patologicznym
FXS/ ,
ERAXA CGG 5 UTR FMR1 6-55 200+
SBMA CAG Obszar AR 9-36 38-62
kodujacy
DM1 CTG 3’ UTR DMPK 5-37 50-10000
HD CAG Obszar HTT 10-35 35+
kodujacy
SCA1 CAG Obszar ATXN1 6-35 49-88
kodujacy
Obszar
DRPLA CAG ; ATN1 6-35 49-88
kodujacy
SCA3 CAG Obszar ATXN3 12-40 55-86
kodujacy
SCA2 CAG Obszar ATXN2 14-32 33-77
kodujacy
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FRDA GAA Intron FXN 8-33 90+
SCA6 CAG Obszar CACNAIA 4-18 21-30
kodujacy
CCCCGC
EPM1 CCCGCG Promotor CSTB 2-3 30-80
SCA7 CAG Obszar ATXN7 7-17 38-120
kodujacy
OPMD GCG Obszar PABPN1 6-10 12-17
kodujacy
SCAS8 CTG 3’ UTR ATXNS 16-34 74+
SCA12 CAG 5’ UTR PPP2R2B 7-28 66-78
SCA10 ATTCT Intron ATXN10 10-20 500-4500
SCA17 CAG Obszar TBP 25-42 47-63
kodujacy
DM2 CCTG Intron CNBP 10-26 75-11000
FXTAS/
CGG 5’ UTR FMR1 6-55 55-200
FXPOI
3’ UTR/ni¢
HDL2 CTGICAG antysensowna JPH3 <50 50+
SCA31 TGGAA Intron TK2/BEAN 0 45+
SCA36 GGCCTG Intron Nop56 3-14 650+
GGGGCC/ 5° UTR/ni¢
COFTDIALS | 5 o2l antysensowna C9orf72 2-25 25+

Istniejg cztery wzajemnie zwigzane kategorie mechanizmow, ktdre bezposrednio
przyczyniaja si¢ do patologii choréb wynikajacych z ekspansji powtorzen nukleotydow
[17]. Naleza do nich mechanizmy oparte na DNA, ktore obejmuja wyciszanie genow
oraz tworzenie petli R, co prowadzi do aktywacji odpowiedzi zwigzanej z uszkodzeniami

DNA lub inhibicji transkrypcji. Dodatkowo istnieja mechanizmy majace zwigzek
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z transkrybowanym RNA. RNA formujac skomplikowane struktury drugo-
I trzeciorzedowe, moga w nadmierny sposob oddzialywaé z biatkami wigzacymi RNA
(RBPs, z ang. RNA binding proteins) tworzac agregaty RNA-biatko. Ekspansja
powtorzen nukleotydow w sekwencjach kodujgcych przyczynia sie do powstawania
zmutowanych bialek, ktore posiadaja zmienione funkcje w pordéwnaniu do
niezmutowanego biatka (zyskiwanie funkcji z ang. gain of function oraz strata funkcji z
ang. loss of function). Wreszcie powtorzenia RNA, ktore nie zawierajg kodonu inicjacji
translacji AUG mogg podlega¢ niestandardowej translacji zwigzanej z powtorzeniami
nieopartej na kodonie AUG (RAN, z ang. reapeat-associated non-AUG translation),
co prowadzi do tworzenia toksycznych peptydow zawierajacych powtdrzenia

aminokwasow (Rycina 2) [12].

Pathogenic repeat expansi
9 28
> e
‘ 0 ~
o (W ) / o C— N
o P VAN =t /AN
Common disease
mechanisms
DNA . Non-AUG
me!hylanﬂ'[ h G-quadruplex Amino acid initiation
- G-quadruplex ] RBP Ril bosome
&5 Coding
( ) lRNA repeals
FTAUG
RNA ‘
OO —TEEIN, \ ) RNA ( RAN
1 Proteins Gl Pol Il DNA @fcci M tant pmte n peptides

Repeat-induced transcription RBP sequestration Toxic gain of function RAN translation
silencing and R-loop formation

Rycina 2. Mechanizmy przyczyniajace si¢ do patologii chorob wynikajacych z ekspansji
powtdrzen nukleotydowych [12]

2.3. Znaczenie struktury RNA w biologii

W przeciwienstwie do podwdjnej helisy DNA, RNA najczgéciej wystepuje
jako jednoniciowy tancuch, ktory moze tworzy¢ struktury spinkowe, pgtle wewnetrzne,
wypuktosci 1 pseudowegzly. Zaro6wno motywy strukturalne drugorzedowe,
jak i trzeciorzedowe pelnia istotng role jako elementy kierujace interakcjami RNA-RNA
oraz RNA-biatko (Rycina 3) [19,20].
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Rycina 3. Schemat przedstawiajacy przyktadowa strukture pierwszorzgdowa,
drugorzedows i trzeciorzgdowa RNA [21].

Odpowiednie formowanie struktury RNA jest waznym elementem wptywajacym
na jego funkcj¢, co zostalo zauwazone podczas badan nad rRNA i tRNA [22].
Zwiazek migdzy strukturg a funkcja nie jest ograniczony do niekodujacych RNA.
Wigkszo$¢ eukariotycznych RNA kodujacych biatka (mRNA, z ang. messenger RNA)
poddawanych jest procesowi wycinania intronow/sktadania genow (z ang. splicing) przed
translacjg [23,24], a struktury drugorzedowe w rejonie pomigdzy intronem i egzonem
moga okresla¢ doktadne miejsce usunigcia intronu [25-29]. Co wigcej, wybdr miejsc
cigcia zalezny jest od wzmacniaczy lub wyciszaczy, co rowniez jest uwarunkowane
kontekstem strukturalnym [20]. Istotng cechg struktur drugorzedowych RNA jest ich
dynamiczny charakter, dzigki ktéremu mozliwe jest przyjmowanie wielu struktur
0 podobnej energii swobodnej, umozliwiajacy szybkie zmiany konformacyjne.
Klasycznymi przyktadami duzych zmian strukturalnych s3 zmiany w strukturze
rybosomu, ktore zachodza podczas translacji [22] oraz zmiany konformacji
ryboprzetacznikoéw [30]. Formowanie prawidtowej struktury RNA ma istotne znaczenie
dla jego funkcji, a bledy w formowaniu struktury moga prowadzi¢ zaré6wno do utraty
funkcji, jak i nadmiernego nabywania funkcji [12,13,18,31]. Mutacje w miejscach
kluczowych dla prawidlowego formowania si¢ struktury moga skutkowaé zmiang
W rozpoznawaniu RNA przez biatka regulujace. Zmieniony stan rownowagi formowania
struktury prowadzi nastgpnie do zaburzenia procesow komorkowych. Przykladem
sg mutacje w pre-mRNA biatka tau, ktore ostabiajg struktur¢ petli spinki na granicy
egzonu 10 i intronu 10, co zmienia jego interakcje z kompleksem Ul matej jadrowej
nukleoproteiny (snRNP z ang. small nuclear ribonucleoprotein) i powoduje zaburzenie

alternatywnego cigcia pre-mRNA [32].
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W regionach dwuniciowych, RNA przyjmuje konformacj¢ helisy typu A, ktora
charakteryzuje si¢ mniej zwartg strukturg w poréwnaniu do helisy typu B DNA (11 par
zasad na obrot helikalny w poréwnaniu do 10,5 par zasad). W tym typie helisy RNA
wystepuje glebsza bruzda wigksza i szersza bruzda mniejsza. Grupa hydroksylowa
przy atomie wegla 2° RNA wplywa na inng konformacj¢ cukru, stan uwodnienia
I stabilno$¢ termodynamiczng w poréwnaniu do DNA. Tylko 60-70% par zasad stanowi
klasyczne parowanie Watsona-Cricka. RNA tworzy roéwniez niekanoniczne pary,
np. Hoogsteena czy pary Wobble, co przyczynia si¢ do jego roznorodnosci strukturalnej
I funkcjonalnej [20]. Zwijanie si¢ RNA ma charakter hierarchiczny, gdzie sekwencja
pierwotna okresla elementy struktury drugorzedowej poprzez wpltyw sasiednich
nukleotydow [33]. Najczestsze struktury drugorzedowe, ktore tworzg rancuchy RNA
to regiony sparowanych zasad, petle struktury spinkowej, petle wewnetrzne, wypuktosci
[33], pseudowgzly, zakrety (z ang. kink-turns) [34] oraz G-kwadrupleksy [35]. Motywy
struktur drugorzedowych moga nastepnie stabilizowa¢ si¢ wzajemnie poprzez zwijanie
w bardziej skomplikowane wzory trzeciorzedowe [36]. Warto zauwazy¢, ze zardbwno
elementy struktury drugorzedowej, jak i trzeciorzegdowej moga by¢ dynamiczne
| przeksztatca¢ si¢ w zaleznoSci od obecnosci réznych biatek, malych czasteczek

I warunkéw srodowiska [37], co wplywa nastepnie na funkcje takiego RNA [38,39].

Wiele z opisanych wyzej funkcjonalnych elementdéw struktury drugorzedowe;j
moze spontanicznie ulec zmianie na skutek powstania mutacji w sekwencji DNA. Zmiany
te mogg wynika¢ zardwno z mutacji punktowych, delecji, insercji, jak i nadmiernej
ekspansji nukleotydow w DNA. Nowo powstale RNA, na matrycy zmutowanych
fragmentow DNA, moga inicjowa¢ patologiczne procesy w komorkach. Przyklady
takiego zyskiwania funkcji obejmuja sekwestracj¢ bialek wigzacych RNA, aktywacje
innych od standardowych miejsc spilcingowych, tworzenie wewngtrznych miejsc
wigzania rybosomu (IRES, z ang. internal ribosome entry site) i nastgpujaca po tym

translacj¢ niezalezng od czapeczki [16], czyli translacje bez kodonu AUG [40,41].

2.4. Struktury spinkowe RNA w badaniach krystalograficznych

Struktura spinkowa to powszechny motyw w czasteczkach RNA, gdyz prawie
70% nukleotydow tworzy wiasnie takie struktury w 16S rRNA [42]. Mimo, Ze spinka
RNA charakteryzuje si¢ prosta architektura zlozong z trzonu (z ang. stem) i petli
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wierzchotkowej (z ang. apical loop), to jednak wykazuje znaczng ztozono$¢ strukturalng.
Gléwnym czynnikiem rdéznicujagcym sg trzony spinek, ktoére moga by¢ w pelni
komplementarne i dwuniciowe lub zawiera¢ wybrzuszenia i wewnetrzne petle [43].
Petla wierzchotkowa prezentuje zréznicowang architekture w zalezno$ci od zawarto$ci
nukleotydéw (Rycina 4). To wiasnie te sktadniki determinujg réznorodno$¢ strukturalng

1 funkcje spinek RNA.

Rycina 4. Schemat drugorzgdowej struktury spinkowej RNA [44].

Bogactwo roznorodnych struktur i funkcji, ktore charakteryzuja struktury spinek
RNA, umozliwia ich wiele zastosowan. Moga to by¢ syntetyzowane w laboratorium
aptamery, czyli oligonukleotydy o wysokim powinowactwie 1 selektywnosci
do konkretnych czgsteczek wykorzystywane w biologii molekularnej i medycynie
(terapia i diagnostyka) [45—49].

Struktury spinkowe RNA moga dziata¢ jako niezalezne elementy uczestniczac
w inhibicji ekspresji genow w bakteriach i chronigc transkrypty przed degradacja, a takze
biorgc udziat w subkomoérkowej lokalizacji mRNA. Spinki RNA sg waznymi sktadnikami
ryboprzetacznikow, platform interakcji z czynnikami biatkowymi, prekursorami
mikroRNA i rybosoméw. W niektorych przypadkach ich zdolnos¢ do faldowania moze
jednak prowadzi¢ do negatywnych konsekwencji, takich jak dezorganizacja procesow

komoérkowych, co moze przyczynia¢ si¢ do rozwoju chordb neurodegeneracyjnych
[42,50-53].

Struktury spinkowe RNA stanowig istotny obiekt badan z powodu
ich biologicznego znaczenia. Powtdrzenia trojnukleotydowe takie jak powtdrzenia
sekwencji CNG (N oznacza dowolny nukleotyd), zwigzane z wieloma chorobami

neurodegeneracyjnymi moga tworzy¢ struktury spinki.
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Grupa prof. dr hab. Wiodzimierza Krzyzosiaka z Instytutu Chemii Bioorganiczne;j
Polskiej Akademii Nauk podjeta sig¢ okreslenia struktury drugorzedowej RNA
zawierajacych powtdrzenia sekwencji CNG. RNA zawierajace te powtdrzenia moga
formowa¢ regiony jednoniciowe, jak roéwniez dwuniciowe. Dluzsze sekwencje
powtdrzen CNG tworzg autonomiczne struktury przypominajace spinki [54]. Wszystkie
struktury spinek CNG uktadaja si¢ w podobny sposob. Ich trzon sktada si¢ z dwoch
blokéw utworzonych przez pary zasad Watsona-Cricka: C-G i G-C, oddzielone
niestandardowymi parami nukleotydow N-N (takimi jak A-A, C-C, G-G, U-U) (Rycina
5) [16,55]
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Rycina 5. Struktura drugorzedowa formowana przez powtorzenia CNG [16]

Petla apikalna bedgca koncowa czgscia struktury spinki CNG sktada si¢ z czterech
lub siedmiu nukleotydow. Petla ta rozpoczyna si¢ i konczy resztami, ktore w trzonie
struktury tworzg pary N-N. Obserwowano, ze rozmiar petli zalezy od liczby powtdrzen
trojnukleotydowych CNG sktadajacych si¢ na dang strukture typu spinki. W przypadku
parzystej liczby powtdrzen obserwuje si¢ petle sktadajace sie z czterech nukleotyddw,
podczas gdy nieparzysta liczba powtdrzen skutkuje petla siedmionukleotydowa.
Inng istotng cechg powtorzen trdjnukleotydowych CNG jest zdolnos$¢ do tworzenia
"poslizgnigtych" struktur (z ang. "slippery hairpins™). Oznacza to, ze ta sama sekwencja
trojnukleotydowa moze tworzy¢ alternatywne struktury spinki, roznigce si¢ liczba par
W trzonie. Niezaangazowane strukturalnie sekwencje trdjnukleotydowe CNG tworza
wystajace konce 5’ lub 3 w strukturach jednoniciowych. Dystrybucja tych

poslizgnietych form zalezy od st¢zenia jonow magnezu oraz temperatury [55,56].

24



Duza trudno$¢ sprawia otrzymanie krysztalbw RNA w formie spinki.
Glownym powodem jest fakt, ze spinki RNA sa niestabilne termodynamicznie
w wysokich stezeniach RNA i soli, czyli w warunkach obecnych podczas krystalizacji.
W takich warunkach struktury te majg sktonnos$¢ do tworzenia dupleksow nad spinkami
[57,58]. Dlatego w ostatnich latach, w badaniach krystalograficznych, intensywnie
badane byly formowane przez powtdrzenia nukleotydowe dupleksy jako modele trzonu
spinki RNA (Tabela 2). Chociaz pary C-G i G-C dominujg w wigkszos$ci struktur
zawierajgcych sekwencje powtorzone, niestandardowe pary zasad mogg takze wplywaé
na ksztalt helisy RNA zaburzajac jej standardowa forme typu A. Jest to widoczne
w przypadku powtérzen CGG i1 CAG, ktore formuja miedzy sobg pary N-N ztozone
z puryn [59-64]. Pary puryna-puryna maja wigksze wymagania steryczne i bardziej
wplywaja na strukture RNA niz pary pirmidyna-pirymidyna. Dla obu tych powtorzen
w dupleksach znajdujg si¢ reszty wykazujace rotacj¢ wokot wigzania O5’-C5’. Rotacje
te mozna okresli¢ za pomocg katow torsyjnych a i y. Kat a r6zni si¢ o prawie pot skretu
od typowej wartosci — 68°, podczas gdy kat y odbiega o okoto 120° od standardowej
wartosci 58°. Dla powtdrzen CGG ten efekt jest miejscowy 1 jest kompensowany
w innych cze$ciach struktury, gdzie nast¢puje zwickszenie kata skretu helisy, co skutkuje
$rednig warto$cig tego parametru okoto 31° i jest nieco mniejszy niz dla typowej formy
A-RNA (32,7°) [59,60,64]. Dla powtorzen CAG efekt jest globalny. Helisa rozwija sie,
a bruzda wicksza poszerza si¢ (>20 A). Sredni kat skretu helisy dla powtérzen CAG
wynosi tylko 28,4° [61-64]. Pary C-C w powtorzeniach CCG przede wszystkim
wplywaja na struktur¢ poprzez indukowanie przesunigcia nici [64,65]. Wartosci
parametréw helikalnych sa podobne do formy A-RNA, co obserwuje si¢ rowniez
w przypadku powtorzen CUG [64,66-69]. Kat skretu helisy wynosi 33° dla zaréwno
dupleksow zawierajacych powtorzenia CCG, jak i CUG [64].

Tabela 2. Zestawienie struktur krystalicznych RNA zawierajacych powtorzenia
trojnukleotydowe z ich kodami PDB.

Kod PDB struktury przestrzennej Powtorzenie
4YNG, 3NJ6, 3NJ7, 4J50, CAG
4E58, 4E59 CCG
3R1C, 3R1D, 3R1E, 35J2, CGG
4PCJ, 1ZEV, 3GLP, 3GM7, 3SYW, 3SZX, 4EA48, 4FNJ CUG
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2.5. Produkcja RNA do badan krystalograficznych

Badania strukturalne czasteczek RNA rozpoczynajg si¢ od zaprojektowania
konstruktu. Podczas projektowania konstruktu nalezy ustali¢ sekwencje¢ pozadanego
RNA, ktora moze by¢ dowolnie modyfikowana. Aby poprawié¢ stabilizacje struktury
RNA lub ulepszy¢ potencjat sekwencji do krystalizacji mozna ja modyfikowa¢ poprzez
dodawanie nukleotydéw tworzac lepkie lub tepe konce. Drugorzedowa struktura
czasteczki RNA moze zosta¢ oceniona wykonujac predykcje za pomoca narzedzi takich
jak uzyty w tej pracy program RNAStructure [70]. Aby wzmocni¢ potencjat
krystalizacyjny, do struktury zaprojektowanego RNA mozna takze doda¢ petle
posiadajaca sekwencj¢ oddziatujaca z fragmentem wigzacym si¢ Z RNA biatka Ula (Ula-
RBD, z ang. Ula RNA binding domain). Podejscie to rowniez zostalo przeze mnie
wykorzystane w niniejszej pracy. Biatko Ula jest jednym z kluczowych biatek
zaangazowanych w proces splicingu pre-mRNA. Biatko to jest czegscig kompleksu
snRNP, a doktadniej znajduje si¢ w kompleksie Ul snRNP [71]. Fragment biatka Ula
wiazacy si¢ z RNA sklada si¢ z 98 aminokwasow 1 taczy si¢ z konkretng petlg struktury
spinkowej RNA z wysokim powinowactwem (Rycina 6) [71,72]. Ula-RBD przyjmuje
ksztalt kulisty o zwartym sktadzie zarowno w obecnosci, jak i w nieobecnosci RNA
[72,73]. Ta wtasciwos¢ sprawia, ze Ula-RBD jest szczegolnie odpowiednie do tworzenia

wysoko uporzadkowanych krysztatow [74].

Rycina 6. Oddziatywanie fragmentu wigzacego RNA biatka Ula z spinka II UlsnRNA
[71].
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Chociaz opracowano wiele protokotéw umozliwiajacych przygotowanie RNA
do krystalizacji, uzyskanie wystarczajacej iloSci homogennego RNA stanowi wyzwanie
[73,75-77]. RNA mozna pozyska¢ na trzy sposoby: oczyszczanie ze zrodet
biologicznych, synteza chemiczna lub synteza enzymatyczna poprzez transkrypcje
in vitro. Izolacja z komorek jest odpowiednia dla ztozonych lub dtugich czasteczek RNA
(rybosoméw lub tRNA), w wyniku czego natywne probki maja wszystkie wazne
modyfikacje potranskrypcyjne. Krotszy RNA mozna syntetyzowa¢ chemicznie
lub enzymatycznie. Metody te sa bardziej uniwersalne i preferowane do badan
strukturalnych czasteczek RNA ze wzgledu na ilos¢ pozyskiwanego RNA. O ile synteza
chemiczna pozwala na produkcje duzych ilosci RNA, to jest odpowiednia tylko
dla stosunkowo krotkich oligomeréw RNA. Diuzszy RNA mozna skutecznie
syntetyzowaé przy uzyciu transkrypcji in vitro, ale metoda ta charakteryzuje si¢
uzyskaniem RNA o znacznej heterogennosci na koncach 3’ i ma specyficzne wymagania

dotyczace sekwencji na koncu 5’ [78].

