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Wstep

1. Wstep

Odczytanie informacji zapisanej w genomach organizméw zywych to jedno
z najwazniejszych zadan stawianych wspdtczesnej biologii molekularnej i bioinformatyce.
Jeszcze do niedawna sadzono, ze znajgc strukture DNA, kod genetyczny, mechanizmy
replikacji i transkrypcji genow, bedzie mozna stosunkowo szybko upora¢ sie z tym
wyzwaniem. Stworzony w drugiej potowie XX wieku schemat ekspresji informacji
genetycznej wydawat sie byC¢ logiczny i spéjny. W szczeg6lny sposob akcentowat on role
DNA, jako no$nika informacji genetycznej oraz biatek, bedgcych zaréwno gtownymi
produktami, jak i regulatorami procesu wyrazania genéw. Dokonane w ostatnich latach
obserwacje zrodzity jednak wiele watpliwosci, ktérych nie udawato sie rozwia¢ w oparciu
0 przyjete wczesniej zatozenia. Na przykiad, nieprawdziwg okazata sie by¢ teoria, w mysl
ktérej jeden gen koduje tylko jedno biatko. Wykazano bowiem, ze pojedynczy gen moze by¢
zrodtem wielu transkryptéw, a z pojedynczego transkryptu moze powsta¢ wiele réznych
mRNA. Nie stwierdzono ponadto, by istniata prosta korelacja pomiedzy wielko$cig genomu,
a ztozonoscig organizmu. Dodatkowo okazato sie, ze jedynie u bakterii i prostych organizmoéw
zwierzecych lub rodlinnych wiekszo$¢ genomu koduje biatka. U organizméw wyzszych
sekwencje kodujace biatka stanowig jedynie niewielka cze$¢ materiatu genetycznego
(u cztowieka mniej niz 5%). Co wiecej, w wyniku poznania petnej sekwencji genomu
ludzkiego stwierdzono, iz wbrew wcze$niejszym oczekiwaniom nie zawiera on 150 tysiecy,
a jedynie okoto 25 tysiecy gendw, a wiec mniej wiecej tyle samo, co prosta roslina modelowa
Arabidopsis thaliana. Jednak prawdziwy przetom w mysleniu 0 mechanizmach rzadzacych
procesem ekspresji informacji genetycznej dokonat sie dopiero w ostatnich latach, gtéwnie za
sprawg nieoczekiwanego odkrycia zjawiska interferencji RNA (RNAI, ang. RNA interference)

oraz krétkich regulatorowych RNA, w tym mikro RNA (miRNA).
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2. Wprowadzene literaturowe

2.1 Niekodujgce RNA

Pod pojeciem niekodujgce RNA (ncRNA, ang. noncoding RNA) kryja sie takie
czasteczki kwasu rybonukleinowego, ktére nie stanowig matrycy do syntezy biatka.
Nie oznacza to jednak, ze nie niosg one zadnych informacji czy tez, ze nie petnig zadnych
funkcji. Ostatnie badania wykazujg, ze duza cze$¢ sekwencji genomowych organizmow
wyzszych przepisywana jest na ncRNA, ktére poddawane sag enzymatycznej obrébce
prowadzace do powstawania regulatorowych lub katalitycznych RNA [1].