Czysto$¢ 1 jednorodnos$¢ probki maja kluczowe znaczenie dla powodzenia
eksperymentow krystalizacji oraz dyfrakcji [79]. Zaréwno synteza chemiczna jak
I transkrypcja in vitro nie sg wydajne w 100%, dlatego po syntezie nalezy oddzieli¢
pozadany produkt od innych produktow tych reakcji o innej dtugosci niz pozadana.
Do tego celu standardowo uzywa si¢ elektroforezy w zelu poliakrylamidowym
(PAGE, z ang. Polyacrylamide Gel Electrophoresis) lub wysokosprawnej chromatografii
cieczowe] (HPLC z ang. High-Performance Liquid Chromatography). Obie te metody
polegaja na rozdziale RNA nad podstawie jego dtugosci [80,81].

2.6. Transkrypcja in vitro

Transkrypcja in vitro jest powszechng metodg stosowang do syntezy czasteczek
RNA. Wykorzystuje matryce DNA z sekwencja promotora polimerazy RNA T7,
po ktorej nastepuje fragment kodujacy sekwencje docelowa. Enzym wigze matryce
W regionie promotora i rozpoczyna syntez¢ RNA. Wydtuzenie tancucha RNA konczy sig,
gdy enzym odpada z konca 3’ matrycy DNA [82]. Transkrypcja in vitro moze by¢
wydajna, dajac miligramy probki RNA, ale wysoka wydajno$¢ zalezy od kilku
czynnikdw. Najwazniejszy jest rodzaj nukleotydow zlokalizowanych bezposrednio

za promotorem. Transkrypt powinien zaczyna¢ si¢ od co najmniej jednej reszty
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guanozyny, ale lepiej jest, gdy sa obecne dwie lub trzy kolejne guanozyny [82-84].
W badaniach strukturalnych powazna wada produkcji RNA za pomoca transkrypcji
in vitro jest obecno$¢ transkryptow, w ktorych powstalty mutacje z powodu poslizgu
polimerazy oraz transkryptow z nukleotydami dodanymi przez polimeraz¢ RNA
T7 nakoncu 3 RNA, ktoére nie sg kodowane przez matrycg DNA [85]. Oddzielenie
kroétkich produktow od oligomerdw petnej dtugosci jest zwykle tatwe. Wyzwanie stanowi
oddzielenie transkryptéw wydluzonych o dodatkowy jeden lub dwa nukleotydy.
Ilosci produktow N+1 1 N+2, gdzie N oznacza dlugo$¢ pozadanej sekwencji RNA,
wahaja si¢ od 10 do 50% catej syntezy, zmniejszajac jednorodnos¢, wydajnos¢ i potencjat
krystalizacji probki RNA [79,86]. Transkrypcj¢ in vitro prowadzi si¢ z uzyciem
mieszaniny trifosforanéw nukleozydoéw (NTP), w wyniku czego RNA posiada trifosforan
na koncu 5° (Rycina 7). W niektorych przypadkach moze to negatywnie wptywac
na potencjal krystalizacji RNA poprzez zapobieganie upakowaniu czasteczek RNA
w sie¢ krystaliczng. W zwigzku z tym, w celu poprawy krystalizacji i jako$ci krysztatow,
konieczna moze by¢ konwersja 5°- trifosforanu w grupe hydroksylowa. Te konwersj¢
mozna tatwo przeprowadzi¢ przez transkrypcj¢ in vitro w obecnosci reszt guanozyny lub
po transkrypcji wykona¢ reakcje z uzyciem fosfatazy alkalicznej. Jesli do dalszej
modyfikacji RNA wymagana jest grupa 5’- monofosforanowa, reakcje transkrypcji

mozna wykona¢ w obecno$ci monofosforanu 5°- guanozyny (GMP) [86,87].

0
o) O O N
o0 0 ¢ NH
0—P—0—P—0—P—0 P
: - L N™ N7 “NH,
O O O o

OH OH

Rycina 7. Trifosforan 5°- guanozyny
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2.7.Rybozymy

Aby rozwigza¢ problemy wynikajace z heterogennosci produktu transkrypcji
in vitro, mozna uzy¢ rybozyméw. Rybozymy sg klasg katalitycznych RNA [88-90].
Znajduja si¢ glownie w wirusach atakujacych ros$liny i odgrywaja kluczowa role
W procesie replikacji materiatu genetycznego za pomoca mechanizmu toczacego si¢ kota.
Podczas procesu replikacji powstajg diugie, liniowe konkatamery genomu wirusa.
Nastepnie te konkatamery sg transestryfikowane przez domene katalityczng rybozymu
na jednostki o dtugosci pojedynczych genow [89,91,92]. W tej rozprawie doktorskiej
uzytem dwoch typow rybozymow: typu gtowa miotka (z ang. hammerhead) i typu spinki
(z ang. "hairpin"). Kazdy typ rybozymu posiada swoje charakterystyczne cechy
strukturalne i mechanizmy katalizy [93]. Rybozymy uzywane do produkcji homogennych
koncow RNA Kkatalizujg reakcje transestryfikacji, co prowadzi do powstania grupy
hydroksylowej na koncu 5’ i 2’3’ cyklicznego fosforanu (Rycina 8). Do osiggnigcia
optymalnej  aktywno$ci  rybozymy = zazwyczaj wymagaja jondw  metali

dwuwarto$ciowych, takich jak Mg?* [90].

é Dase

0

”OW

Rycina 8. Schemat hydrolizy przeprowadzanej przez rybozymy [78].

Rybozymy moga dziata¢ w dwodch trybach: cis i trans (Rycina 9). W trybie cis
substrat i rybozym wystepuja w jednym lancuchu RNA, a reakcja transestryfikacji
prowadzi do podziatu RNA na dwie rdzne czgsci - domeng katalityczng rybozymu i RNA
docelowe. Natomiast w trybie trans rybozymy rozpoznajg substrat poprzez hybrydyzacje¢
z komplementarng sekwencjg i nastepnie dokonujg reakcji transestryfikacji RNA [78].
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Ponadto kazdy typ rybozymu ma swoje specyficzne wymagania, zwlaszcza jesli chodzi
o rozpoznawanie transestryfikowanej sekwencji RNA. Opisane zdolno$ci katalityczne
rybozymow sa obiecujgcym obszarem badan, jednak dalsze poszerzanie wiedzy na ten
temat jest niezbedne, aby w petni zrozumie¢ ich potencjalne zastosowania i mechanizmy

dziatania [78].
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Rycina 9. Dziatanie rybozymow w trybie Cis i trans na przyktadzie rybozymu typu glowa
miotka [94].

Rybozymy, ze wzgledu na swoje stosunkowo niewielkie rozmiary,
sg atrakcyjnymi narzedziami do zastosowania w badaniach strukturalnych. Umozliwiaja
produkcje jednorodnych koncow czasteczek RNA oraz zwigkszenie efektywnosci
transkrypcji invitro [73,76]. W pierwszym przypadku rybozymy sa wbudowywane
w matryce DNA powyzej oraz/lub ponizej sekwencji docelowej. W trakcie transkrypcji
in vitro tancuch RNA jest transestryfikowany, co powoduje powstanie mieszanki RNA
docelowego  oraz  domeny lub  domen  katalitycznych  rybozymow.
Nastgpnie do oddzielenia i oczyszczenia tych czasteczek wykorzystuje si¢ metody takie
jak elektroforeza lub HPLC [95,96]. Kiedy rybozym znajduje si¢ na pozycji dalszej
wzgledem sekwencji docelowej, koniec 3’ transkryptu RNA jest jednorodny, ale posiada
grupe 2°,3’ cyklicznego fosforanu (Rycina 8). Jesli grupa 3’ OH jest potrzebna
do dalszych eksperymentow, grupa 2°,3’ cyklicznego fosforanu moze zosta¢ usunigta
zapomoca kinazy polinukleotydowej T4 [97]. Natomiast umieszczenie rybozymu
na koncu 5° RNA docelowego zwigksza wydajno$¢ transkrypcji in vitro lub pozwala
na produkcje RNA o jednorodnych koncach 5°. W celu osiggnigcia wyzszej efektywnosci
syntezy RNA za pomoca polimerazy RNA T7, na poczatku domeny katalitycznej
rybozymu wprowadza si¢ sekwencje GGGAGA, ktora zapewnia wysokg procesywnos¢
enzymu. [98]. Takie podejscie jest szczegodlnie uzyteczne, gdy sekwencja RNA
docelowego jest kluczowa 1 nie moze by¢ dostosowana do wymagan polimerazy RNA

T7. W przypadkach, gdy jednorodnos¢ i wysoka wydajnos¢ syntezy RNA sa istotne
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dla udanych badan krystalograficznych iinnych eksperymentéw, warto rozwazy¢

konstrukcje RNA z rybozymami na obu koncach [73].

Rybozym typu glowa milotka jest jednym z najlepiej opisanych motywow
katalitycznych, spotykanym glownie w wiroidach i RNA satelitarnym [99].
Jest stosunkowo niewielki, gdyz sktada si¢ z 40-50 nukleotydow. Jego struktura
drugorzedowa sktada si¢ z trzech helis rozgateziajacych si¢ w regionie laczacym
(Rycina 10A). W przestrzeni rybozym ten przypomina litere "Y" i jest stabilizowany
przez interakcje petla—petla [100,101]. Miejsce transestryfikacji znajduje si¢ na koncu
3’ docelowego RNA tuz obok helisy I. Transestryfikacja RNA zachodzi po okreslonym
motywie NUX (N oznacza dowolny nukleotyd, X moze by¢ dowolnym nukleotydem
z wyjatkiem guaniny) (Rycina 10). Optymalna sekwencja transestryfikacji to AUC, GUC
lub UUC, co zapewnia wysoka specyficzno$¢ aktywnosci rybozymu [94,102].
Dodatkowym czynnikiem wplywajacym na efektywno$¢ transestryfikacji jest obecno$¢
dwuwarto$ciowych kationow, takich jak Mg?* lub Mn?*, w stezeniach milimolowych.
Jony metalu sg zaangazowane w odpowiednie ulozenie rybozymu i pelnig role

kofaktorow podczas reakcji transestryfikacji [103].

Helee | g )
B —rms e )
i,
— 4 Helix |
¢
L
Helix | J‘-_ Helx 11
5 ||l'l"J _\-“‘NIIIIIIII -\'l
Heli 01 Loop A
Loop B
Helix WV (l
L

Rycina 10. Struktura drugorz¢dowa ktorg przyjmuja rybozymy: A — 3’ typu glowa
miotka, B — 3’ typu spinki [78]. Czerwonymi strzatkami zaznaczylem miejsca
transestryfikacji.
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Rybozym typu gtowa mlotka znalazl szerokie zastosowanie w generowaniu RNA
o jednorodnych koncach. Wykazano, ze rybozym ten umieszczony zarowno na 5’,
jak i 3’ koncu docelowego RNA skutecznie przeprowadza transestryfikacjc RNA
0 dtugosci od 36 do 140 nukleotydow. Optymalna aktywno$¢ osiggana jest przy stezeniu
jonow Mg?* wynoszacym 24 mM (Rycina 11) [73]. Z powodzeniem zastosowano
go w badaniach krystalograficznych, migdzy innymi do syntez ludzkiego RNA 7SL
(Protein Data Bank—PDB: 1L9A), domeny IV RNA 4.5S (PDB: 1DUH) oraz tRNAIlle
(PDB: 6UFH) [104-106].
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Rycina 11. Schemat reakcji transestryfikacji konstruktéw przez rybozym: A —typu glowa
mtotka na koncu 3° RNA docelowego, B — typu glowa miotka na koncu 5° RNA
docelowego, C — typu gtowa mtotka jednoczes$nie na koncach 5’ i 3° RNA docelowego
[78]. Czerwonymi strzatkami oznaczytem miejsca transestryfikacji.

Rybozym typu spinki zostat zidentyfikowany w lancuchu antysensownym RNA
satelitarnego wirusa przyczepkowego tytoniu. Posiada on cztery regiony helikalne
oraz dwie petle wewnetrzne (Rycina 10B) [107,108]. Podobnie jak w przypadku
rybozymu typu glowa mtotka, regiony helikalne rybozymu typu spinki moga by¢
modyfikowane pod wzgledem dlugosci i sekwencji bez wplywu na efektywnos¢ reakcji
transestryfikacji RNA. Miejsce transestryfikacji znajduje si¢ w jednej z petli
wewnetrznych. Optymalna sekwencja rozpoznawanego RNA przez rybozym typu spinki
jest oznaczana jako RYN|GUC (gdzie R reprezentuje puryng, Y reprezentuje
pirymidyneg, a N oznacza dowolny nukleotyd), a reakcja hydrolizy zachodzi migdzy
nukleotydami N i G [88]. Ze wzgledu na ograniczenia sekwencyjne w porownaniu

Zrybozymem typu glowa milotka, rybozym typu spinki zostat zaproponowany
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jako alternatywny motyw katalityczny w moich badaniach. Pomimo wysokiej
efektywnosci reakcji transestryfikacji, wykazuje on tendencj¢ do generowania produktow

nieswoistych [73].

2.8. Synteza chemiczna

Lancuchy RNA o dlugosci ponizej 40 nukleotydow moga by¢ produkowane
na drodze syntezy chemicznej. Synteza chemiczna w fazie stalej z wykorzystaniem
zautomatyzowanego syntetyzera zostala opracowana przez Bruce’a Merrifielda i jest
stosowana do syntezy kwasow deoksyrybonukleinowego i rybonukleinowego [109,110].
Wykorzystuje amidofosforyny posiadajace rdézne grupy zabezpieczajace, ktore blokuja
ich reaktywnos$¢ podczas syntezy chemicznej [111]. Istnieje kilka rodzajow komercyjnie
dostepnych amidofosforynow. Wiekszo$¢ z nich posiada tagodng ochrone grupy
aminowej zasady azotowej i ugrupowania fosforanowego blokowanego przez

2-cyjanoetylo-N,N,N’,N’-tetra-izopropy! (Rycina 12) [111].

@)
N
¢ NH
DMTrO.
NC/\/O O SI

YT

Rycina 12. Amidofosforyn uzywany do syntezy chemicznej na podtozu statym.

W przypadku grupy 2° OH najpowszechniej stosowanymi klasami grup
blokujacych sa: triizopropylosililooksymetyl (TOM) i tert-butylodimetylosilil (TBDMS).
Sa to grupy usuwane po syntezie przy uzyciu fluorku tetra-n-butyloamoniowego (TBAF)
lub trifluorowodorku trietyloaminy (TEA-3HF). Grupa 5’ OH jest zwykle blokowana
przez 4,4-dimetoksytrytyl (DMTr) [112]. Wybor grupy zabezpieczajacej grupg 2° OH
rybozy jest najbardziej istotnym etapem wptywajacym na wydajnos¢ i czas syntezy RNA

[113]. Synteza chemiczna na podlozu stalym opiera si¢ na cyklicznym wydtuzaniu
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fancucha DNA/RNA na podtozu statym, np. szkle o kontrolowanych rozmiarach porow
lub silnie usieciowanym polistyrenie. Standardowa synteza w fazie statej zachodzi
od konca 3’ do 5, a jeden cykl elongacji powoduje wydluzenie tancucha o jeden
nukleotyd. Kazdy cykl obejmuje cztery etapy: detrytylacje, sprzeganie, zamykanie
I utlenianie (Rycina 13) [111]. Cykl rozpoczyna si¢ od usunigcia grupy zabezpieczajacej
DMTr z grupy 5° OH amidofosforynu przylaczonego do stalego podtoza. Po tym
nastepuje reakcja sprzegania, w wyniku ktérej dochodzi do wydtuzenia tancucha RNA,
ktory jest zablokowany na koncu 5° grupg DMTr pochodzacg z ostatniego dodanego
amidofosforynu. Poniewaz wydajno$¢ sprzegania jest mniejsza niz 100%, nie wszystkie
tancuchy RNA sg wydtuzone. Z tego wzgledu grupa 5° jest blokowana grupa acylowas,
co zapobiega ich dalszemu wydtuzaniu w nastgpnym cyklu. Ostatecznie grupa fosfinowa

jest utleniana i przeksztatcana w stabilne ugrupowanie [77,111,114].
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Rycina 13. Schemat cyklu syntezy chemicznej RNA w fazie statej [111].

Synteza chemiczna jest odpowiednia dla stosunkowo krétkich oligomeréw
(do 40 nukleotydow dtugosci). Chociaz wydajnos¢ pojedynczego cyklu wydtuzania
moze osiagnac¢ 99%, ogdlna wydajnos¢ systematycznie spada z kazdym cyklem.

W przypadku oligomeréw o dlugosci 25 nukleotydow caltkowita wydajnos$¢ syntezy
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wynosi okoto 79%, przy zalozeniu Sredniej wydajnosci pojedynczego sprzegania
na poziomie 99%. Kiedy wydajnos¢ sprzegania spada do 97%, catkowita wydajnos¢
wynosi tylko okoto 48%. W przypadku oligomeréw o dlugosci 50 nukleotydow ogodlna
wydajno$¢ wynosi tylko 37%, nawet jesli srednia wydajnos¢ pojedynczego sprzegania
wynosi 98% [115]. Dlatego synteza chemiczna dtuzszych RNA jest niepraktyczna.
Jej uzasadnione zastosowanie wystepuje w momencie wprowadzania modyfikowanych
nukleotyddéw. W przeciwienstwie do transkrypcji in vitro, modyfikacje chemiczne mozna
fatwo wilaczy¢ do tancuchéw RNA podczas zautomatyzowanej syntezy. Jesli oligomer
jest zbyt dlugi, aby mozna go bylo skutecznie zsyntetyzowaé, dwa krotsze
zmodyfikowane tancuchy RNA mozna uzyska¢ oddzielnie i potaczy¢ za pomocy ligazy
RNA T4. Inng zaletg syntezy chemicznej jest mniej ograniczen dotyczacych sekwencji

RNA i mniejsza heterogenno$¢ produktow w poréwnaniu z transkrypcja in vitro [44,116].

Po syntezie mozna zostawi¢ grupe DMTr na koncu 5’ nowo powstatego RNA
(DMT-ON) lub grupe t¢ usung¢ (DMT-OFF). Zastosowane jednego z tych podejsé¢
determinuje zastosowanie odpowiedniego protokotu oczyszczania RNA po syntezie.
W podejsciu DMT-ON w celu oddzielenia czasteczek o prawidtowej diugosci
od wszystkich innych produktow syntezy mozna uzy¢ specjalnych kolumienek
Z podtozem oddzialujacym z grupa DMTr. Oligomery o prawidtowej dlugos$ci posiadaja
grup¢ DMTr na swoim 5° koncu i oddziatuja z podlozem zawartym w kolumience
w przeciwienstwie do nieposiadajacych tej grupy produktow posrednich. W metodzie
DMT-OFF produkty o prawidlowej dlugosci oraz produkty posrednie syntezy chemicznej

muszg zostac rozdzielone przy uzyciu HPLC lub zelow poliakrylamidowych [78].

2.9. Stwardnienie zanikowe boczne

Stwardnienie zanikowe boczne to choroba neurodegeneracyjna uktadu ruchu,
ktora prowadzi do jego stopniowego uposledzenia i ostatecznie paralizu. W efekcie
powoduje $mier¢ poprzez niewydolno$¢ oddechowa. Objawy ALS wynikajg z utraty
neurondw ruchowych w rdzeniu kregowym i pniu mozgu. Zazwyczaj poczatek jest
ogniskowy, a nastgpnie stopniowo rozprzestrzenia si¢, sugerujagc zaangazowanie
kolejnych zestawow neuronéw ruchowych w rdzeniu kregowym [117,118]. Stwardnienie
zanikowe boczne moze mie¢ podtoze spontaniczne, co nazwane zostato sporadycznym

ALS (SALS, z ang. sporadic amyotrophic lateral sclerosis) i podtoze dziedziczne
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tzw. rodzinne ALS (fALS, z ang. familial amyotrophic lateral sclerosis) [117-119].
Poczatkowo stwardnienie zanikowe boczne zostalo opisane przez Jeana-Martina
Charcota w 1869 roku jako choroba dotykajaca wylacznie neurony ruchowe [120].
Obecnie jednak wiadomo, ze jest to wiclosystemowe zaburzenie neurodegeneracyjne,
ktéore  wykazuje  zrdznicowanie na  poziomie klinicznym,  genetycznym
I neuropatologicznym [118,121-123].

Ze wzgledu na objawy wyr6znia si¢ dwie podstawowe postacie ALS: postaé
konczynowa (z ang. limb onset), ktéra odpowiada za okoto 70-75% przypadkow
oraz posta¢ opuszkowa (z ang. bulbar onset) stanowigca okoto 25-30% przypadkow
[124-126]. Niekiedy wyodrebnia si¢ takze posta¢ oddechowa (z ang. respiratory onset),
jednak jest to bardzo rzadko wystepujacy przebieg ALS [125]. Powyzsza kategoryzacja
jest uproszczeniem, a pojawiajace si¢ objawy moga by¢ podobne w kazdej z powyzszych
postaci ALS. Opisuje si¢, ze obraz kliniczny stwardnienia zanikowego bocznego
obejmuje poczatkowo lokalne ostabienie migéni i ich zanik, ktore z czasem si¢ nasilaja.
W postaci konczynowej ostabienie migsni zazwyczaj dotyczy konczyn, czgsciej migsni
dystalnych niz proksymalnych. Gdy choroba rozpoczyna si¢ od objawoéw dotyczacych
mowy, polykania, glosu lub rzadziej ostabienia mig¢éni méwimy o ALS w formie
opuszkowej [119,124-126]. Okoto 50% pacjentow doswiadcza roéwniez objawow
niezwigzanych z ruchem. Dodatkowo, u okoto 10% do 15% przypadkéw rozpoznawane
jest rowniez otepienie czotowo-skroniowe [127,128]. Wiek wystgpienia pierwszych
objawow choroby, ich lokalizacja oraz tempo progresji ALS moga si¢ znacznie r6znic.
Wigkszo$¢ pacjentow ze stwardnieniem zanikowym bocznym  doswiadcza
nieuchronnego postepu choroby. Mediana czasu przezycia po wystgpieniu pierwszych
objawow wynosi okoto 3 lata, przy czym niewydolnos¢ oddechowa jest gléwnag
przyczyng $mierci [126-128].

W Europie szacuje sie, ze czgsto$¢ wystepowania ALS wynosi od 10 do 12
przypadkéw na 100 000 osob, co moze rézni¢ si¢ w zalezno$ci od regionu [129-131].
Mediana wieku poczatku objawoéw ALS waha si¢ miedzy 58 a 63 rokiem zycia [132].
Szacuje si¢, ze ryzyko zachorowania na ALS w ciggu calego zycia wynosi 1 do 350
Umezczyzn 1 1 do 400 u kobiet [132-134]. Megzczyzni maja wigksze
prawdopodobienstwo rozwoju sporadycznego ALS W postaci konczynowej niz
kobiety [135].
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Woystapienie stwardnienia zanikowego bocznego zwigzane jest z mutacjami
w okoto 20 genach. Pi¢¢ najczestszych przyczyn genetycznych to ekspansja
heksanukleotydowa w genie C9orf72 w chromosomie 9, mutacje w genach: TARDBP
(kodujacy biatko TDP-43), FUS (kodujacym biatko FUS), SOD1 (kodujacym dysmutaze
ponadtlenkowa 1) i TBK1 (kodujacy kinaze wigzaca TANK 1) [121-123]. W tej grupie
agregacja cytoplazmatycznego biatka TDP-43, kodowanego przez gen TARDBP,
wystepuje w ponad 95% przypadkow 1 jest najbardziej charakterystyczng
neuropatologiczng cechg tej choroby. Pacjenci z mutacjami w genach SOD1 i FUS
wykazuja obecnos¢ innych agregujacych si¢ bialek. Pacjenci z ekspansjg C9orf72 oraz
mutacjami w genie TBK1 réwniez wykazuja obecnos¢ inkluzji TDP-43.
W niepatologicznych warunkach biatko TDP-43 jest zlokalizowane gtéwnie w jadrze
komorkowym, ale w przypadku ALS nieprawidlowo przenika do cytoplazmy, gdzie
tworzy agregaty i ulega fosforylacji [136,137]. SOD1, ktory jest odpowiedzialny za 20%
przypadkéw rodzinnej postaci stwardnienia zanikowego bocznego oraz 1% do 2%
przypadkéw sporadycznej postaci, zostat zidentyfikowany w 1993 roku, jako pierwszy
gen zwigzany z ALS. Mutacje tego genu zakiocaja wiele kluczowych proceséw
komorkowych, co sprawia, ze biatko SODI1 jest bardziej podatne na agregacje,
co uposledza jego funkcj¢ i prowadzi do rozwoju ALS [138,139]. Mutacje w genach
kodujacych biatka TDP-43 i FUS wykryto w 2008 1 2009 roku. Odpowiadaja one za
3-5% przypadkow rodzinnych ALS i 1% przypadkéw sporadycznej postaci ALS
[136,137,140-143]. W 2011 roku zidentyfikowano mutacj¢ w genie C9orf72, ktéra jest
odpowiedzialna za przyczyne 7-10% przypadkow sporadycznego ALS i 30-50%
przypadkéw rodzinnej postaci ALS. Nawet pomimo tego, ze ekspansja
heksanukleotydowa w genie C9orf72 znajduje si¢ w regionie niekodujacym genu,
pacjenci z ta ekspansja wykazuja gromadzenie si¢ bialek ztozonych z powtorzen dwoch
aminokwasow. Pacjenci z ekspansjg powtorzen heksanukleotydowych w genie C9orf72
sg bardziej narazeni na rozw0j ALS o poczatku opuszkowym oraz na uposledzenie
funkcji poznawczych i behawioralnych [144-148]. Mutacje w genie TBK1
sa prawdopodobnie piata najczestsza przyczyna dziedzicznej postaci ALS, stanowiac
okoto 1% przypadkow [149-152]. Rzadko zdarza sig¢, ze konkretny pacjent posiada

mutacj¢ w wigcej niz jednym genie. [153].
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2.10. Otepienie czotowo-skroniowe

Otgpienie  czotowo-skroniowe (FTD, z ang. frontotemporal dementia)
to heterogenna grupa chorob charakteryzujaca sie ot¢pieniem niezwigzanym z chorobg
Alzheimera [154,155]. Charakteryzuje si¢ selektywna, postgpujaca atrofig platow
czotowych 1 skroniowych. Jest to grupa o fizycznie zrdéznicowanym charakterze
[154,156]. Pierwszy i najbardziej kompleksowy opis tej choroby zostat dokonany przez
Armolda Picka w XIX wieku. Nazwal ja chorobg Picka, co stanowito historyczne
okreslenie calego spektrum otgpienia czolowo-skroniowego. Jednak dopiero w ciggu
ostatnich trzech dekad zrozumiano petng ztozonos¢ kliniczng i patologiczng tych choréb
oraz ich wyjatkowe znaczenie jako przyktadow selektywnej degeneracji mozgu [156—
158]. Okazuje si¢, ze gtowna przyczyna otgpienia czotowo-skroniowego, jak i wyzej
opisanego stwardnienia zanikowego bocznego jest czgsto ta sama mutacja w genie
C9orf72 [127,144,145].

FTD jest rzadsze niz choroba Alzheimera, a szacunki rozpowszechnienia
w populacji w badaniach epidemiologicznych przeprowadzonych w Europie i Stanach
Zjednoczonych wahaja si¢ od 4 do 15 na 100 000 osob w wieku od 65 lat [154,159,160].
Wartosci te prawdopodobnie sa niedoszacowane (gléwnie ze wzgledu na bigdng
diagnoze), szczegolnie w starszych grupach wiekowych [159,161]. FTD najczesciej
diagnozuje si¢ u pacjentow w $rednim wieku, jednak zdarzajg si¢ przypadki diagnozy
przed trzydziestym rokiem zycia [162,163]. Ponadto otepienie czolowo-skroniowe

odpowiada za okoto 40% przypadkoéw demencji o wezesnym poczatku [164,165].

Otepienie czotowo-skroniowe obejmuje trzy glowne zespoty kliniczne,
ktore zostaty zdefiniowane na podstawie ich charakterystycznych cech w momencie
diagnozy. Okoto polowy przypadkow FTD manifestuje si¢ poprzez zmiany
behawioralne, co nazywane jest czotowo-skroniowym wariantem behawioralnej
demencji. Pozostate przypadki charakteryzujg si¢ uposledzeniem mowy, ktore wystepuje
W postaci postepujacej afazji nieptynnej lub uposledzeniem rozumienia stéw i pamigci
semantycznej, co okresla si¢ jako demencj¢ semantyczng [163,166]. Istnieje rowniez
znaczne naktadanie si¢ objawow klinicznych migdzy otepieniem czotowo-skroniowym
a atypowym parkinsonizmem oraz chorobami neuronu ruchowego, co stanowi trudno$¢
w diagnostyce FTD [162,163,167—-169].
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2.11. PowtoOrzenia G,Cq

W regionie promotorowym lub pierwszym intronie genu C9orf72 znajduja
si¢ szescionukleotydowe powtorzenia sekwencji G4C2/G2Cs (Rycina 14). W zdrowej
komorce DNA posiada od 2 do 25 powtodrzen tej sekwencji, podczas gdy w komoérkach
chorych pacjentow obserwuje si¢ wzrost liczby tych powtorzen do nawet setek
lub tysi¢gcy. Cho¢ pierwsze mutacje w genie C90rf72 zostaty opisane w 2011 roku
[144,145], badania nad ich patogenetycznymi implikacjami szybko postepuja.
Owa mutacja w genie C9orf72 jest najczgstsza przyczyna stwardnienia zanikowego
bocznego oraz otgpienia czotowo-skroniowego [144-146,148,170].

A wes Promoter s Intron D Exon . Non-coding RNA . Coding RNA
C90rf72 - ] ]
Variant 3 T
Variant2 B ) |
Variant 1
(GGGGCC),
B Sense-strand: (G4C2)30+ Antisense-strand: (G2C4)30+ Amino acid
Gl G
RNA 5'-GGGGCCGGGGCCGGGGCC-3' RNA 3'-CCCCGGCCCCGGCCCCGG-5' @ Giycine(G)
. " . Arginine (R)
Reading frame Reading frame
. Alanine (A)
5| GOO0O00® g [feme 1 QOOOOOO® @ i)
z 2 2%
o ]
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Rycina 14. Powtorzenia G2C4 znajduja si¢ w genie C9orf72. A - Trzy warianty mRNA
sg wytwarzane z C9orf72, przy czym eckspansja powtdrzen wystepuje w intronie
1 wariantow 1 13 mRNA. W przypadku wariantu 2 mRNA znajduje si¢ on w promotorze.
B - Dwukierunkowa transkrypcja mutanta C9orf72 daje dwa rodzaje RNA zawierajgce
ekspansj¢ powtorzen heksanukleotydowych: ni¢ sensowng i antysensowng [171].

ALS i FTD nalezg do chor6b wywotanych nadmierng ekspansja powtorzen
nukleotydéw. W zwigzku z tym obserwuje si¢ zlozone patomechanizmy obejmujace
DNA, RNA i biatka (Rycina 15). Na poziomie DNA (sensownym i antysensownym)
podczas transkrypcji mozliwe jest tworzenie si¢ struktur takich jak i-motyw
(z ang. i - motif), spinka czy tetrapleks. Ponadto, mozliwym jest formowanie si¢ hybryd
DNA/RNA (petli R) hamujacych proces transkrypcji. Gen C9orf72 moze by¢
transkrybowany dwukierunkowo, co powoduje powstawanie sensownych (GaC»)
I antysensownych (G2C4) powtorzen RNA. RNA, ktore jest produktem transkrypcji tego
genu moze stuzy¢ jako matryca do translacji biatek podlegajacych agregacji
lub formowaé¢ skomplikowane struktury oddziatujace z biatkami, co w konsekwencji

prowadzi do tworzenia si¢ zlogow. Mimo, ze powtorzenia G4Co/G2C4 znajduja si¢
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w regionie niekodujacym genu C9orf72, te powtarzajace si¢ sekwencje RNA moga
podlega¢ translacji RAN prowadzac do syntezy pieciu réznych biatek z powtdrzeniami

dwoch aminokwasow (DPR, z ang. dipeptide repeats) [172].

C9orf72 hexanucleotide repeat region 5
>

Abortive
transcripts

+
polymerase Q

Nucleolar
stress

Nucleus

Cytoplasm

Rycina 15. Schemat patologicznego mechanizmu dziatania nadmiernych powtorzen
sze$cionukleotydowych w genie C9orf72 [172].

Badania in vitro dotyczace sensownego powtorzenia DNA/RNA G4C: wykazaty,
ze krotkie (<5) powtdrzenia tworza G-kwadrupleksy, ktore istnieja w réwnowadze
ze strukturami spinki [173,174]. Wydaje si¢, ze G-kwadrupleksy G4C> DNA wystepuja
w topologii antyrownolegtej [172,175,176], podczas gdy G-kwadrupleksy GsC> RNA
wystepuja w topologii rownoleglej [172,177,178]. G-kwadrupleksy mogg tworzy¢ sig¢
zardbwno w obrebie pojedynczej nici DNA/RNA, jak i migdzy wieloma ni¢mi [179].
Ponadto, DNA G4C: i powstajacy RNA mogg wchodzi¢ w interakcje tworzac hybrydowe
struktury drugorzedowe takie jak petle R, ktore moga by¢ stabilizowane przez tworzenie
G-kwadruplekséw na komplementarnej nici [172,180-182]. Istnieje rowniez dyskusja
na temat tworzenia kwadrupleksow przez antysensowne DNA G2Cs. Sekwencje G2Ca
moga tworzy¢ i-motywy, ktére istnieja w rownowadze ze strukturami spinki.
Antysensowne DNA G2Cs moze réwniez tworzy¢ inne, stosunkowo niezbadane struktury
drugorzedowe [171,178,182-184].

Weczesniejsze badania skupiaty si¢ glownie na strukturze G-kwadrupleksu
dla sensownego RNA (GGGGCC),, podczas gdy struktura antysensownego RNA
(GGCCCO)n nie byta dobrze zbadana [178]. Sekwencje bogate w reszty cytozyny moga
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tworzy¢ struktury i-motywu (tetrapleksy) [185]. W badaniu przeprowadzonym przez
Davida Dodda i wspotpracownikow [186], zbadano strukturg krystaliczng sekwencji
zawierajace] cztery powtorzenia G2Cs z brakujagcymi dwiema guanozynami na obu

koncach konstruktu (Rycina 16).

Rycina 16. Struktura krystaliczna sekwencji zawierajgcej cztery powtdrzenia G2Ca
z brakujacymi dwiema resztami guanozyny na obu koncach konstruktu [186]

Okazalo sig, ze zaprojektowany konstrukt RNA tworzy dwuniciowg strukture
helisy typu A z powtarzajacymi si¢ jednostkami czterech par zasad Watsona-Cricka
GC/CG oddzielonymi dwiema tandemowymi parami C-C. Obecnos¢ regularnie
rozmieszczonych par tandemowych C-C zaktoca typowa strukture helisy typu A RNA.
Zaobserwowano wezszy rozmiar rowka mniejszego oraz roéznice w rozmiarze rowka
wigkszego 1 ogolnej $rednicy helisy. Niekanoniczne pary C-C zmieniajg elektrostatyczny
potencjat powierzchniowy RNA w poréwnaniu do par zasad Watsona-Cricka GC/CG.
Zmiany te obserwowano na powierzchni mniejszego rowka, co moze wplywaé
na interakcje z biatkami wigzgcymi RNA. Procesy agregacji antysensownego
powtorzenia RNA C90rf72 w jadrze komorkowym i translacji RAN w cytoplazmie
powigzane s3 z tworzeniem oddziatywan pomigdzy RNA a biatkami. Unikalna struktura
I elektrostatyczny  potencjal  powierzchniowy RNA  wynikajacy z obecnosci

tandemowych par C-C sugeruja, ze istnieje mozliwo$¢ nadmiernego wigzania biatek,

41



ktore specyficznie rozpoznaja te cechy. Przykladowo, biatko MBNL-1, ktore jest
sekwestrowane przez powtarzajace si¢ sekwencje CUG naturalnie rozpoznaje regiony
dwunukleotydowe GC z rdéznymi odstepami mi¢dzy nimi. Potencjalnie specyficzne
czynniki oddziatujace, takie jak biatko hnRNP39, zostaly zidentyfikowane
dla sensownego i antysensownego powtorzenia RNA C9orf72. Alternatywnie, poniewaz
antysensowne RNA C90rf72 przypomina kanoniczng helis¢ typu A, moze ono wigzaé
rozne niespecyficzne biatka oddzialujace z RNA. Interakcje bialek, glownie
dla sensownego RNA bogatego w reszty guanozyny, doprowadzity do identyfikacji

bialek o r6znej specyficznosci wigzania [186].

2.12. Mate czasteczki oddziatujace z RNA

Oprécz przenoszenia informacji genetycznej, RNA reguluja ekspresje¢ genow
I odgrywaja kluczowa role w wielu procesach biologicznych, w tym biorg udziat
w rozwoju choréb cztowieka [187—-189]. Mutacje DNA, a w konsekwencji w pre-mRNA,
moga prowadzi¢ do $mierci komorki, jesli przyktadowo powoduja zmiany w produkcji
niezbednych biatek do prawidlowego jej funkcjonowania. Jest to aktywny obszar badan
w biologii molekularnej, ktory polega na specyficznej detekcji uszkodzonych
lub zmienionych regiondow DNA i RNA poprzez mate czasteczki, co z kolei stanowi
podstawe dla potencjalnych nowych lekéw [190]. Atrakcyjng strategia projektowania
lekéw jest interakcja matych czasteczek ze specyficznymi regionami w RNA takimi jak
petle struktury spinki RNA, wybrzuszenia oraz wewngtrzne petle obecne w rejonach
dwuniciowych poprzez wigzania wodorowe, koordynacj¢ przez jony metali,
hydrofobowe oddziatywania typu ,pi-stacking”, oddzialywania van der Waalsa
| oddziatywania elektrostatyczne [191-195]. Wyzej wymienione regiony znajduja si¢
w RNA zawierajacych nadmierne powtorzenia nukleotydowe zwigzane z chorobami
neurodegeneracyjnymi. Interakcje matych czgsteczek z RNA potencjalnie moglyby
przeciwdziata¢ rozwojowi chorob neurodegeneracyjnych poprzez inhibicj¢ formowania
si¢ patogennych struktur RNA, stabilizacje prawidlowych struktur RNA lub wptyw
na interakcje RNA z biatkami.[192,195].

W ostatnich latach duzg popularnosciag ciesza si¢ mate czasteczki, ktore moga
rozpoznawac niesparowane nukleotydy w strukturach RNA i wigza¢ si¢ do nich. Takimi

czasteczkami kandydujacymi sa cyklofany [196,197]. Cyklofany mozna zdefiniowac
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jako klase zwigzkéw cyklicznych sktadajacych si¢ z jednostek aromatycznych
potaczonych grupami mostkujacymi (Rycina 17) [198]. Wiasciwosci wykazywane przez
te zwigzki mozna dostosowaé poprzez zmian¢ jednostki aromatycznej lub jednostki
mostkujacej. Takie zwiazki cykliczne sg zdolne do stabilizacji czasteczek w obszarze
hydrofobowym poprzez oddzialtywania niekoordynacyjne [199-201]. Badania
nad cyklofanami sg intensywne ze wzgledu na ich potencjalne zastosowania
W rozpoznawaniu molekularnym, chemii polimerow, chemii supramolekularnej,
nos$nikach lekoéw oraz katalizatorach w syntezie organicznej i Syntezie asymetrycznej oraz
ich wtasciwosci przeciwbakteryjne 1 przeciwwirusowe jako inhibitorow proteazy HIV.
Wiele zwigzkéw cyklofanowych wykazuje specyficzne interakcje z nukleotydami

i aminokwasami [202,203].

Rycina 17. Schemat przedstawiajacy czasteczke cyklofanu zawierajacego dwa
pierScienie aromatyczne [204]

Inng interesujagca grupa matych zwigzkow chemicznych s3 pochodne
1,8-naftyrydyny, ktére wykazuja réznorodne aktywnosci biologiczne. Wzbudzaja one
szczegblne zainteresowanie ze wzgledu na uktad atomow azotu w czasteczce. Uktad ten
jest idealny do chelatowania réznych kationow metali, w tym jonow lantanowcow
oraz do molekularnego rozpoznawania syntetycznych receptoréw. Pochodne 1,8-
naftyrydyny moga takze oddziatywac z zasadami azotowymi. Dzigki tej whasciwosci
moga by¢ uzywane do identyfikacji niesparowanych nukleotydow zawartych

w strukturach RNA z nadmiernie powtorzonymi nukleotydami [203].

2.13. Ligand ANP77

Bioragc pod uwage biologicznie istotng role cyklofanow oraz pochodnych
1,8-naftyrdyny, grupa profesora Nakataniego zaprojektowata i otrzymata seri¢ matych

czasteczek  okreSlanych  jako ligandy wigzace niesparowane  nukleotydy
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(MBLs, z ang. mismatch  binding ligands). Zdolno$¢ ligandow do wigzania
niesparowanych zasad zalezy przede wszystkim od dostepnosci danej zasady, interakcji
z sgsiadujgcymi zasadami oraz komplementarnosci wigzan wodorowych [205]. Jedng
Z czasteczek otrzymanych przez grupe prof. Nakataniego jest uzyty w tej pracy ligand
ANP77, ktory posiada trzy atomowy linker laczacy dwa pierScienie 2-amino-1,8-
naftyrydyny. Ze wzgledu na swojag budowe ligand ten wykazywal potencjat
do oddziatywan =z resztami cytozyny tworzac pseudo-pary zasad. PierScienie
heterocykliczne ANP77 mogg by¢ protonowane w pH zblizonym do obojetnego,
wytwarzajagc monokation lub dikation. Monokation ANP77 prawdopodobnie moze
przybiera¢ konformacje typu stacked przez interakcje protonowanej naftyrydyny
Z nieprotonowang. Dikation moze przyjmowaé zarowno konformacj¢ typu unstacked
jak i typu stacked, jednak konformacja typu stacked jest mniej prawdopodobna przez
odpychanie si¢ dwoch kationéw znajdujacych si¢ w bliskiej odlegtosci (Rycina 18)
[205,206].