Okoto 97-98% wszystkich transkryptow genomu ludzkiego to ncRNA [2]. Szacowanie
to oparte jest na obserwacjach, ze sekwencje intronowe stanowig okoto 95% pierwotnych
transkryptéw (pre-mRNA) [3, 4] oraz ze w obrebie znacznej czesci transkryptéw nie wystepuja
ORF. Na podstawie szczegétowych analiz konkretnych loci, na przyklad genu P-globiny
stwierdzono, ze znaczny fragment kodowanego przez niego transkryptu jest zrodtem ncRNA
[5, 6]. Ponadto wiekszo$¢ do tej pory odkrytych mikro-RNA (miRNA) pochodzi z rejonéw
miedzygenowych, ktore wczesniej uwazane byly za sekwencje nie ulegajace ekspresji [7, 8].
Analizy z wykorzystaniem mikromacierzy oligonukleotydowych ujawnity ponadto, ze poziom
ekspresji ludzkich chromosomoéw 21 i 22 jest o rzad wielkoSci wyzszy niz okreslany tylko
na podstawie obecnosci eksonow [9]. Ponadto znaczna czes$¢ transkryptow zidentyfikowanych
w bibliotekach cDNA myszy to niekodujgce RNA, wiele z nich jest ewolucyjnie
konserwatywna [10, 11]. Szacuje sie, ze catkowita liczba transkryptow u myszy jest co
najmniej o jeden rzad wielkosci wyzsza niz liczba gendw.

Dzi$ wiemy juz, ze czasteczki RNA petnig wiele istotnych funkcji. Niekodujagce RNA
uczestniczg w transkrypcyjnym i potranskrypcyjnym wyciszaniu ekspresji  gendw,
modyfikacjach chromatyny, imprintingu, obrébce mRNA, regulacji translacji, a nawet
translokacji i degradacji biatek. Ponadto, jak stwierdzono, znaczna wiekszo$¢ niekodujgcych
RNA nie ulega ekspresji we wszystkich etapach rozwoju i réznicowania organizmu. Poziomy
ekspresji gendw kodujacych poszczeg6le ncRNA rdznig sie w zaleznosci od pici organizmu,
rodzaju tkanki czy typu komorek [12, 13]. W zwigzku z tym, liczba genéw definiowanych jako
segmenty genomu, w oparciu o ktére powstajg funkcjonalne biomolekuty, moze byé wyzsza
niz szacowana do tej pory.

Wszystkie produkowane w organizmie czasteczki RNA mozna podzieli¢ na kodujgce
i niekodujgce biatka [14]. W obrebie tej drugiej grupy wystepuja RNA, ktorych geny ulegaja

ekspresji konstytutywnej. Odgrywajg one bardzo istotne role w prawidtowym funkcjonowaniu
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komoérek, tak jak np.: rybosomalne RNA (rRNA), transferowe RNA (tRNA), mate jadrowe
RNA (snRNA), mate jaderkowe (snoRNA), przewodniki RNA (gRNA), RNA wchodzgcy
w sktad RNazy P, RNA telomerazowe, RNA petnigce istotne funkcje podczas kontroli procesu
translacji u  bakterii  (tmRNA), czy tez bedace komponentami kompleksow

rybonukleoproteinowych (4.5S RNA, VRNA) (Rysunek 1).

C TRANSKRYPTY 3

~ kodujace ™ M niekodujgce ™
A mRNA A ~NA konstytutywn” ~RNA regulatoréw”
regulatory dystrybucji RNA .
(Xlsirts, BCI i BC200 RNA) regulatory transkrypcji
Sphkl, Xist RNA, 1gf2r|

regulatory posttronskrpypcyjne
, micF. miftNA, siRNA, rasiRNA, tasiRNA.tncRNA, piRNA)

modulatory aktywnosci biote
(SRA RNA)

Rysunek 1. Kwasy rybonukleinowe i ich funkcje.

W ostatnich latach uwaga badaczy skoncentrowana zostata w szczeg6lny sposéb
na niekodujgce RNA petnigce funkcje regulatorowe i im tez zostata posSwiecona dalsza czes¢
tego rozdziatu. Takie czasteczki zidentyfikowano zaréwno u Prokaryota, jak i Eukaryota.
U Eukaryota, wiekszo$¢ z nich przypomina mRNA, sg transkrybowane przez polimeraze RNA
Il, posiadajg czapeczke na konhcu 5’ i sg poliadenylowane, ale nie posiadajg otwartych ramek

odczytu.
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2.1.1 RNA regulatorowe

Regulatory transkrypcji

Jedng z funkcji niekodujacych RNA jest regulacja ekspresji gendéw poprzez udziat
w modyfikacji epigenetycznej chromatyny. Dzieki temu czgsteczki RNA wplywajg
na strukture konkretnych domen chromosomalnych, a takze catych chromosoméw. Najprostsza
forma regulacji epigenetycznej jest metylacja/demetylacja reszt cytozyny w regionach
promotorowych genéw, prowadzaca do wigczenia/wytgczenia transkrypcji.