ANP77-H* " ANP77-2H*

stacked R = CONH(CH,)3NH,

Rycina 18. llustracja konformacji typu open-unstacked (gorny rzad) i typu stacked (dolny
rzad) utozonych jako czasteczka bez tadunku (lewa kolumna), monokationu (§rodkowa
kolumna) i dikationu (prawa kolumna) ANP77 [205].

W pracy Das i wspotpracownikéw, aby zbada¢ stan protonowania ANP77,
autorzy zmierzyli zalezne od pH widma absorpcyjne ANP77 1 jego monomeru
w przedziale pH 3-9. Zmiany w absorpcyjnych widmach zaleznych od pH ujawnity,
ze czasteczka ANP77 w formie monokationu przyjeta konformacj¢ typu stacked z pKa
wynoszacym 6,6. Znacznie nizsze pH wymagane do protonacji drugiej naftyrydyny

W czasteczce ANP77 sugeruje, ze monokation stanowi gtoéwng frakcje wsrdd innych

44



protonowanych stanow w stabo kwasowym roztworze. Ze wzgledu na te informacje
autorzy pracy przypuszczali, ze prawdopodobng forma czasteczki wigzacych si¢ do reszt

cytozyny w kwasie nukleinowym jest monokation [205].

Poznanie struktury przestrzennej RNA oddziatujacego z czasteczka ANP77
pozwolitoby na okreslenie konformacji liganda oraz sposobu interakcji pomigdzy ANP77

a RNA.
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3. Materiaty 1 Metody

3.1. Materiaty

3.1.1. Aparatura

e Wirowka laboratoryjna MIKRO 200 R Hettich
e Worteks Bender and Hobein

e Termoblok BioSan TS-100C

e Wytrzasarka IKA MS3 basic

e Termocykler Biometra Trio Analitik Jena

e Nanofotometr IMPLEN N60

e Roéznicowy kalorymetr skaningowy Microcal PEAQODSC Malvern
e System do chromatografii Bio-Rad NGC

e Inkubator Innova 42

e CentriVap Concentrator Labconco

e Wirdéwka Avanti J-26 XPI Beckman Coulter

e Wirdéwka Avanti JXN-26 Beckman Coulter

e Dyfraktometr Rigaku Synergy XtalLab

e Sonikator Sinics Vibra-Cell

e Wiréwka Eppendorf 5804R

e Robot do krystalizacji Gryphon Art Robbins.
e FEI Vitrobot mark 1V

e Kriomikroskop elektronowy Thermo Fischer Glacios 2 Cryo-TEM

3.1.2. Odczynniki chemiczne i biochemiczne

Wigkszo$¢ odczynnikow pochodzita z firm: Sigma-Aldrich, Epro, Chempur.
Odczynniki byly najwyzszej czystosci i oznaczone jako wolne od rybonukleaz.
Wszystkie filtry zakupione byly w firmie Millipore lub Sartorius. Amidofosforyny
do syntezy chemicznej z blokada 2’-triizopropylosililooksymetylowa zakupione bytly
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w firmie Chemgene. Screen do krystalizacji zakupiony zostatl z firmy Hampton Research.

Nukleotydy do transkrypcji in vitro zakupione zostaty z firmy EurX.

3.1.3. Stosowane bufory roztwory i pozywki

Bufor do elektroforezy 10 x TB
890 mM Tris, 890 mM kwas borowy
Bufor do elektroforezy w warunkach denaturujacych 10 x TBE

890 mM Tris, 890 mM kwas borowy, 20 mM EDTA, pH 8,3

40% roztwor zelu poliakrylamidowego 29 : 1
193,33 g akrylamidu, 6,66 g bisakrylamidu, H>O do 500 ml

Bufor do elektroforezy bialek w warunkach denaturujacych
25 mM Tris-HCI pH 8,3, 190 mM glicyna, 0,1% SDS

Bufor do zelu zageszczajacego

125 mM Tris-HCI, 0,1% SDS, pH 6,8

Bufor do zelu rozdzielajacego
375 mM Tris-HCI, 0,1% SDS, pH 8,8

Roztwor do denaturacji i obciazania prébek bialkowych — roztwér SSB
50 mM Tris-HCI pH 6,8, 10 mM ditiotreitol, 2% SDS, 10% glicerol, 0,02% w/v bfekit

bromofenolowy

Pozywka LB plynna
15 g bakto-trypton, 7,5 g ekstrakt drozdzowy, 15 g NaCl, H20 do 1500 ml, pH 7,0,
ampicylina 100 pg/ml 1 chloramfenikol 37 pg/ml. Antybiotyki dodawane tuz przed

rozpoczeciem hodowli komorek bakteryjnych.
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Bufor do lizy bakterii podczas produkcji polimerazy T7 oraz ligazy RNA T4
50 mM Tris-HCI pH 8,0, 500 mM NacCl, 5% glicerol, 10 mM imidazol, 1ImM TCEP

Bufor przemywajacy do oczyszczania polimerazy T7
50 mM Tris-HCI pH 8,0, 500 mM NacCl, 5 % glicerol, 40 mM imidazol, 1 mM TCEP

Bufor do elucji polimerazy T7 i ligazy RNA T4
50 mM Tris-HCI pH 8,0, 500 mM NaCl, 5 % glicerol, 300 mM imidazol, 1 mM TCEP

Bufor do przechowywania polimerazy T7
40 mM Tris-HCI pH 8,0, 150 mM NaCl, 25% glicerol, 1 mM TCEP

Bufor przemywajacy do oczyszczania ligazy RNA T4
50 mM Tris-HCI pH 8,0, 50 mM NacCl, 5 % glicerol, 40 mM imidazol, 1 mM TCEP,
10 mM P20,

Bufor do przechowywania ligazy RNA T4
50 mM HEPES pH 7,5, 150 mM KClI, 25% glicerol, 1 mM ditiotreitol

Bufor do lizy bakterii podczas produkcji biatka Ula-RBD
25 mM Tris-HCI pH 8,0, 300 mM NaCl, 20 mM imidazol, 1ImM TCEP

Bufor przemywajacy do oczyszczania bialka Ula-RBD
25 mM Tris-HCI pH 8,0, 300 mM NacCl, 40 mM imidazol, 1 mM TCEP

Bufor do elucji biatka Ula-RBD ze zloza niklowego
25 mM Tris-HCI pH 8,0, 300 mM NacCl, 300 mM imidazol, 1 mM TCEP

Bufor do dializy bialka Ula-RBD z proteaza TEV
25 mM Tris-HCI pH 8,0, 300 mM NaCl, 1 mM TCEP

Bufor do oczyszczania bialka Ula-RBD za pomoca systemu AKTA prime

I przechowywania
1AM Tris-HCI pH 7,5, NaCl 100 mM
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Bufor do cyrkularyzacji RNA
50 mM Tris-HCI pH 7,5, 10 mM MgCl,, 10 mM ditiotreitol

Bufor do transkrypcji in vitro
40 mM Tris-HCI pH 8,0, 1 mM spermidyna, 0,01 % Triton X-100, 20 mM MgCl2, 5 mM
ditiotreitol

Bufor EMSA
10 mM kakodylan sodu pH 7,0, 5 mM MgCl;

Bufor do krystalizacji RNA
10 mM kakodylan sodu pH 7,0, 100 mM NaCl

Roztwory do syntezy chemicznej

Aktywator: 5,7% 5-benzyltio-1H-tetrazol w acetonitrylu

Deblocking: 3% kwas trichlorooctowy w dichloroetanie

Cap A: 6% DMAP w acetonitrylu

Cap B: 15 ml 2,4,6-trimetylopirydyna, 10 ml bezwodnik octowy, 25 ml acetonitrylu
Oxidation: 250 ml jodu, 35 ml tetrahydrofuranu, 10 ml pirydyny, 5 ml H20

Amidofosforyny: roztwor 1 uM w acetonitrylu

3.1.4. ANP77

Czasteczki ANP77 zostaly zsyntetyzowane przez zespot prof. Kazuhiko Nakataniego
(The Institute of Scientific and Industrial Research, Osaka University).
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3.1.5. Konstrukty RNA uzyte w pracy

Tabela 3. Zestawienie sekwencji RNA uzytych w pracy.

Nazwa Sekwencja 5° — 3’

GCACUCCGGGGCUGCUGCUGCUGCUGCUGCUGCUGCUGCUGCUGCU

CUG21-Ula GCUGCUGCUGCUGCUGCUGCUGCUGCUGCCCCAUU
CUG12-Ula GCACUCCGGGGCUGCUGCUGCUGCUGCUGCUGCUGCUGCUGCUGCU
GCCCCAUU
GCACUCCGGGGCUGCUGCUGCUGCUGCUGCUGCUGCUGCUGCUGCCC
CUG11-Ula
CAUU
G2Cs GGCCCC
GGGAGAGGAGCAGCCGCUGAUGAGUCCGUGAGGACGAAACGGUACC
HH-RNA-HH CGGUACCGUCCGGCUGCUCCUAGUACGAGAGGACCGGAGUGGCCAU

UGCACUCGACGGAGUCUAGACUCCGUCCUGAUGAGUCCGUGAGGAC
GAAAGUGCAAUGGCCAAAUAAACCAAGGAUC

GCACUCCGGCUGCUCCUAGUACGAGAGGACCGGAGUGGCCAUUGAC
RNA-HH GGAGUCUAGACUCCGUCCUGAUGAGUCCGUGAGGACGAAAUGGCCA
CUCCGGAAAUAAACCAAGGAUC

GGGAGAGGAGCAGCCGGAGCUGAUGAGUCCGUGAGGACGAAACGGU

ACCCGGUACCGUCCUCCGGCUGCUCCUAGUACGAGAGGACCGGAGU

GGCCAUUGCAGUCCUGUUUCCUCCAAACAGAGAAGCAAUGGCCACU
CCGGACCAGAGAAACACACGUUGUGGUAUAUUACCUGGUA

HH-RNA-HP

3.2. Metody

3.2.1. Produkcja polimerazy T7 i ligazy RNA T4

Produkcje polimerazy T7 i ligazy RNA T4 rozpoczatem od przeniesienia malej
ilosSci zamrozonego stoku bakteryjnego do pozywki LB o objetosci 25 ml
z antybiotykiem. Takg hodowle prowadzitem przez noc w 37°C z wytrzasaniem przy 230
obr./min. Uzyskang zawiesing zaszczepitem 4,8 litra pozywki LB z antybiotykiem (8 kolb
o pojemnosci 1 litra, w kazdej 0,6 litra hodowli) i dalej inkubowatem do uzyskania
gestosci optyczne] ODeoo = 0,8, po czym hodowle schtodzitem do 18°C. Nastepnie
zaindukowatem ekspresj¢ uzywajgc izopropylo-p-D-tiogalaktopiranozydu (IPTG)
do koncowego stezenia 1 mM, a tak przygotowane zawiesiny inkubowatem dalej przez
noc w 18°C. Nastepnego dnia komodrki oddzielitem od pozywki, wirujac je w 4°C

przy 4000 obr./min przez 15 minut. Osad komérkowy rozpuszczatem w buforze do lizy
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bakterii podczas produkcji polimerazy T7 oraz ligazy RNA T4. Do osadu pozyskanego
z 0,6 litra hodowli dodawatem 20 ml buforu. Zawiesing komoérkowa sonikowalem przez
12 sekund przy amplitudzie 70% mocy. Otrzymany ekstrakt wirowatem w temperaturze
4°C przy 20000 obr./min przez 30 minut. Uzyskany supernatant przenositem
do kolumienek zawierajacych 8 ml zloza niklowego typu Ni-NTA (Qiagen),
zrownowazonego wczesniej buforem do lizy bakterii podczas produkcji polimerazy T7
oraz ligazy RNA T4 iinkubowalem 15 min w 4°C. Ciecz w kolumnie usuwatem
zapomocg pompy wykonanej ze strzykawki. Ztoze przeptukiwatem 600 ml buforu
przemywajacego do oczyszczania polimerazy T7 lub ligazy RNA T4, a nast¢pnie biatka
eluowalem ze ztoza 50 ml buforu do elucji polimerazy T7 i ligazy RNA T4. Wymyte
biatka dializowatem w buforze do przechowywania odpowiednim dla izolowanego biatka
przez 36 godzin (co 12 godzin bufor wymienialem na §wiezy). Po tym czasie biatka
zat¢zatem uzywajac probowek z filtrem AMICON do st¢zenia okoto 1,5 mg/ml. Proces
oczyszczania biatka monitorowalem pobierajac po kazdym etapie probki rozdzielane
w zelu poliakrylamidowym. Stezenie bialka mierzylem za pomoca nanofotometru
IMPLEN. Aktywno$¢ polimerazy sprawdzatlem wykonujac reakcje transkrypcji in vitro.
Aktywnos¢ ligazy sprawdzatem wykonujac reakcje cyrkularyzacji RNA. Produkty obu
reakcji rozdzielatem w 12% zelu poliakrylamidowym i obrazowalem przy uzyciu $wiatta
(UAVA

3.2.2. Produkcja biatka Ula-RBD

Produkcje bialka Ula-RBD rozpoczalem od przeniesienia matej ilosci
zamrozonego stoku bakteryjnego do pozywki LB o objetosci 25 ml z antybiotykiem. Taka
hodowle prowadzitem przez noc w 37°C z wytrzasaniem przy 230 obr./min. Uzyskang
zawiesing zaszczepitem 1,6 litra pozywki LB z antybiotykiem (4 kolby o pojemnosci
1 litra, w kazdej 0,4 litra hodowli) i dalej inkubowatem do uzyskania gestosci optycznej
ODegoo = 0,8, po czym hodowle schtodzitem do 18°C. Nastepnie zaindukowalem
ekspresje uzywajac IPTG do koncowego stezenia 1 mM i inkubowatem dalej przez noc
w 18°C. Nastepnego dnia komorki oddzielitem od pozywki wirujac je w 4°C przy 4000
obr./min przez 15 minut. Osad komérkowy rozpuszczatem w buforze do lizy bakterii
podczas produkcji biatka Ula-RBD. Na osad pozyskany z 0,4 litra hodowli dodawatem

15 ml buforu. Zawiesing komdrkowa sonikowatem przez 12 sekund przy amplitudzie
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70% mocy. Ekstrakt wirowatem w temperaturze 4°C przy 20000 obr./min przez 30 minut.
Uzyskany supernatant przenositem do kolumienek zawierajacych 4 ml ztoza niklowego
typu Ni-NTA (Qiagen) zrownowazonego wczesniej buforem do lizy bakterii podczas
produkcji biatka Ula-RBD i inkubowatem 15 min w 4°C. Ciecz w kolumnie usuwatem
za pomoca pompy wykonanej ze strzykawki. Ztoze przeptukiwatem 200 ml buforu
przemywajacego do oczyszczania biatka Ula, a nastgpnie biatko eluowatem ze ztoza 20
ml buforu do elucji biatka Ula-RBD ze ztoza niklowego. Wyeluowane biatko
dializowatem w buforze do dializy biatka Ula-RBD z proteazag TEV przez 36 godzin
(co 12 godzin bufor wymieniatlem na $§wiezy) i jednoczesnie poddawatem dziataniu
proteazy TEV (0,1 mg proteazy na 1 mg biatka Ula-RBD), aby odcia¢ od biatka Ula-
RBD tancuch aminokwasowy niezb¢dny do oddzialywania biatka ze ztozem niklowym.
Po tym czasie biatko oczyszczalem uzywajac AKTA prime FPLC system z uzyciem
buforu do oczyszczania biatkka Ula-RBD za pomoca systemu AKTA prime
I przechowywania. Naste¢pnie biatko Ula-RBD zatezatem uzywajac probowek z filtrem
AMICON do stezenia okoto 9 mg/ml. Proces oczyszczania bialka monitorowalem
pobierajac po kazdym etapie probki, ktore rozdzielatem w zelu poliakrylamidowym.
Stezenie biatka mierzytem za pomoca nanofotometru IMPLEN. Aktywno$¢ Ula-RBD
sprawdzatem wykonujac reakcje wigzania biatka do petli RNA wiazacej biatko Ula.

3.2.3. Synteza chemiczna RNA

Synteze oligonukleotydow przeprowadzatem z uzyciem syntetyzera DNA/RNA
Applied Biosystem 392 metodg amidofosforynowg na podlozu statym. Wszystkie
oligomery oddzielitem od podioza zgodnie z protokotem AMA — wodorotlenek
amonu/metyloamina w wodzie (40%) (1:1 v/v) przez 4 godziny. Oligomery DMT-ON
dalej odbezpieczalem i oczyszczatem za pomocg kolumienek do oczyszczania DNA
Glen-Pak lub Glen-Pak RNA (Glen Research) zgodnie z protokotem producenta.
Dla oligomerow RNA DMT-OFF blokujacg grupe 2’ usuwatem 1 M fluorkiem tetra-n-
butyloamoniowym w tetrahydrofuranie w 37°C przez 20 godzin. Oligomery odsalalem
przy uzyciu kolumn Illustra NAP-25 (GE health) lub Bio-Scale Mini Bio-Gel P-6
Desalting Cartridge (Bio-Rad). Czystos¢ oligomerow ocenialem za pomoca
wysokosprawnej chromatografii  cieczowej lub 10-15% denaturujgcych  zeli

poliakryloamidowych.
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3.24. HPLC

Okoto 5 pg probki RNA wstrzykiwatem na kolumne Thermo Fisher Scientific
DNAPac PA 100 4 x 250 mm. Rozdzielanie prowadzitem przy szybkosci przeptywu
1 ml/min w temperaturze pokojowej w gradiencie 0-60% 0,5 M buforu nadchloranu sodu
w 25 mM Tris pH 8,0 przez 45 minut.

3.2.5. Transkrypcja in vitro

Reakcja transkrypcji in vitro zawierata 1 pg zlinearyzowanego plazmidu
lub chemicznie zsyntetyzowanego DNA, 15 pg polimerazy RNA T7 wiasnej produke;ji,
4 mM mieszaning NTP i bufor transkrypcyjny. Stezenie jondéw magnezu dostosowatem
do kazdego konstruktu RNA i typu rybozymu (zakres stgzen: 20-32 mM). W przypadku
chemicznie syntetyzowanej matrycy DNA, przed reakcja transkrypcji in vitro, 500 ng
kazdej nici hybrydyzowatem poprzez denaturacje w 95°C przez 5 min i renaturacje przez
10 min w temperaturze pokojowej. Reakcje transkrypcji prowadzitem przez 4 godziny
lub przez noc w temperaturze 37°C. Nastgpnie matrycowy DNA trawitem przy uzyciu
10U DNAzy I inkubujac mieszaning w 37°C przez 20 min. Produkty reakcji
oczyszczatem przy uzyciu 10—15% denaturujacych zeli poliakrylamidowych, eluowatem

z zelu za pomocg elektroleucji oraz stracatem przy uzyciu izopropanolu.

3.2.6. Oczyszczanie RNA w zelach poliakrylamidowych

Elektroforeze w skali preparatywnej prowadzitem zelach 8-12% w zalezno$ci
od dlugosci RNA. Kazdg elektroforez¢ prowadzitem w buforze 1 x TBE, ktorg
poprzedzatem preelektroforeza przy natezeniu pradu 10 lub 15 mA. Przed natozeniem
na zel, probki mieszatem w stosunku 1:1 z roztworem 8 M mocznika. Elektroforeze
prowadzilem przy stopniowo zwigkszanym natezeniu pradu do uzyskania wartosci

50 mA.
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3.2.7. Elektroelucja RNA

Po oczyszczeniu w zelu wycicte pragzki RNA przenositem do worka
dializacyjnego ThermoFisher Snake Skin, ktory zalewatem buforem 1 x TBE. Nast¢pnie
woreczek dializacyjny zamykatlem z obu stron. Tak przygotowany wycinek zelu
w woreczku dializacyjnym umieszczatem w zlewce zawierajacej 1 x TBE i przyktadatem
prad o napigciu 120 V przez 1 h. Po tym czasie przenosilem roztwor z wyeluowanym
RNA z worka dializacyjnego do probéwki typu Eppendorf. Nastepnie stragcalem tak

otrzymany RNA za pomocg izopropanolu.

3.2.8. Stracanie RNA izopropanolem

Oligomery stracalem 1 objetoscig izopropanolu (w stosunku do objetosci RNA)
w obecno$ci 100 mM octanu sodu o pH 5,26. RNA stragcalem w temperaturze —20°C
przez godzing, a nastgpnie wirowalem przez 30 minut przy 14000 obr./min.
w temperaturze 4°C. Po usuni¢ciu supernatantu, osad suszytem i rozpuszczatem
w dejonizowane] wodzie. Stezenie kwaséw nukleinowych oznaczatlem na podstawie

pomiarow absorpcji przy dlugosci fali A = 260 nm z wykorzystaniem nanofotometru.

3.2.9. Cyrkularyzacja RNA

Celem cyrkularyzacji, RNA o stezeniu 10 pmol/ul inkubowalem w buforze
zawierajagcym 80 mM KCl kolejno: 5 min w 95°C, 10 min w 4°C 1 10 min w temperaturze
pokojowej. Nastepnie tak przygotowany RNA cyrkularyzowalem przy uzyciu ligazy
RNA T4 w obecnosci 10 mM ATP w 1x buforze do cyrkularyzacji przez 5 godzin.
Powodzenie cyrkularyzacji sprawdzalem rozdzielajac w Zelu poliakrylamidowym RNA

po reakcji cyrkularyzacji z RNA, ktérego nie poddawatem dziataniu ligazy RNA T4.

3.2.10. Ekstrakcja RNA fenolem

Do probki zawierajacej RNA dodawatem 1 objetos¢ fenolu o pH 4,5 (w stosunku

do objetosci probki) i wytrzasatem przez 1 minute w temperaturze pokojowej. Mieszaning
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wirowatem przez 1 minute przy 10000 obr./min. Warstwe wodng przenositem do nowej
probowki typu Eppendorf. Aby pozby¢ si¢ resztek fenolu z probki, do fazy wodnej
dodawatem 1 objetos¢ mieszaniny chloroform:alkohol izoamylowy w stosunku 24:1 (v/v)
I wytrzgsalem przez 1 minut¢ w temperaturze pokojowej, po czym wirowatem przez

1 minute przy 10000 obr./min. Faze¢ wodng nastepnie stragcatem izopropanolem.

3.2.11. Badanie interakcji RNA-biatko metodg EMSA

Do badania oddziatywan RNA z biatkiem Ula-RBD wykorzystalem metode
réznicowej migracji w zelach poliakrylamidowych (EMSA, z ang. Electrophoretic
Mobility Shift Assay). Reakcje prowadzilem w objetosci 10 pl. Mieszanina reakcyjna
zawierata 30 pmoli RNA zawieszonego w buforze zawierajacym 10 mM kakodylan sodu
pH 7,0. Tak przygotowang reakcj¢ inkubowatem 5 min w 95°C oraz 10 min w 4°C.
Nastepnie do reakcji dodatem chlorek magnezu do stezenia 5 mM i dalej inkubowatem
mieszaning przez 10 min w temperaturze pokojowej. P6zniej do RNA dodawatem biatko
Ula-RBD iinkubowatem mieszaning 20 min w temperaturze pokojowej. Probki
obcigzatem 2 pl 12% fikolem i prowadzitem elektroforez¢ w zelu poliakrylamidowym
w warunkach natywnych w 4°C przy natezeniu 10 mA. Zel wizualizowalem uzywajac

toluidyny.

3.2.12.Krystalizacja RNA

Liofilizowane oligomery RNA rozpuszczalem w wodzie dejonizowane;.
Nastepnie dodawalem roztwor soli NaCl do stgzenia 100 mM oraz kakodylanu sodu
do stgzenia 10 mM. Tak przygotowang mieszaning denaturowatem przez 5 minut
w temperaturze 95°C. Dalej mieszaning schtadzatem do temperatury pokojowej przez
co najmniej 30 minut. Nastgpnie, w przypadku krystalizacji w obecno$ci liganda
lub biatka Ula-RBD, do mieszaniny dodawatem ligand ANP77/biatko Ula-RBD
I inkubowatem ja w temperaturze pokojowej przez 20 min. Warunki krystalizacji
ustalitem przy uzyciu komercyjnie dostgpnych zestawdw roztwordw krystalizacyjnych
Natrix 1, Natrix 2 lub Crystal Screen (Hampton Research) w temperaturach 4°C, 19°C

i 30°C. RNA mieszalem z roztworem krystalizacyjnym w stosunku 1:1, 1:2 i 2:1.
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Krystalizacje oligomeréw nastawiatem re¢cznie lub za pomocg robota do krystalizacji

Gryphon Art Robbins.
3.2.13.Pomiary dyfrakcyjne, procesowanie danych i rozwigzanie struktury

Pomiary dyfrakcyjne prowadzilem przy uzyciu sprzetu XtaLAB Synergy-R.
Krysztaty przed pomiarem zamrazalem w cieklym azocie w obecnosci krioprotektanta -
glicerolu. Zarejestrowane dane dyfrakcyjne procesowalem za pomocg programu

CrysAllis Pro.

Celem badania struktur krystalicznych za pomoca metod dyfrakcji
rentgenowskiej jest okreslenie rozkladu gestosci elektronowej w symetrycznie
niezaleznej czgsci komorki elementarnej, poniewaz maksima gestosci elektronowe;j
wskazuja miejsca, gdzie znajduja si¢ atomy. Informacje o rozktadzie gestosci
elektronowej sg ukryte we wzorcu dyfrakcji uzyskanym z badanego krysztatu. Funkcja
matematycznie opisujaca wzorzec dyfrakcji nazywana jest czynnikiem struktury
i oznaczana symbolem F(hkl). Rozktad gestosci elektronowej mozna matematycznie
wyrazi¢ jako odwrotng transformacj¢ Fouriera czynnika struktury na podstawie
analizowanego wzorca dyfrakcji. Proces ten pozwala uzyskac cenne informacje na temat

uktadu atomow w sieci krystalicznej 1 zrozumie¢ jej trojwymiarowq strukture.

p(xyz) =l E |F (hkl)|e~2mithx+ky+iz)—ia(hkl)
|4
hkl

p — wartos¢ gestosci elektronowej w punkcie xyz

|F(hkl)| — amplituda czynnika struktury dla refleksu (hkl)

a(hkl) — kat fazowy dla refleksu (hkl)

X, Y, Z— wspotrzedne w komorce elementarnej w przestrzeni rzeczywistej
h, k, | — wspotrzedne w przestrzeni odwrotne;j

Wartosci kata fazowego nie moga by¢ zmierzone za pomocg detektora, podczas
gdy amplituda moze by¢ obliczona na podstawie intensywno$ci odbicia I(hkl)

na podstawie zalezno$ci:

1(hkD) = |F (hkl)|?
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Problem fazowy jest zatem fundamentalnym problemem do rozwigzania
w analizie strukturalnej. W podanej pracy do rozwigzania tego problemu wykorzystatem
metode podstawienia czgsteczkowego (MR, z ang. molecular replacement). Moze by¢
ona uzywana, gdy badany RNA ma strukturalne podobienstwo do juz istniejgcego
modelu. Rozwigzanie problemu fazowego opiera si¢ na naktadaniu funkcji Pattersona,
jednej pochodzacej z eksperymentalnych amplitud czynnika struktury, a drugiej
z amplitud obliczonych z "modelu poszukiwania", w ktérym poszukuje si¢ najwickszej
korelacji migedzy wektorami eksperymentalnymi a tymi pochodzacymi ze znanego
modelu. Aby metoda podstawienia czgsteczkowego byta skuteczna, "model szukajacy"
musi spelnia¢ pewne kryteria. Powinien by¢ podobny z badang czgsteczka RNA
na poziomie wigkszym niz 30%. Modele uzywane w tej metodzie sa pozyskiwane z PDB.
Wstegpna ocena poprawnos$ci rozwigzania opiera si¢ na dwoch parametrach: LLG oraz
z-score. LLG informuje o tym, jak lepiej mozna przewidzie¢ dane przy uzyciu aktualnego
modelu w poréwnaniu z modelem, w ktorym atomy sg rozmieszczone losowo. Warto$¢
tego parametru powinna by¢ dodatnia i rosng¢ na przestrzeni kolejnych etapow
dopasowania pelnego modelu. Z kolei z-score jest zwigzany z przyrostem logarytmu
wiarygodno$ci i mierzy, ile standardowych odchylen od $redniej wynosi warto$é
parametru LLG. Wazne jest, aby z-score byt jak najwyzszy. Przyjmuje si¢, ze z-score
powyzej 8 wskazuje na osiagnigcie poprawnego rozwigzania. Kluczowym jest doktadna
inspekcja mapy gestosci elektronowej obliczonej na podstawie uzyskanych wstepnych
faz. Czasem, mimo niskiej wartosci z-score model moze by¢ cz¢§ciowo poprawny 1 moze

by¢ wykorzystany do skonstruowania doktadniejszego modelu.

We wszystkich opisywanych w tej pracy strukturach zastosowalem metode
podstawienia czgsteczkowego przy uzyciu programu PHASER z pakietu programow

CCP4 [207].

3.2.14.Udoktadnianie struktury RNA

Rozwigzanie struktury to tylko pierwszy etap, ktory pozwala zdefiniowac
wspotrzedne poszczegdlnych atomow — uzyskujemy jedynie przyblizony model.
W przypadku metody MR, zdefiniowane s3a jedynie atomy modelu poczatkowego,
dlatego konieczne jest udoktadnienie wspotrzednych wszystkich atoméw, a w niektorych

przypadkach takze odbudowanie cze$ci modelu. Udoktadnienie odbywa si¢ w kolejnych
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cyklach. Kazdy krok obejmuje reczng korekte¢ modelu oraz rund¢ obliczen w celu
zminimalizowania r6znic miedzy eksperymentalnymi a obliczonymi wartosciami
czynnikow struktury [208]. Ten proces jest realizowany poprzez dostosowanie
czynnikéw temperaturowych (izotropowo lub anizotropowo), potozenia oraz obsadzenia
kazdego pojedynczego atomu. W trakcie udoktadniania struktur RNA czesto korzysta sig
z danych stereochemicznych, ktére zostaly wywnioskowane z wysokorozdzielczych
struktur matoczagsteczkowych [209]. Gdy te informacje sg wykorzystywane jako wigzy
migkkie, dodatkowe réwnania sg wiaczane do procesu obliczeniowego. Te rownania
uwzgledniaja pewne obserwowane wartosci, takie jak dtugosci wigzan i katy pomigdzy
poszczegblnymi atomami, ktére daza do osiggnigcia wartosci  "idealnych",
przy uwzglednieniu pewnego poziomu zmienno$ci. Z kolei, gdy takie informacje
sg traktowane jako wigzy sztywne, liczba parametrow jest zmniejszana poprzez ustalenie
ich statych warto$ci. Dodatkowo, wykorzystuje si¢ parametry TLS (z ang. translation,
libration, screw motion), ktore czg¢$ciowo oddaja anizotropi¢ drgan grup atomow.

Do konstrukeji modelu uzytem programu COOT [210].

Kazdy etap udokladniania jest monitorowany przez sprawdzenie wskaznikow
rozbieznosci R 1 Rfree. Sa to wartosci rozbieznosci migdzy eksperymentalnymi
amplitudami wspotczynnika struktury a tymi obliczonymi na podstawie modelu.
Wskaznik R, obliczany dla catego zbioru reflekséw, ma wad¢ polegajaca na tym, ze moze
si¢ poprawia¢ (zmniejsza¢ wartos¢) wskutek nadmiernego dopasowania modelu i danych
przy kazdym rozszerzeniu modelu o dodatkowe parametry (nawet jesli nie sg one
potwierdzone przez dane eksperymentalne). Aby temu zapobiec, wprowadzono wskaznik
Riree [211], oparty na losowo wybranych (okoto 1000) refleksach, ktore sag wytaczone
z procesu udoktadniania od samego poczatku [212]. Dla dobrze udoktadnionych struktur,
wskazniki R 1 Rfree niec moga przekracza¢ 30%, a roznica migdzy nimi nie powinna
przekracza¢ okoto 3-7 punktow procentowych [213]. Jednak parametry te zaleza

od rozdzielczosci 1 jako$ci danych.

Do wizualizacji map gestosci elektronowych i budowy modeli struktur opisanych
w tej pracy uzylem programu COOT. Struktury udoktadnitem za pomoca programu
REFMACS, ktory jest czescig pakietu CCP4. Ocena jakos$ci struktur byta przeze mnie

wykonywana poprzez kontrole czynnikow rozbieznosci R 1 Riree.
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3.2.15.Skaningowa kalorymetria roznicowa

W tej pracy uzytem skaningowe;j kalorymetrii roznicowej
(DSC, z ang. differential scanning calorimetry) do pomiaru temperatury topnienia
konstruktu G2Cs oraz kompleksu G2Cs4 z ANP77 w roznych warunkach pH. Podstawg
metody DSC jest zasada, ze jesli w trakcie podgrzewania zachodza przemiany fizyczne
w badanej probcee, tempo dostarczania ciepta bedzie rozni¢ si¢ od materiatu odniesienia
(buforu, w ktorym probka jest rozpuszczona). JeSli w probce zachodzg procesy
endotermiczne to tempo dostarczania ciepta bedzie wyzsze, w przeciwnym razie zachodzi
reakcja egzotermiczna.

Denaturacje cieplng badatem za pomocg systemu MICROCAL PEAQ-DSC
(Malvern Instruments Ltd.). Przeprowadzane przeze mnie eksperymenty DSC sktadaty
si¢ z dwoch pomiarow: a) pig¢ skandéw buforu, w ktérym rozpuszczone byly probki,
aby ustali¢ histori¢ termiczng aparatu i uzyska¢ powtarzalno$¢ linii bazowej;
b) pie¢ skanow probki RNA w odniesieniu do buforu w ktorym RNA zostat
rozpuszczony.

Probki do pomiarow za pomocg skaningowej kalorymetrii rdznicowej
przygotowatem za pomoca dializy w buforze zawierajacym 10 mM kakodylan sodu
oraz 100 mM NaCl. Wykonywatem trzy pomiary w buforze o pH 5,2, 6,0 i 7,0. St¢zenie
RNA w probee bylo réwne 300 pmol/ul. RNA denaturowatem przez 5 min w 95°C,
nastepnie schtadzalem w lodzie przez 10 min i inkubowalem w temperaturze pokojowe;j
przez 20 minut. W przypadku probki z ligandem po inkubacji w temperaturze pokojowe;j
do RNA dodawatem ligand w stezeniu 300 pmol/ul. Tak przygotowang probke
inkubowatem przez 20 minut w temperaturze pokojowej. Nastgpnie probki mierzytem
przy pomocy skaningowej kalorymetrii réznicowej w pigciu cyklach w zakresie
temperatur (0-110°C), nastepnie otrzymane wykresy analizowatem przy uzyciu programu
producenta.

3.2.16.Kriomikroskopia elektronowa

Kriomikroskopia elektronowa (cryo-EM, z ang. cryogenic electron microscopy)
to technika obrazowania wykorzystywana do wizualizacji struktur przestrzennych

biomolekut. Rewolucjonizuje  dziedzing biologii  strukturalnej  dostarczajac
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trojwymiarowe obrazy biomolekul bez koniecznosci uzyskiwania krysztalow.
Przygotowanie probki do cryo-EM polega na szybkim zamrozeniu oczyszczonej probki
badanej biomolekuly w cienkiej warstwie szklistego lodu. Szybkie zamrazanie pomaga
zachowa¢ naturalng struktur¢ probki w mozliwie zblizonym stanie do jej naturalnego
stanu. Nastgpnie zamrozong probke umieszcza si¢ w specjalnym mikroskopie
krioelektronowym. Mikroskop dziala w ekstremalnie niskich temperaturach,
aby zapobiec odparowywaniu lub sublimacji lodu w trakcie obrazowania.
Wiazka elektronow jest kiecrowana na probke. Elektrony te sg rozpraszane na podstawie
ksztattu czasteczki. Powstaly wzor rozproszonych elektronow jest rejestrowany przez
detektor. Detektor rejestruje seri¢ dwuwymiarowych mikrografii elektronowych.
Te obrazy 2D reprezentuja rézne utozenie czasteczki w probee, dzigki czemu mozna
okresli¢ wyglad struktury pod réznym katem. Poprzez polaczenie informacji z wielu
obrazéw wykonanych pod réznymi katami mozna zrekonstruowac troéjwymiarowa
strukturg biomolekuty. Proces ten obejmuje dopasowanie i potgczenie obrazéw w celu

redukcji szuméw [214].

Konstrukty RNA (CUG11-Ula, CUGI12-Ula, CUG21-Ula) do badan
przy uzyciu kriomikroskopu elektronowego przygotowalem w czterech wariantach:
0 stezeniu 50, 100, 200 i 300 uM. RNA wigzatem z biatkiem Ula-RBD w stosunku 1:1
(ilo$¢ RNA:ilo$¢ biatka) w buforze zawierajgcym 10 mM Tris pH 8,0, 100 mM NaCl, 5
mM MgCl, w temperaturze pokojowej. Probki byly mrozone przy uzyciu FEI Vitrobot
mark IV (parametry mrozenia: blot time — 3s, wait time — 5s, drain time — 0s, blot force —
5). Testowe mikrografie byty wykonywane przy uzyciu kriomikroskopu elektronowego
Thermo Fischer Glacios 2 Cryo-TEM. Mrozenie i testowanie bylo wykonywane

w Narodowym Centrum Promieniowania Synchrotronowego SOLARIS w Krakowie.
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4. Wyniki

4.1. Opracowanie protokotu do produkcji stabilnych struktur spinkowych RNA
do badan krystalograficznych

Pierwszym celem niniejszej pracy byto przetestowanie dostepnych protokotow
pozyskiwania RNA do badan krystalograficznych i optymalizacja tych protokotow
do otrzymywania stabilnych struktur spinkowych. Problemem w krystalografii struktur
spinkowych RNA jest promowanie formowania si¢ dupleksu RNA nad strukturg
spinkowg RNA w warunkach wysokiego st¢zenia soli oraz wysokiego stezenia RNA,
czyli w warunkach panujacych w kropli krystalizacyjnej (Rycina 19A). Jednym
ze sposobéw  rozwigzania tego problemu jest cyrkularyzacja spinki RNA
z wykorzystaniem ligazy RNA T4, ktorg zastosowatem w niniejszej pracy (Rycina 19B).
Ligaza RNA T4 do przeprowadzenia reakcji  cyrkularyzacji  wymaga,
aby cyrkularyzowany RNA posiadal monofosforan na 5° koncu oraz grupe hydroksylowa
na 3’ koncu. Enzym ten powoduje kowalencyjne potaczenie koncow 5’ i 3°,

€0 uniemozliwia rozfaldowanie struktury.

A
- wysokie stezenie soli > - niskie stezenie soli
- wysokie stezenie RNA | - niskie stezenie RNA
Ligaza RNA E
— >

Rycina 19. A — Formowanie si¢ roznych struktur RNA w zaleznosci od warunkow.
B — Schemat taczenia koncow RNA przy uzyciu ligazy RNA T4.
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Do struktury spinki mozna doda¢ sekwencj¢ oddzialujaca z fragmentem biatka
Ula wigzacym si¢ do RNA, aby zwigkszy¢ jej potencjal krystalizacyjny. Podejscie
to zostato przeze mnie wykorzystane w niniejszej pracy. W przedstawionych badaniach
uzywane biatko Ula-RBD, ligaza RNA T4 oraz polimeraza T7 wyprodukowane byty
przeze mnie poprzez nadekspresje w bakteriach E. coli, co pozwolito na redukcje
kosztow. Otrzymane enzymy charakteryzowaly si¢ poréwnywalng aktywnoscig

do komercyjnych odpowiednikow.

4.1.1. Produkcja RNA na drodze syntezy chemicznej

W zwigzku z pierwszym zadaniem chciatlem przetestowa¢ dwa protokotly
otrzymywania oligomerow: DMT-ON i DMT-OFF. Skupilem si¢ na homogennosci
i czasie oczyszczania probki. Ocene rozpoczatem od produkcji modelowych
szescionukleotydowych oligomeréow. Wybralem tak krotka sekwencje ze wzgledu
na wysoka wydajno$¢ jej syntezy. Jednocze$nie sprawito to, ze ocena protokotu byta
fatwiejsza. Oligomery otrzymatem stosujac dwa podejscia: DMT-OFF, w ktorym grupa
5> DMT jest usuwana z ostatniego syntetyzowanego nukleotydu oraz DMT-ON,
w ktérym grupa 5° DMT jest zachowywana i wykorzystywana do dodatkowego etapu
oczyszczania. Oba oligomery odcigtem od podtoza, a grupy blokujace usungtem zgodnie
ze standardowymi procedurami. Oligomer DMT-ON oczyScitem przy uzyciu kolumienek
posiadajacych powinowactwo do grupy DMTr, podczas gdy oligomer DMT-OFF tylko
odsolitem. Poréwnanie chromatogramoéw probek z wysokosprawnej chromatografii
cieczowe] wykazato wysoka czysto$¢ 1 jednorodnos¢ RNA oczyszczonego za pomoca
kolumienek (Rycina 20B). Oligomer DMT-OFF zawieral wiele krotkich produktow
(Rycina 20A), co wskazalo na potrzeb¢ dodatkowego etapu oczyszczania
z zastosowaniem chromatografii cienkowarstwowej (TLC, z ang. thin layer
chromatography), elektroforezy w zelu poliakryloamidowym Ilub HPLC. Powyzsza
analiza pokazata, ze synteza DMT-ON jest szybsza oraz fatwiejsza do produkcji RNA
wysokiej czystosci (Tabela 4).
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Tabela 4. Zestawienie krokow oczyszczania produktow syntezy chemicznej metodami
DMT-ON i DMT-OFF.

DMT-ON DMT-OFF

Odcigcie oligomeru od podtoza Odcigcie oligomeru od podtoza

Odblokowanie pozycji 2> OH oligomeru
za pomocg fluorowodorku
trietyloamoniowego

Odblokowanie pozycji 2> OH oligomeru za
pomoca fluorku tetrabutyloamoniowego

Oczyszczenie RNA za pomocg kolumienek

o powinowactwie do grupy DMTr Odsolenie RNA

Oczyszczenie RNA za pomocg zelu
poliakrylamidowego, HPLC lub TLC

Analityczne HPLC

Analityczne HPLC

Ze wzglgdu na powyzsze wyniki postanowitem, ze dtuzszy 43-nukleotydowy
RNA otrzymam za pomoca metody DMT-ON (Rycina 20C). Jednak heterogennosc¢
otrzymanych produktow byta bardzo wysoka, co skutkowato nizsza wydajno$cig metody
oczyszczania. W zwigzku z tym, do produkcji RNA powyzej 40 nukleotydow

zdecydowatem si¢ zastosowac inng metodg¢ syntezy.

A B C

T I ™ T T

10 20 10 20 18 23 28

czas (min) czas (min) czas (min)

Rycina 20. Chromatogramy HPLC chemicznie zsyntetyzowanych RNA: A i B —oligomer
RNA o dlugosci 6 nt zsyntetyzowany odpowiednio w trybie DMT-OFF i DMT-ON;
C — RNA o dlugosci 43 nt zsyntetyzowany w trybie DMT-ON.

4.1.2. Produkcja RNA na drodze transkrypcji in vitro

Drugim podejéciem, ktore zastosowatem do wuzyskania RNA powyzej

40 nukleotydow do krystalizacji jest jego produkcja na drodze transkrypcji in vitro.
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Podczas transkrypcji in vitro z wykorzystaniem polimerazy T7 napotyka si¢ najczesciej
dwa problemy, ktore moga by¢ niepozadane w badaniach krystalograficznych. Pierwszy
dotyczy 5° konca RNA. Podczas reakcji polimeraza T7 jako pierwszg transkrybuje reszte
guanozyny. Drugim problemem jest dodawanie nukleotydéw na 3’ koncu przez
polimeraze T7, ktore nie wystepuja w matrycy. Problemy te moga by¢ rozwigzane przez
uzycie rybozymow. Aby przetestowaé skuteczno$¢ transkrypcji in vitro na matrycy
zawierajacej rybozymy, zaprojektowatem i zsyntetyzowalem trzy konstrukty rdznigce si¢
lokalizacja, typem zastosowanego rybozymu oraz dhlugoscig i sekwencja docelowego

RNA (Tabela 5).

Tabela 5. Spis konstruktow z rybozymami uzytych w pracy.

Nazwa Uzyty rybozym i jego lokalizacja Diugos¢ RNA bez
konstruktu yty rybozym 1)€g ] rybozymow (nt)
RNA-HH Rybozym typu gtowa miotka (HH) na 3 koncu 43
HH-RNA-HH Rybozym typu glowa mtotka na 5° oraz 3’ 43
koncu
HH-RNA-HP Rybozym typu glowa mtotka na 5° oraz 43
rybozym typu spinki (HP) na 3’ koncu

Konstrukt RNA-HH wykazywal wysoka wydajnos¢ transestryfikacji.
Oszacowatem, ze okoto 90% transkryptow przereagowato do rybozymu i docelowego
RNA (Rycina 21A, $ciezka 1). Projektujac nastgpny konstrukt, dodatem rybozym typu
glowa miotka na koncu 5° docelowego RNA w matrycy DNA (HH-RNA-HH),
aby zwigkszy¢ wydajno$¢ transkrypcji  in  vitro. Co zaskakujace, wydajnos¢
transestryfikacji spadta do okoto 50% (Rycina 21A, §ciezka 2). Zaobserwowatem prazek
odpowiadajagcy posredniemu produktowi RNA (RNA docelowe z przytagczonym
rybozymem na koncu 3”). Sugeruje to, ze obecno$¢ rybozymu na koncu 5’ docelowego
RNA wptywa na nieprawidlowe faldowanie rybozymu znajdujacego si¢ na koncu
3’, zmniejszajac jego aktywnos¢. Dlatego w kolejnym konstrukcie zamienitem rybozym
typu glowa miotka na koncu 3’ docelowego RNA na rybozym typu spinki, aby sprawdzi¢,
czy inny typ rybozymu obecny na koncu 3’ moze zwigkszy¢ wydajnos¢ powstawania
produktu RNA. Jednak ta modyfikacja nie spowodowata separacji docelowego RNA
od rybozymow w konstrukcie HH-RNA-HP. Optymalizacja warunkow reakcji poprzez
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zwickszenie stezenia jondw Mg?* i wykonanie cykli denaturacji-renaturacji

nie poprawily wydajnosci reakcji (Rycina 21B).

SO\
A X

h . — RNA docelowy + rybozym 3’

— rybozym 3’
- rybozym 5’

b M | — docelowy RNA

B

Denaturacja: - + - + = +
MgZ* (mM):
l

— substrat RNA

Rycina 21. Ocena wydajnosci reakcji transestryfikacji — przeprowadzonych
przez rybozymy. A — konstrukty z rybozymem typu glowa miotka, B — konstrukt
z rybozymem typu spinki. Rozdziaty przeprowadzitem w 12% zelu poliakrylamidowym.

W zwigzku z powyzszymi problemami zastosowatem metod¢ zmniejszania
heterogennosci konca 3° RNA za pomoca modyfikacji matrycy DNA do reakcji
transkrypcji in vitro. Wymagato to wprowadzenia grupy metoksylowej w pozycje¢ druga
atomu wegla C2’ jednej lub dwoch reszt nukleotydowych znajdujgcych sie na koncu
5’ nici antysensownej matrycy DNA (Rycina 22A). Zaprojektowatem i zsyntetyzowatem
matrycg DNA z dwoma resztami nukleotydowymi zawierajacymi C2’-metoksyl

na 5’ koncu nici antysensownej kodujacej docelowe RNA. Nastgpnie przeprowadzitem
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transkrypcje in vitro na zmodyfikowanych i niezmodyfikowanych matrycach DNA celem
poréwnania jednorodnosci produktow RNA. Analiza produktéw przy uzyciu HPLC
wykazala znaczace zmniejszenie heterogennosci RNA w przypadku zmodyfikowanej
matrycy DNA, gdzie zaobserwowatem tylko dwa piki odpowiadajace dwoém RNA
oroznej dlugosci (Rycina 22C). W przypadku niezmodyfikowanej matrycy,
zaobserwowalem wysoka heterogennos$¢ produktow transkrypceji (Rycina 22B). Stosujac
te samg metode, uzyskatlem RNA z grupg 5° OH lub grupa monofosforanowg na koncu
5’°, przeprowadzajac transkrypcje in vitro w obecnosci odpowiednio guanozyny lub GMP.
Analiza produktow transkrypcji przy uzyciu HPLC nie wykazata réznic pomiedzy
reakcjami transkrypcji in vitro z wykorzystaniem guanozyny i GMP (Rycina 22D oraz E).

A
: romotor sekwencja kodujaca
5 p GGG J ] 3
3’ XX S'
B C
= T T T T T 1 | o
20 22 24 26 28 30 32 22 24 26
czas (min) czas (min)
D E
I T 1
22 24 26 22 24 26
czas (min) czas (min)

Rycina 22. Transkrypcja RNA in vitro przy uzyciu modyfikowanego DNA.
A —schematyczne przedstawienie matrycy DNA. Zmodyfikowane nukleotydy
sg oznaczone czerwonymi krzyzykami. Chromatogramy przedstawiajace produkty
transkrypcji in vitro przy uzyciu: B — niezmodyfikowanej matrycy DNA, C — matrycy
DNA z dwiema resztami nukleotydowymi zawierajacymi C2’-metoksyl na 5° koficu nici
antysensownej, D — matrycy DNA z dwiema resztami nukleotydowymi zawierajacymi
C2’-metoksyl na 5’ koncu nici antysensownej w obecnos$ci guanozyny, E — matrycy DNA
z dwiema resztami nukleotydowymi zawierajacymi C2’-metoksyl na 5’ koncu nici
antysensownej w obecnosci GMP.
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Biorac pod uwage diugos¢, sekwencje oraz grupy, ktore powinny znajdowac
si¢ na koncach zaprojektowanych przez mnie konstruktow RNA o strukturze spinki

zdecydowatem si¢ uzy¢ ponizszego protokotu:

e Transkrypcja in vitro z wykorzystaniem modyfikowanej matrycy w obecnos$ci
GMP.

e Oczyszczanie RNA po transkrypcji w 10% zelu poliakrylamidowym
w warunkach denaturujacych.

e FElektroelucja RNA z zelu.

e Stracanie wyeluowanych z zelu probek RNA przy uzyciu izopropanolu.

e Cyrkularyzacja RNA przy uzyciu ligazy RNA T4.

e Oczyszczanie cyrkularyzowanej spinki RNA fenolem i chloroformem.

e Stracanie RNA przy uzyciu izopropanolu.

e Wigzanie RNA z biatkiem Ula-RBD.

4.1.3. Okreslenie struktury zaprojektowanych konstruktéw

Koncowym etapem zadania pierwszego byto podjecie proby okreslenia struktury
przestrzennej RNA w formie spinki. Zaprojektowatem kilka konstruktow zawierajacych
powtorzenia sekwencji CUG zawigzanej z dystrofig miotoniczng (Tabela 6). Wybratem
powtdrzenia CUG ze wzgledu na wczesniejsze udane krystalizacje tych powtorzen
w Zaktadzie Struktury i Funkcji Biomolekut oraz duza liczbe struktur zawierajacych
te powtdrzenia w bazie PDB. Sugerowalo to wysokie prawdopodobienstwo uzyskania
krysztatow tych powtorzen. Ze wzgledu na mozliwos¢ tworzenia tzw. ,,poslizgnietych”
struktur przez powtorzenia CUG, dodatem kilka par GC majgcych temu przeciwdziatac.
Zaprojektowatem trzy konstrukty z 11 (CUG11-Ula), 12 (CUG12-Ula) i 21
powtorzeniami (CUG21-Ula), poniewaz chcialem zaobserwowaé formowanie struktur
spinkowych o petli cztero- i siedmionukleotydowej. Po przeciwnej stronie od petli
apikalnej ztozonej z powtorzen CUG dodalem sekwencj¢ wigzaca biatko Ula-RBD,
w ktorej znajdowato si¢ miejsce ligacji. Miejsce ligacji wybralem ze wzgledu
na rozmiary tego regionu jednoniciowego, co znacznie ulatwiato dostgpnos¢ tego miejsca

dla ligazy RNA T4.
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Przed przystapieniem do prob okreslenia struktur konstruktow RNA zawartych
w Tabeli 6 wykonalem predykcje ich struktury drugorzgdowej przy uzyciu programu
RNAStructure (Rycina 23) [70]. Predykcje potwierdzily, ze zaprojektowane przeze mnie

sekwencje formujg struktury spinki.

Tabela 6. Zestawienie konstruktow RNA zawierajacych powtdérzenia CUG.

Nazwa konstruktu Dlugosé (nt) Masa czasteczkowa (g/mol)

CUG11-Ula 51 16425

CUG12-Ula 54 17592

CUG21-Ula 81 25991

o8
G g,
De
20 O) {@
o—@
40 e
g ®
G C

o

Rycina 23. Predykcje struktury drugorzedowej zaprojektowanych konstruktow
przeprowadzone w programie RNAStructure. A — CUG11-Ula, B — CUG12-Ula,

C - CUG21-U1a.
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Kolejnym krokiem byta produkcja zaprojektowanych konstruktow. Do tego celu
uzylem weczesniej ustalonego przeze mnie protokotu. Nastepnie sprawdzalem,
czy wyprodukowane przeze mnie biatko Ula-RBD wigze zaprojektowane konstrukty

przy pomocy metody EMSA (Rycina 24).

K —" ] C K ——— |

—kompleks RNA/biatko
—RNA

Rycina 24. Oddziatywanie konstruktow RNA z biatkiem Ula-RBD (A — CUG21-Ula,
B — CUG11-Ula, C — CUG12-Ula). RNA (30 pmoli) inkubowatem w samym buforze
reakcyjnym (K) lub z dodatkiem biatka Ula-RBD (w kolejnych reakcjach ilos¢ biatka
Ula-RBD wzrastata, odpowiednio: A: 30, 60 pmoli; B: 30, 45 1 60 pmoli; C: 30, 45, 60,
90 pmoli). Trojkatem oznaczylem wzrastajace stezenia biatka Ula-RBD. Rozdziat
prowadzitem w 10% Zelu poliakrylamidowym.

Nastepnie otrzymane konstrukty zostalty przeze mnie wykorzystane
do krystalizacji. Krystalizacj¢ prowadzitem w kilku réznych stezeniach RNA (0,5; 0,75
i 1 mM) dobierajac rowniez rozne stosunki stezenia RNA:biatko (1:1, 1:2, 1:3) oraz r6zne
temperatury krystalizacji (4°C, 19 °C, 30 °C). W kazdym wariancie testowatem 192 r6zne
warunki krystalizacji. W zadnym z przetestowanych warunkéw nie otrzymatem
krysztatow.

Po nieudanych probach krystalizacji postanowilem podja¢ probe okreslenia
struktury tych konstruktow za pomocag kriomikroskopii elektronowej. W tej metodzie,
podobnie jak w krystalografii, jako$¢ i homogennos$¢ probki majg kluczowe znaczenie.
Przed przystagpieniem do wlasciwego pomiaru testuje si¢ przygotowane probki.
Weryfikacje probek wykonuje si¢ poprzez wizualng inspekcje testowych mikrografii.
Zwigzku z tym miaty miejsce trzy sesje testowe (Tabela 7).

Tabela 7. Zestawienie sesji testowych wykonywanych przy uzyciu kriomikroskopu
elektronowego.

Sesja Testowane prébki Stezenia RNA (pmol/pl)
CUG11-Ula 300, 200
1
CUG12-Ula 300, 200
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CUG12-Ula 100, 50
2

CuUG21-Ula 100, 50
3 CUG-21-Ula 100

Podczas tych prob przygotowatem szereg rozcienczen probek tak, aby czasteczki
RNA byly jak najlepiej widoczne na mikrografiach (kazdy konstrukt byt przeze mnie
wykonywany w stezeniach 50, 100, 200 i 300 pmol/ul, kompleksy RNA/biatko
w stosunku ilo§ciowym 1:1). Niestety dla otrzymanych kompleksow RNA/biatko

napotkatem trudnosci w identyfikacji czasteczek RNA. (Rycina 25).

Rycina 25. Mikrografia z kriomikroskopu elektronowego. Strzatka zaznaczylem
prawdopodobng czasteczke RNA CUG21-Ula.

4.2. Struktura krystaliczna oligomeru G,Cs

Drugim zadaniem wykonanym w tej pracy doktorskiej byto uzyskanie struktury
krystalicznej RNA zawierajacego sekwencje 5° GGCCCC 3’ (G2Cs). Uzyskatem dwie

struktury: strukture oligomeru G2Cs oraz struktur¢ tego oligomeru w kompleksie

Z czasteczkg ANP77.
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4.2.1. Krystalizacja kompleksu G2Cs z ANP77 oraz oligomeru G2C4

Oligomer RNA G2C4 zsyntetyzowalem chemicznie i oczyscitem metodg DMT-
ON. Ligand ANP77 uzyty w pracy otrzymalem w ramach wspolpracy z grupa
prof. Nakataniego. Krysztaly otrzymatem technikg siedzacej kropli z dyfuzja par
w temperaturze 19°C. Kropla zawierata 0,5 ul RNA oraz 0,5 pl roztworu rezerwuarowego
(0,08 M chlorek sodu, 0,04 M kakodylan sodu pH 6,0, 45% 2-metylo-2,4-pentanodiol,
0,012 M tetrachlorowodorek sperminy).

W przypadku oligomeru G.Cs bez ANP77 krysztaly otrzymatem technika
siedzacej kropli z dyfuzjg par w temperaturze 19°C podobnie, jak w przypadku konstruktu
stanowigcego kompleks G2Cs z syntetyczng czasteczka ANP77. Kropla zawierata 0,5 pl
RNA oraz 0,5 pl roztworu rezerwuarowego (0,08 M chlorek sodu, 0,02 M chlorek
magnezu, 0,04 M kakodylan sodu pH 6,0, 35% 2-metylo-2,4-pentanodiol, 0,012 M

tetrachlorowodorek sperminy).

4.2.2. Rejestracja i przetwarzanie danych dyfrakcyjnych

Pomiary dyfrakcyjne krysztatow G2Cs z czasteczka ANP77 i bez tej czasteczki
przeprowadzilem przy uzyciu dyfraktometru XtalLab-R. Zarejestrowatem obrazy
dyfrakcyjne o maksymalnej rozdzielczosci 1,1 A (wariant z ANP77)1 1,5 A (wariant bez
ANP77). Wyznaczylem grupe przestrzenng C222: dla obu wariantow. Szczegdlowa
charakterystyka danych dyfrakcyjnych znajduje si¢ w Tabeli 8.

Tabela 8. Dane krystalograficzne oraz charakterystyka zbioru danych dla krysztatow
struktury konstruktu G2Cs w obecnosci i bez czasteczki ANP77. W nawiasie znajdujg sig
wartos$ci dotyczace ostatniego zakresu rozdzielczosci.

G2C4-ANP77 G2C4
Statystyki danych dyfrakcyjnych

Grupa przestrzenna C222; C222;

Parametry komorki (A, °) a=2934A,b=4518A, | a=41,76 A,b=46,64 A,
c=86,28 A c=51,49 A
a=90%B=90%vy=90° | a=90°%p=90°%y=90°

Rozdzielczos¢ (A) 24,62-1,1 (1,16-1,1) 21,24-1,5 (1,58-1,5)
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Rmerge 0,076 (0,560) 0,116 (0,553)

lVo 26,9 (4,4) 10 (2,4)

Kompletnos¢ (%) 99,9 (99,4) 99,9 (100)

Redundancja 16,3 (11) 7,3 (4,8)

Liczba unikalnych refleksow | 23771 8334
Statystyki udokladniania struktur

Liczba refleksow: work/test 22774/949 7905/404

Srednia warto$¢ czynnika B | 12,508 11,155

(A?)

Rwork/Riree 0,1287/0,1634 0,1742/0,2224

Liczba atomow czasteczek 492 492

RNA

Liczba atomow czasteczek 111 116

wody

RMSD na wigzaniach (A) 0,016 0,010

RMSD na katach (°) 1,930 1,721

4.2.3. Rozwigzanie i udoktadnianie struktury kompleksu oraz oligomeru
G2C4 bez liganda ANP77

W celu rozwigzania i udoktadnienia struktury kompleksu oligomeru RNA G2C4
z czasteczka ANP77 wykonalem nastgpujace kroki. Najpierw przeprowadzilem analize
zawartosci komorki elementarnej przy pomocy wspotczynnika Matthewsa [215],
ktora wykazata obecnos$¢ czterech nici RNA przy obecnosci rozpuszczalnika w 59,27 %
(prawdopodobienstwo na poziomie 51%, wspotczynnik Matthewsa = 2,04). Nastepnie
strukture rozwigzalem uzywajac programu PHASER MR [216]. Do podstawienia
molekularnego uzylem struktury dupleksu (CCCCGG)3CCCC (kod PDB: 5ew7),
Z ktérego wyodrebnitem sekwencje 5 GGCCCC 3°. Do udoktadniania struktury uzytem
programu REFMACS, natomiast przebudowg¢ modelu prowadzitem przy uzyciu
programu COOT. Po udoktadnianiu struktura posiadala nastg¢pujace wspdiczynniki:
R =0,1287 i Rfree = 0,1634. Wz6r strukturalny liganda ANP77 wykonatem przy uzyciu
programu Marvin JS, ktory pozwolit mi uzyska¢ wzor SMILES tego zwigzku.
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Nastepnie wzor ten postuzyt do wygenerowania plikow .pdb i .cif, niezbednych do
wprowadzenia liganda do struktury G.Cs i dalej do udoktadniania. Pliki .pdb i .cif
wygenerowatem uzywajagc Grade Web Server (https://grade.globalphasing.org/cgi-

bin/grade2_server.cgi).

Rozwigzanie i1 udoktadnianie struktury G2C4 bez ANP77 przebiegato podobnie
do rozwigzania i udoktadniania struktury G2Cs z ANP77. Analiza zawarto$ci komorki
elementarnej przy pomocy wspotczynnika Matthewsa wykazata obecnos$¢ czterech nici
RNA przy obecnosci rozpuszczalnika w 65,17 % (prawdopodobienstwo na poziomie
56%, wspotczynnik Matthewsa = 2,38). Struktur¢ rozwigzatem uzywajac programu
PHASER MR. Do podstawienia molekularnego uzytem struktury G2Cs4 z ligandem
ANP77, ktora wczesniej udoktadnitem. Do udoktadniania struktury uzylem programu
REFMACS, natomiast przebudow¢ modelu prowadzitem przy uzyciu programu COOT.
Po udoktadnianiu struktura posiadata nastepujace wspotczynniki: R = 0,1742
I Rfree = 0,2224.

4.2.4. Struktura G2C4i G2C4 z czasteczka ANP77

Struktury RNA zawierajace sekwencje G2C4 z czasteczka ANP77 oraz bez tej
czasteczki sg do siebie bardzo podobne. Sktadaja si¢ z dwoch oddziatujacych ze soba
dupleksow, ktore tworzg jeden tetramer (Rycina 26 — model 2D, Rycina 27 — model 3D).

Ni¢ A
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Ni¢ B
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OO GICI0)

Ni¢ D

Rycina 26. Drugorzedowa struktura G2Cs z czasteczka ANP77 i bez ANP77. Kolorami
cyjan i fioletowym zaznaczylem dupleksy tworzace tetramer.
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Rycina 27. Struktura trzeciorzgdowa G2C4 z ligandem oraz bez liganda ANP77. Kolorami
cyjan i fioletowym oznaczytem dwa dupleksy w strukturze tetrameru. Kolorem zielonym
oznaczytem ligand ANP77.

Dwie nici tetrameru (A i B) tworza jeden dupleks, natomiast nici C i D tworza
drugi dupleks. W kazdym dupleksie tworza si¢ cztery kanoniczne pary GC, ktore
oflankowane sa dwiema wystajacymi resztami cytydyny. Dwie reszty cytydyny
znajdujace si¢ na koncu 5’ nici A oddzialuja z czasteczkag ANP77. W strukturze
krystalicznej, dupleksy AB i CD oddziatujg miedzy sobg. Dwie reszty cytozyny z nici
C oddziatuja z dupleksem AB, a dwie reszty cytozyny z nici B oddziatujg z dupleksem
CD. Jednocze$nie warstwowe utozenie reszt guanozyny w niciach A 1 D na koncach
5’ sprawia wrazenie, ze stworzona jest jedna dtuga ni¢ RNA. Struktura ta w pewnym
fragmencie przyjmuje forme tripleksu, ktory flankowany jest kanonicznymi parami
Watsona-Cricka CG tworzacymi w tym fragmencie dupleks, po ktérych nastepuje
jednoniciowy fragment dwoch wystajgcych reszt cytydyny. Motyw tripleksu jest ztozony
z czterech warstwowo ulozonych trdjek reszt nukleotydowych C*G-C (C* oznacza
protonowang reszt¢ cytozyny). Reszta guaniny tworzy par¢ Watsona-Cricka z reszta
cytozyny w ramach dupleksu. Ta sama reszta guaniny tworzy par¢ Hogsteena

Z protonowang  resztg  cytozyny  pochodzaca z  sasiedniego  dupleksu.
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Oddzialywanie pomi¢dzy protonowang reszta cytozyny a reszta guaniny odbywa si¢
poprzez dwa wigzania wodorowe: jedno wigzanie wodorowe pomiedzy grupa
egzoaminowag reszty cytozyny i karbonylowg reszty guaniny, drugie natomiast pomig¢dzy
atomem N3 reszty cytozyny 1 N7 reszty guaniny (Rycina 28). Wigzanie to jest mozliwe

dzigki protonacji reszty cytydyny poprzez konwersje grupy iminowej na aminowa.
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Rycina 28. Przyktad oddziatywania dwoch reszt cytydyny i jednej reszty guaniny
w strukturze G2Cs. Kolorem cyjan oznaczone sa reszty nukleotydowe z dupleksu AB,
natomiast kolorem fioletowym reszta cytydyny z nici C. Przerywang linig oznaczytem
wigzania wodorowe.

4.2.5. Ulozenie reszt cytozyny w sieci krystalicznej struktury G2Cs4 bez
czasteczki ANP77

W strukturze sekwencji G2C4 bez liganda ANP77 wystajace z tetrameru reszty
Cytozyny biorg udziat w oddziatywaniach czasteczek w sieci krystalicznej. Dwa tryplety
formowane sg przez reszty cytozyny pochodzace z czterech tetramerow. Pierwsza trojka
powstaje poprzez oddziatywania piagtej reszty cytozyny z nici D (Rycina 29, kolor
zielony) z reszta cytozyny z pozycji szostej nici A’ z symetrycznej czasteczki (Rycina 29,
kolor jasnoszary) i reszta cytozyny z pozycji szostej nici D’ z symetrycznej czasteczki

(Rycina 29, kolory z6lity). Natomiast druga trojka powstaje poprzez oddziatywania reszty
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cytozyny z pozycji szostej nici D (Rycina 29, kolor zielony) z reszta cytozyny z pozycji
szostej nici A’ (Rycina 29, kolor ciemnoszary) oraz z reszta cytozyny z pozycji piatej nici
D’ (Rycina 29, kolor zotty) z symetrycznych czasteczek. Na drodze tych kontaktow
powstaje oddziatywanie C-C*sC, gdzie jedna z reszt cytozyny (atom N3) jest
protonowana (Rycina 29) i tworzy trzy wigzania wodorowe z druga reszta cytozyny
w konformacji trans. Trzecia cytozyna z trypletu oddzialuje poprzez dwa wigzania

wodorowe z jedng z reszt cytozyny z pary C+C".
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Rycina 29. Utozenie reszt cytydyny w tryplecie migdzyczasteczkowym bez udziatu
ANP77. Kazdy kolor odpowiada innej czasteczce tetrameru z sieci krystaliczne;.

4.2.6. Wigzanie G2C4 z ANP77

Dwie wystajace reszty cytozyny z tetrameru G2Cs sg idealnym miejscem wigzania
ANP77. Ligand w konformacji typu stacked (Rycina 30) oddzialuje z dwiema
wystajacymi resztami cytozyny w nici A poprzez trzy wigzania wodorowe tworzac
pseudokanoniczne pary zasad (Rycina 30). Pierwsze wigzanie obecne jest pomiedzy
atomem N4 reszty cytozyny z atomem N8 czasteczki ANP77. Drugie wigzanie zachodzi
pomiedzy atomem N3 reszty cytozyny i atomem N1 ANP77, natomiast trzecie wigzanie
obecne jest pomigdzy atomem O2 reszty cytozyny z grupa 2-aminowg liganda (Rycina

301 31). Grupa karbonylowa czasteczki ANP77 oddziatuje z czasteczka wody. Z tg sama
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czasteczka wody oddziatuje grupa egzoaminowa reszty cytozyny znajdujacej

si¢ W pozycji 5 nici A tetrameru (Rycina 32).
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Rycina 30. Oddziatywanie liganda (kolor zielony) z resztami cytydyny nici A tetrameru
G2C4 (kolor cyjan). Przerywang linig oznaczylem wigzania wodorowe.

Rycina 31. Numeracja atoméw liganda ANP77.
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Rycina 32. Oddzialywania czasteczki ANP77 (kolor zielony) i reszty cytydyny na pozycji
5 nici A tetrameru (kolor cyjan) z woda. Wigzania wodorowe oznaczytem przerywang
linig.

4.2.7. Ulozenie reszt cytozyny w sieci krystalicznej struktury G2Cs
Z czasteczkag ANP77

Ligand ANP77 bierze udzial w oddzialywaniach pomiedzy czasteczkami
tetrameru w sieci krystalicznej (Rycina 33). W strukturze z ligandem, wystajace reszty
cytydyny z nici D, ktore nie oddziatujg z czasteczkg ANP77, biorg udziat w tworzeniu
kontaktow miedzy czasteczkami tetrameru w sieci krystalicznej. Reszta cytozyny
z pozycji szostej nici D (Rycina 33, kolor zielony) oddziatuje zar6wno z ligandem, jak
I reszta cytozyny z pozycji szostej nici A’ czasteczki symetrycznej (Rycina 33, kolor
szary). Reszta cytozyny z pozycji piatej nici D (Rycina 33, kolor zielony) oddziatuje
Z pierscieniem rybozy reszty cytydyny z pozycji szdstej nici A’ czasteczki symetrycznej
(Rycina 33, kolor szary). Ostatnia para zasad, powstajagca pomiedzy resztg cytozyny

Z pozycji czwartej nici D a resztg guaniny z pozycji pierwszej nici C (Rycina 33, kolor
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zielony), jest utozona warstwowo nad oddziatywaniem dwoch reszt cytozyny z nici

A’ z ligandem ANP77 z czasteczki symetrycznej (Rycina 33, kolor z6tty).
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Rycina 33. Utozenie reszt cytydyny w kontaktach w sieci krystalicznej z udzialem
ANP77. Kolorami zielonym, z6ltym i szarym oznaczytem trzy tetrametry G2Ca.

4.2.8. Skaningowa kalorymetria roznicowa oligomeru G2C4

Biofizyczna ewaluacj¢ kompleksu G2Cs z ligandem ANP77, jak i samego

oligomeru G2C4 wykonatem przy uzyciu skaningowej kalorymetrii roznicowej w trzech
warunkach pH: 5,26, 6,0 oraz 7,0 (Rycina 34).

Na samym poczatku przeprowadzilem pomiary w pH 6,0, czyli w warunku,
w ktorym RNA podlegal krystalizacji (Rycina 34B). Dla probki bez liganda
zaobserwowatem dwa piki, ktore oznaczaly temperatury topnienia struktur formowanych
przez G2Cs: Tmy byla rowna 37,42°C (Tm — temperatura topnienia), natomiast
Tmz wyniosta 57,24°C. W przypadku kompleksu G2Cs z ligandem ANP77
zaobserwowalem przesunigcie obu pikéw: Tmi wzrosta o 4,53°C (Tmy = 41,95°C),
natomiast Tmz wzrosta tylko o 0,66°C (Tmz = 57,90°C). Majac na uwadze, jak wazna
jest warto$¢ pH dla protonacji reszt cytozyny zdecydowatem si¢ przeprowadzi¢ podobne

eksperymenty w pH 7,01 5,26.
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Rycina 34. Wyniki DSC dla oligomeru G2Cs bez i w obecnosci liganda ANP77 w pH:
5,26 (A), 6,0 (B), 7,0 (C).

Dla probki bez liganda w pH 7,0 obserwowatem tylko jeden pik (Rycina 34C).
Dodanie liganda powodowato obnizenie temperatury topnienia o 1°C w pH 7,0.
Temperatura topnienia oligomeru bez liganda byta rowna 55,92°C, natomiast z ligandem
wyniosta 54,92°C. W pH 5,26, tak samo jak w przypadku pH 7,0, obserwowatem tylko
jeden pik dla probki bez, jak i z ligandem (Rycina 34A). Dla probki z ligandem
obserwowalem przesunigcie si¢ piku temperatury topnienia o okoto 1,25°C wzgledem
probki bez liganda. W pH 5,26 temperatura topnienia probki bez liganda byta rowna
60,04°C, natomiast z ligandem wyniosta 61,29°C. Warto$ci temperatur topnienia obu
probek w pH 5,26 byly wyzsze od wartosci Tmz uzyskanych w przypadku
eksperymentow w pH 6,0 o odpowiednio 2,8°C i 3,39°C dla probki bez liganda

80



I z ligandem. Podsumowanie otrzymanych przeze mnie wynikdw przy uzyciu

skaningowej kalorymetrii réznicowej dla oligomeru G2Cs z i bez liganda ANP77 w trzech

réznych pH przedstawitem w Tabeli 9.

Tabela 9. Tabela przedstawiajagca temperatury topnienia dla oligomerow G2Ca

w wariantach z i bez ANP77 w r6znych warunkach pH.

Testowany wariant Tmz1 (°C) Tm2 (°C)
pH 5,26 - ANP77 60,04 -
pH 5,26 + ANP77 61,29 -
pH 6,0 - ANP77 37,42 57,24
pH 6,0 + ANP77 41,95 57,90
pH 7,0 - ANP77 55,92 -
pH 7,0 + ANP77 54,92 -
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5. Dyskusja

Glownym problemem w krystalizowaniu RNA o strukturze spinki jest to,
ze formowanie si¢ tej struktury faworyzowane jest w warunkach niskiego stezenia soli
oraz niskiego stezenia RNA. Wysokie stezenie RNA 1 wysokie stezenie soli
sg nieodigcznymi elementami towarzyszacymi krystalizacji i sg to warunki, ktore
faworyzuja formowanie si¢ dupleksow. Aby rozwigza¢ ten problem, W niniejszej
rozprawie zaproponowatem kowalencyjne zamknigcie spinki RNA uzywajac ligazy RNA
T4. Uformowany w ten sposob cyrkularyzowany tancuch RNA bylby bardziej stabilny
i mniej podatny na rozfaldowanie od struktury spinki. W tym podejsciu jest kilka
aspektow, ktore trzeba wzigé pod uwage projektujac eksperyment. Ligaza RNA T4
wymaga do optymalnej cyrkularyzacji RNA monofosforanu na koficu 5° RNA oraz grupy
hydroksylowej na koncu 3’ [217]. Stanowi to duze ograniczenie w swobodnym
pozyskiwaniu materiatu do badan krystalograficznych. W niniejszej pracy
przetestowalem dostgpne protokoty stuzace do pozyskiwania RNA oraz stworzytem
swojego rodzaju przewodnik o tym, jak skutecznie pozyskiwaé RNA do badan
strukturalnych w zaleznosci od potrzeb [78]. Istnieje wiele czynnikow, ktore musza
zosta¢ wziete pod uwage podczas projektowania RNA do badan strukturalnych takie jak:
dtugos¢ oligomeru, czas 1 koszt produkcji, dostepny sprzet czy obecno$¢ modyfikacji

chemicznych w kwasie nukleinowym.

Poza wymaganiami dotyczacymi grup funkcyjnych obecnych na koncach RNA,
istotnym aspektem jest produkcja kwasow nukleinowych do badan krystalograficznych.
W badaniach strukturalnych niezbedne sg nanomolowe ilo§ci homogennego materiatu
0 $cisle zdefiniowanych koncach. Istnieja trzy metody pozyskiwania RNA: izolacja
z materiatu biologicznego, synteza chemiczna i transkrypcja in vitro. Do badan
strukturalnych nie uzywa si¢ izolacji z materialu biologicznego przez mate ilosci
pozyskiwanego pozadanego RNA. Dlatego tez do badan krystalograficznych uzywa si¢

syntezy chemicznej lub transkrypcji in vitro [78].

Badania przeprowadzone w tej pracy oraz moje doswiadczenie pokazuja,
ze kilkunukleotydowe RNA moga by¢ wydajnie produkowane za pomocag syntezy
chemicznej. Dluzsze RNA (powyzej 40 nukleotydow) moga by¢ pozyskiwane tg metoda

ze znacznie mniejsza wydajnoscig. Dla wysokiej wydajnosci syntezy waznym jest,
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aby wszystkie reagenty zostaly rozpuszczone w acetonitrylu o jak najnizszej zawartosci
wody (do 20 ppm). Wysokie uwodnienie acetonitrylu moze skutkowa¢ rozpadaniem si¢
reagentow 1 konsekwencji prowadzi¢ do niskich wydajnosci syntezy. Podczas pracy
zauwazylem, ze najlepszag praktyka jest przygotowywanie reagentow na §wiezo, gdyz
z uptywem czasu reagenty moga si¢ uwadnia¢ [78]. Drugim waznym czynnikiem jest
uzywanie wysokiej jakosci amidofosforynow. Rekomendowane jest, aby uzywac
amidofosforynéw z blokada TOM nad TBDMS. Jest to zwigzane z migracja blokady
TBDMS z wegla 2’ na wegiel 3’ rybozy w warunkach zasadowych, co prowadzi
do odstonigcia grupy 2°. W konsekwencji moga powsta¢ nieaktywne biologicznie
wigzania 2’-5’ pomiedzy kolejnymi resztami w nowo zsyntetyzowanym RNA [218].
Koszty komercyjnego zakupu amidofosforynéw TOM i TBDMS sg porownywalne.
Kolejnym waznym elementem w syntezie chemicznej RNA jest jego oczyszczanie
po syntezie. RNA, ktéry nie zawiera modyfikacji lub innych grup niz grupa
hydroksylowa na koncu 5’ powinien by¢ oczyszczany metoda DMT-ON. Ta metoda
0czyszczania jest szybsza i tatwiejsza, niz oczyszczanie metoda DMT-OFF. Dla dlugich
RNA, niezbedne jest zastosowanie kolejnych etapdw oczyszczania materiatu, wiaczajac
oczyszczanie RNA w zelach poliakrylamidowych, oczyszczanie przy uzyciu HPLC

w warunkach denaturujgcych lub TLC.

Dhuzsze RNA (powyzej 40 nukleotydow) moga by¢ wydajniej produkowane przy
uzyciu transkrypcji in vitro. Gloéwng wadg tej metody jest produkcja heterogennego konca
3> RNA przez polimeraz¢ T7. Problem ten moze zosta¢ rozwigzany poprzez uzycie
modyfikowanej matrycy DNA. W takiej matrycy dwa ostatnie nukleotydy (lub tylko
ostatni nukleotyd) sg modyfikowane i zawierajg grupe 2’-metoksylowa [85,219]. Okazuje
si¢, ze takie dziatanie istotnie obniza heterogennos¢ probki RNA, jednak dla badanych
przeze mnie oligonukleotydow RNA nie wyeliminowato to tego problemu. Obecnosé
dwoch odrgbnych pikow na chromatogramie pokazuje, Zze RNA o takim obrazie rozdziatu
moze zosta¢ skutecznie rozdzielone uzywajac HPLC. Zaleta metody wykorzystujacej
modyfikowang matryce DNA do transkrypcji in vitro jest fatwe uzyskanie monofosforanu
na koncu 5’ pozadanego RNA. Monofosforan na 5’ koncu RNA jest niezbedny do reakcji
cyrkularyzacji RNA przy udziale ligazy RNA T4. W takiej sytuacji do reakcji
transkrypcji in vitro nalezy doda¢ 5’ monofosforan guanozyny w st¢zeniu okoto 3 razy
wyzszym niz stezenie pojedynczego 5’ trifosforanu guanozyny. Metoda ta nie pozwala

jednak na wyeliminowanie drugiego powaznego problemu dotyczacego produkcji RNA
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przy uzyciu polimerazy RNA T7, czyli wymagania przez to biatko przynajmniej jedne;j
reszty guanozyny na poczatku sekwencji do rozpoczecia transkrypcji. Sposobem
pozwalajacym rozwigzaé t¢ przeszkode jest migdzy innymi uzycie rybozymoéow [73].
W przedstawionych badaniach uzytem rybozymow typu glowa miotka oraz typu spinki.
Rybozymy te przeprowadzaja reakcje¢ transestryfikacji tancucha RNA w wybranym
miejscu. Uzycie rybozymow nie jest jednak bezproblemowe. Po pierwsze, rybozymy
uzyte w pracy charakteryzuja si¢ wymaganiami sekwencyjnymi do rozpoznawania
miejsca transestryfikacji tancucha RNA [88,94,102]. Opisany problem uzycia
rybozymoéw ma szczegblne znaczenie podczas generowania koncoéw 3’ w pozadanym
RNA do krystalizacji. W tym przypadku sekwencja rozpoznawana przez rybozym musi
znajdowacé si¢ w sekwencji pozadanego RNA. Kolejnym powaznym ograniczeniem
zastosowania rybozymow jest sama wydajno$¢ transestryfikacji rybozymow
oraz oddzielenie rybozyméw od pozadanego RNA. Nalezy pamigtaé, aby rybozymy
nie byty tej samej dtugosci co pozadany RNA. W przeciwnym wypadku identyfikacja
oraz odrdznienie pozadanej sekwencji od rybozymu moze by¢ niemozliwa. Trzecim
powaznym ograniczeniem zastosowania rybozymow sa grupy chemiczne, ktore
generowane sg podczas transestryfikacji tancucha RNA. Przy uzyciu rybozyméow typu
glowa miotka i typu spinki na 5’ koficu RNA generowana jest grupa hydroksylowa,
natomiast na koncu 3’ RNA generowany jest 2’3’ cykliczny fosforan. Jezeli
tak przygotowany RNA musi by¢ nastgpnie cyrkularyzowany, nalezy usunaé
2’3’ cykliczny fosforan oraz dokonaé fosforylacji konca 5°. Mozna to wykonaé przy
uzyciu kinazy polinukleotydowej T4 z aktywnos$cig fosfatazy [220]. Takie podejscie
skutkuje jednak zwigkszeniem kosztow oraz obnizeniem wydajnosci produkcji RNA.
Oprocz uzytych w pracy rybozymow typu gtowa mtotka i typu spinki, do generowania
homogennego kofica 3° RNA mozna uzy¢ takze innych rybozyméw. Popularnym
rybozymem jest rybozym HDV pozyskany z wirusa zapalenia watroby typu D
(HDV, z ang. hepatitis delta virus) [221,222]. Sekwencja tuz przed miejscem
transestryfikacji nie jest ograniczona, dlatego moze by¢ stosowany do generowania
jednorodnych 3’ koncow dla roznych czgsteczek RNA. Poniewaz rybozym HDV nie ma
scistych wymagan co do sekwencji, znalazt szerokie zastosowanie ws$rod badaczy
strukturalnych do przygotowywania RNA do krystalizacji. Przyktady jego zastosowania
obejmuja przygotowanie domeny IV rybosomalnego RNA 4,5S z E. coli (PDB: 1DUH),
lub ryboprzetacznika nadA (PDB: 7D82) [105,223]. Jednak w przypadku tego rybozymu

opisano, ze formowanie si¢ zlozonych struktur w docelowym RNA utrudnia wiasciwe
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uformowanie si¢ struktury rybozymu, co prowadzi do obnizonej wydajnosci
transestryfikacji [224-226]. Jest to sytuacja podobna do tej, ktorg zaobserwowatem
w przypadku zastosowania rybozymu typu spinki na koncu 3’ zaprojektowanego przeze
mnie RNA, dlatego rybozym HDV nie zostal wykorzystany w moich do$wiadczeniach.
W niniejszej pracy zaprojektowatem kilka konstruktow zawierajacych opisane
powyzej rybozymy. Rybozym typu gtowa mtotka znajdujacy sie¢ w konstrukcie na koncu
3> docelowego RNA ulegat wydajnej transestryfikacji. W przypadku konstruktu,
w ktorym zastosowalem dwa rybozymy typu gtowa mlotka na obu koncach docelowego
RNA nie obserwowalem tak wydajnej transestryfikacji. Prawdopodobnie rybozym typu
glowa mlotka znajdujacy si¢ na koncu 5’ formujac swoja strukture hamowat formowanie
struktury drugiego rybozymu typu glowa milotka znajdujacego si¢ na koncu
3’ docelowego RNA, jednoczesnie inhibujac jego zdolnos$¢ do transestryfikacji tancucha
RNA. W ten sposéb zmniejszyl wydajnos¢ produkcji oczekiwanego RNA. Podobna
sytuacja miata miejsce z konstruktem zawierajagcym rybozym typu glowa milotka
na koncu 5’ docelowego RNA 1 rybozym typu spinki na koncu 3’. Réznica polegata
natym, ze transestryfikacja w przypadku tych rybozymdéw nie zachodzita wecale.
Prawdopodobnie byto to spowodowane brakiem poprawnego formowania si¢ struktury

calego konstruktu RNA [227].

Do produkcji RNA uzytych w tej pracy wykorzystatem takze transkrypcjg in vitro
prowadzong z wykorzystaniem modyfikowanej matrycy DNA. Po wykonaniu reakcji
konstrukty RNA  wymagaly oczyszczenia, do czego zastosowatlem zZele
poliakrylamidowe. Jest to szybka metoda pozwalajaca na otrzymanie homogennego RNA
w jeden dzien. Procedura opiera si¢ na wycigciu odpowiednich prazkéow z zelu, ktore
odpowiadaja oczekiwanym tancuchom RNA. W procedurze tej nalezy by¢ precyzyjnym,
aby nie wycia¢ przez przypadek prazka z niepozadang sekwencja, jak réwniez nalezy
wykonywaé operacj¢ wycigcia prazka szybko, poniewaz naswietlany $wiattem
ultrafioletowym RNA moze ulega¢ procesowi sieciowania (z ang. cross-linking) [228].
Wyciety prazek z pozagdanym RNA poddatem elektroleucji. Jest to metoda zdecydowanie
szybsza od elucji fizycznej 1 skraca cata procedurg¢ pozyskiwania RNA. Nastepnie
wyeluowany RNA byt przeze mnie odsolony poprzez stracanie izporopanolem, ktore ma
zdecydowang przewage nad procedurg stracania RNA przy uzyciu etanolu przez objetosci
uzyte w procedurach. Podczas strgcania RNA potrzebna jest taka sama objgtosé

izopropanolu co objeto$¢ mieszaniny, w ktorej rozpuszczony jest RNA. W przypadku
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uzycia etanolu niezbedna jest az trzy razy wigksza objetos$¢. Tak przygotowany RNA byt
przeze mnie poddawany reakcji ligacji przy pomocy ligazy RNA T4 do cyrkularyzacji.
Konstrukty, ktore w ten sposob otrzymatem posiadaly petle wigzania biatka Ula-RBD
na przeciwnym biegunie do petli badanej spinki. Oddziatywanie domeny wigzacej RNA
biatka Ula mialo na celu zwigkszenie potencjatu krystalizacyjnego konstruktu. Podejscie
to byto z sukcesem stosowane w krystalizacji spinki II UlsnRNA [71]. W przypadku
otrzymanych przeze mnie konstruktow (CUG21-Ula, CUG12-Ula, CUG11-Ula)
podejscie to niestety nie pozwolito na uzyskanie krysztaléw. Pomimo podjecia prob
optymalizacji procesu krystalizacji konstruktow, uzycia robota do nastawiania
krystalizacji, jak rowniez nastawienia krystalizacji r¢cznie, nie otrzymatem krysztatow
zaprojektowanych konstruktow RNA. Trudno jest wyjasni¢ powdd braku krystalizacji
zaprojektowanych konstruktow przez bogactwo czynnikow majacych znaczenie w tym
procesie. Czynniki takie jak: temperatura, wilgotno$¢, pH, stezenie, struktura i sekwencja
krystalizowanej czasteczki, st¢zenie soli czy obecnos¢ matych czasteczek
wspomagajacych proces krystalizacji moga mie¢ wplyw na pojawienie si¢ krysztatow

RNA [86,229].

Po nieudanych probach krystalizacji podjatem probg poznania struktur RNA
zaprojektowanych przeze mnie konstruktow oddziatujacych z domeng wigzacag RNA
biatka Ula przy uzyciu kriomikroskopii elektronowej. Metoda ma t¢ przewage nad
standardowg krystalizacjg, ze nie wymaga do determinacji struktury biomolekut
uzyskania krysztalow [230]. Niestety i to podejscie okazalo si¢ nieskuteczne w przypadku
moich konstruktow. Zbyt mate rozmiary zaprojektowanych RNA nie pozwolity na ich
obserwacj¢ pod kriomikroskopem elektronowym, co jest zgodne z danymi
literaturowymi. Najmniejsza czasteczkg RNA, dla ktorej do tej pory udato si¢ poznaé
strukture przestrzenng byt liczacy 88 nukleotydéw element stymulujacy przesunigcie
ramki odczytu (FSE z ang. frameshift stimulation element), niezbedny do zréwnowazonej
ekspresji biatek wirusowych (28 kDa, rozdzielczo$¢ 6.9 A) [231]. Ta rozdzielczoéé nie
jest zadowalajaca. Z wyzsza rozdzielczoscia (3.7 A) zdeterminowano strukture 40 kDa

SAM-1V ryboprzetacznika RNA [232].

W ramach drugiego zadania podjatem si¢ okreslenia struktury sekwencji G2C4
zwigzane] ze stwardnieniem zanikowym bocznym oraz otgpieniem czolowo-
skroniowym. Chociaz przewiduje si¢, ze sensowny RNA (GGGGCC)n moze formowac

strukture G-kwadrupleksu i spinki, to struktura antysensownego RNA (GGCCCC),
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nie byla intensywnie badana [233,234]. Sekwencje bogate w reszty cytozyny czesto
przyjmuja struktury i-motywu (tetrapleksu) [185]. Sposob tworzenia si¢ struktury
sekwencji G2C4 antysensownego RNA genu C9orf72 i potencjalny wplyw tej struktury
na patologi¢ choréb neurodegeneracyjnych oraz mozliwos¢ jej interakcji z matymi

czasteczkami pozostaja niejasne.

Powtorzenia G2C4 wykazujg wysoki polimorfizm strukturalny. Podczas badan
strukturalnych okreslitem, ze powtorzenia te majg potencjal do formowania trypletow
nukleotydowych. W zaprezentowanych w tej pracy doktorskiej strukturach istniejg dwa
motywy zawierajace trojki nukleotydowe. Pierwsza trojka jest zawarta w strukturze
tetrameru, gdzie para Watsona-Cricka G-C oddziatuje z resztg cytozyny znajdujaca si¢
w sekwencji z nici sgsiedniego dupleksu (C**G-C). Tryplet C*G-C jest wrazliwy
na zmiany pH, poniewaz pKa na pozycji N3 reszty cytozyny wynosi okoto 4,6 [235].
W przypadku pary zasad Hoogsteena C*+G, protonacja na pozycji N3 reszty cytozyny
umozliwia tworzenie wigzania wodorowego z atomem N7 reszty guaniny, co stabilizuje
oddzialywanie tych dwoch reszt. Dlatego tryplety zawierajace C™*G-C s bardziej
stabilne w nizszym pH w poréwnaniu do pH oboj¢tnego. Wazne jest réwniez, ze pKa
reszty cytozyny Hoogsteena zalezy od jej potozenia w tripleksie oraz obecnosci
sgsiednich trdjek nukleotyddéw. Druga trojka nukleotydow formowana jest przez trzy
reszty cytozyny tworzace kontakty w sieci krystalicznej. Badania zaprezentowane w tej
rozprawie doktorskiej ukazujg potencjal reszty cytozyny do wspomagania tworzenia
struktur wyzszego rzgdu. Na bazie moich badan mozna wigc wnioskowac, ze wydtuzone
powtdrzenia G2Cs obecne w antysensownej nici RNA genu C9orf72 mogg tworzy¢
skomplikowane struktury. Ponadto, obserwowana przeze mnie para C**C wystepuje
w strukturach typu i-motyw. Bazujac na uzyskanych strukturach Kkrystalicznych
zaproponowatem model, w ktorym dlugie ciagi powtorzen G2Cs moga formowac
potrojng helise (Rycina 35). Helisa ta sktada si¢ z ciagu trzech réznych trypletow:
C-C*+C, C**G-C i G*C-G.
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Rycina 35. Model strukturalny antysensownego RNA genu C9orf72.

W konstrukcie RNA G2C4, ligand ANP77 oddziatywal z wystajacymi resztami
cytozyny. Pomiar DSC wykazal, ze konstrukt G2Cs w roztworze wystepowal jako
tetramer z regionem trojniciowym. Najlepsze warunki do tworzenia tetrameru
wystepowaly przy pH 6,0, gdzie w skanie DSC obserwowatem dwa piki. Pierwszy pik
prawdopodobnie odpowiadat rozpadowi struktury tetrameru, podczas gdy drugi pik
reprezentowal rozpad regionu dwuniciowego. Przy pH 7,0 wymagana do tworzenia
trypletow protonacja cytozyn zachodzi mniej wydajnie, co wyjasnia obecnos¢ jednego
piku w skanie DSC odpowiadajacemu dupleksowi. Widma DSC przy pH 5,26 réwniez
sugerowaly obecno$¢ jednej stabilnej struktury (pojedynczy pik), przypuszczalnie
reprezentowanej przez strukture typu i-motyw, ktora tatwo tworzyta si¢ w warunkach

kwasowych [185,236].

Zalezne od pH stabilizacje trypletow C-C-C zostaly zademonstrowane
w badaniach termodynamicznych i badaniach magnetycznego rezonansu jadrowego
(NMR, z ang. nuclear magnetic resonance). W warunkach kwasowych, wyzsze tempo
protonacji reszt cytozyny prowadzito do wzmocnienia interakcji Hoogsteena w trypletach
[237,238]. Wykazano, ze konieczno$¢ protonacji reszt cytozyn do utworzenia kontaktow
trzeciorzedowych nie wskazywala na niskg stabilno$¢ tripleksow w sSrodowisku

komoérkowym [239]. Chociaz obliczone pKa reszty cytozyny bylo ponizej pH 5,0,
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kontekst strukturalny i zawarto$¢ rozpuszczalnika mogg prowadzi¢ do protonacji reszty
cytozyny nawet w warunkach zasadowych [240,241]. Przesunigcie pKa reszt cytozyny
zaobserwowano w kilku strukturach krystalicznych pseudoweztéw otrzymanych z RNA
wirusa zottej krzyzowki burakow, wirusa mozaiki bobu i rybozymu HDV [242-247].
Te badania wykazaly, ze tworzenie motywu C*GCA bylo kluczowe dla odpowiedniego
zlozenia i aktywnoS$ci rybozymu. Formowanie potrojnej helisy rowniez wymagato
protonacji cytozyn. Wyniki krystalograficzne i biofizyczne wskazujg, ze mozna
zaobserwowa¢  protonowane reszty cytozyny w  warunkach  zblizonych
do fizjologicznych, co sugeruje, ze moga one by¢ rowniez stabilne w macierzy
wewnatrzkomorkowej. Podobne wnioski przedstawiono w badaniach NMR

zawierajacych powtorzenia G2Cs w sekwencji DNA [248].

Do konstruktu G>Cs dodatem ligand ANP77. W strukturze zaobserwowatem
jedna czasteczke liganda. Pier$cienie naftyrydyny ANP77 zachowuja si¢ jak zasady
azotowe nukleotyddéw i tworza trzy wigzania wodorowe z grupami funkcyjnymi dwéch
wystajacych reszt cytozyn z tancucha A tetrameru G2Cs. Doktadniej, obserwowatem
jedno wigzanie wodorowe migdzy grupa 2-aminowa ANP77 a atomem karbonylu O2
reszty cytozyny, natomiast drugie mi¢dzy grupg iminowa N8 liganda a grupa 2-egzo-
aminowag reszty cytozyny. Trzecia interakcja wystepuje migdzy atomem N1 naftyrydyny
a atomem N3 reszty cytozyny. Pomimo, ze mapa gestosci elektronowej zostata dobrze
zdefiniowana i obliczona przy rozdzielczosci atomowej 1.1A, lokalizacja protondéw
w obrebie dwoch pseudo-par jest niejednoznaczna. Najprawdopodobniej jeden proton
znajduje si¢ w jednej z jednostek naftyrydyny czasteczki ANP77, poniewaz przy
neutralnym pH rownym 7, ligand obecny jest w formie monokationu. Drugi proton mozna
przypisac¢ albo reszcie cytozyny, albo drugiej jednostce naftyrydyny czasteczki ANP77.
Druga para wystajacych reszt cytozyny wchodzacych w sktad tancucha D jest
uporzadkowana i oddziatluje z sgsiednig czasteczka RNA oraz grupag 2-egzoaminows

sasiedniego liganda z sieci krystaliczne;j.

Trudno jest wyjasni¢, dlaczego (pomimo obecno$ci dwoch miejsc wigzania) tylko
jedna czasteczka ANP77 wigze si¢ z sekwencja konstruktu RNA G2C4. Wystajace reszty
cytozyny na obu koncach dupleksu wydaja si¢ rowne pod wzgledem zdolno$ci
do tworzenia wigzan wodorowych i Srodowiska strukturalnego. Ponadto, z punktu
widzenia termodynamicznego, oddziatywanie z dwoma czgsteczkami ANP77 powinno

by¢ korzystne dla uktadu, dzigki dodatkowym wigzaniom wodorowym i rozszerzonym
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interakcjom mig¢dzy pierscieniami naftyrydynowymi a resztami guanozyny znajdujacymi
si¢ na koncu 5’ nici C. Jednym z powodow takiej sytuacji moze by¢ rdézny potencjat
krystalizacyjny kompleksow RNA-ligand w zaleznosci od liczby zwigzanych czasteczek
liganda. W sieci krystalicznej niezwigzane reszty cytozyny fancucha D uczestniczg
w kontaktach krystalicznych migdzy zwigzanymi symetrycznie czasteczkami. Ten efekt

stabilizacji moze utatwi¢ wzrost krysztalow.

W przedstawionym modelu, ligand ANP77 przyjmuje konformacje¢ typu stacked
z jednostkami naftyrydyny przesunigtymi wzgledem siebie. Skutkuje to ograniczonymi
oddzialywaniami warstwowymi migdzy aromatycznymi fragmentami liganda.
Czasteczka ANP77 byla projektowana z mys$la o oddziatywaniu z dwiema sasiednimi
resztami cytozyn. Z tego powodu, podczas projektowania liganda trzeba byto wziaé pod
uwage wiele cech strukturalnych, aby zapewni¢ specyficzne oddziatywanie z sekwencja
docelowa. Po pierwsze, podczas projektowania czasteczki ANP77 autorzy wybrali grupy
funkcyjne jednostek naftyrydyny jako matryce dla bezposrednich oddziatywan
z krawedziami Watsona-Cricka reszt cytozyny. Po drugie, polaczyli pierscienie
aromatyczne krotkim tacznikiem sktadajacym si¢ z trzech atomow wegla, aby ograniczy¢
swobode konformacyjng czasteczki. Po trzecie, do czasteczki ANP77 dotaczyli boczny
fancuch aminopropanokarboksyamidowy, ktory tatwo podlegat protonacji, zwigkszajac
rozpuszczalno§¢ w wodzie 1 oddzialywania z negatywnie naladowanymi kwasami
nukleinowymi [205,206]. Inspekcja modelu krystalograficznego kompleksu G2Cs-
ANP77 potwierdza, ze ligand zdolny jest do bezposredniego oddziatywania z dwiema
wystajacymi resztami cytozyny, tworzac pseudo-pary. Ligand ANP77 wpasowuje si¢
w helis¢ RNA rozszerzajac dlugos¢ regionu podwajnej nici. Wskazuje to na dopasowanie
liganda ANP77 do struktury nie tylko pod wzgledem wigzan wodorowych, ale takze
ksztattu helisy RNA. Geometria lacznika pozwala na ulozenie jego pierscieni
aromatycznych w sposob podobny do ukladu zasad azotowych w helisie kwasu
nukleinowego. Jednostki naftyrydyny czasteczki ANP77 ustawione sg jeden nad drugim,
oddalone od siebie o okoto 3A, odzwierciedlajac warto$¢ parametru wzrostu w formie A-
RNA. Ponadto, sg one skrecone wzgledem siebie o okoto 25°, a stopien skr¢tu moze
ulega¢ regulacji przez obrot wokot wigzania C11-C12 liganda ANP77. Dhugos$¢ tacznika
w czasteczce ANP77 wydaje si¢ by¢ odpowiednio dobrana, poniewaz pozwala
na wigzanie tylko dwéch kolejnych reszt cytozyny. Dodanie wigkszej liczby atoméw

wegla zwiekszyloby elastyczno$¢ 1 swobod¢ konformacyjng liganda, co mogtoby
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negatywnie wplyna¢ na selektywnos¢ ANP77 (np. rozpoznawanie reszt cytozyn

oddzielonych dodatkowymi resztami nukleotydowymi).
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6. Whnioski

Przedstawione w niniejszej rozprawie doktorskiej wyniki pozwalaja

na sformutowanie nast¢pujacych wnioskow:

1.

RNA do badan krystalograficznych o dlugosci do 10 nukleotydow moze
Z powodzeniem by¢ produkowany przy uzyciu syntezy chemicznej na podtozu
statym, a nastepnie oczyszczany przy uzyciu zeli poliakrylamidowych, TLC lub
HPLC.

Oligomery RNA o dlugosci powyzej 40 nukleotydow powinny by¢ produkowane
przy uzyciu transkrypcji in vitro. Problemy wynikajace z heterogennosci 3’ konca
RNA moga zosta¢ rozwigzane przy uzyciu rybozymoéw lub modyfikowanej
matrycy DNA w polaczeniu z oczyszczaniem w zelu poliakrylamidowym lub
HPLC.

Wspotczesna technologia ustalania struktury przestrzennej RNA za pomoca
kriomikroskopii elektronowej nie pozwala na rozwigzywanie struktur RNA
mniejszych niz 20 kDa.

Konstrukt zawierajacy sekwencje¢ G2C4 ma tendencje do formowania tetramerow
z rejonami trdjniciowymi. W tej rozprawie doktorskiej zaobserwowalem
formowanie si¢ triplekséw C-G-C oraz C-C-C.

Czasteczka ANP77 oddzialuje z wystajacymi resztami cytozyn struktury G2Cs
w formie typu stacked poprzez trzy wigzania wodorowe.

ANP77 stabilizuje formowanie si¢ struktury G2Cs w pH 5,26 i 6,0. Dodatkowo

formowanie tetramerow jest faworyzowane w pH 6,0.
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