Kinaza sfmgozyny (SPHKI) jest enzymem katalizujgcym powstanie fosforanu
sfingozyny, zaangazowanego w wiele procesow biologicznych np.: mitogeneze i zapobieganie
apoptozie [15]. Rozne tkankowo-specyficzne izoformy SPHKI powstajg na skutek
wykorzystania alternatywnych miejsc startu transkrypcji genu Sphkl. Proces ten jest
kontrolowany przez wyspe CpG dlugosci 3700 pz, w obrebie ktdrej zlokalizowany jest
tkankowo-zalezny, w réznym stopniu zmetylowany, region T-DMR (ang. tissue-dependent
differentially methylated region). Poziom metylacji regionu T-DMR jest regulowany przez
antysensowy transkrypt o dtugosci 1290 nt (Khpsl), ktéry pokrywa sie z regionem T-DMR,
a takze z dwoma eksonami Sphkl. Wyspa CpG genu Sphkl jest zatem matrycg do syntezy
sensowego i antysensowego transkryptu, mozna wiec sadzi¢, ze zawiera ona kilka promotorow,
z ktérych traskrypcja zachodzi w obu kierunkach. Stwierdzono, ze pojawienie sie¢ Kphsl
indukuje demetylacje miejsc CG oraz metylacje cytozyn (tzw. non-CG) zlokalizowanych
w poblizu T-DMR. [16].

Inaktywacja chromosomu X u ssakdéw prowadzi do kompensacji dawki genow
wystepujacych na chromosomie X. Efekt ten jest osiggany poprzez wyciszenie transkrypcyjne
jednego z chromosoméw X w komorkach samic [17]. Kluczowa role w tym procesie odgrywa
rejon DNA zwany X1C (ang. X-inactivation center), z ktérego ekspresji ulega dhugi,
podlegajacy splicingowi i poliadenylowany Xist RNA (ang. X inactive-specific transcript).
Xist RNA znaczy miejsce wyciszania poprzez hybrydyzacje do DNA, dzieki czemu dochodzi
do przyfaczania biatek odpowiedzialnych za modyfikacje i remodelowanie chromatyny [18,
19]. Ekspresja Xist RNA z allelu matczynego zalezy od ekspresji innego niekodujgcego RNA
- Tsix, ktory czeSciowo pokrywa sie z Xist w orientacji antysensowej. Tsix
najprawdopodobniej hamuje transkrypcje Xist, indukujgc modyfikacje chromatyny [20].

Wedtug podobnego mechanizmu zachodzi regulacja ekspresji genu receptora
insulinopodobnego czynnika wzrostu typu 2 - Igf2r (ang. insulin-like growth factor type-2

receptor). U myszy ekspresja Igf2r i dwdch innych gendw {SIc22a2, Slc22a3) zlokalizowanych
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na chromosomie 17, zalezna jest od obecnosci elementu kontrolujgcego imprinting (ang.
imprinting control element, ICE), zwanego Regionem 2, o dtugosci 3.7 kpz. Jest on
zlokalizowany w drugim intronie 1gf2r i posiada zmetylowang wyspe CpG, ktora stuzy jako
promotor do transkrypcji antysensowego Air RNA (ang. antisense IgfZr RNA). Air RNA ma
dtugos¢ 108 kz i ulega ekspresji tylko z allelu ojcowskiego [21]. Obejmuje on okoto 30 kz
genu Igf2r, jego promotor i rozcigga sie na 70 kpz powyzej genu. Air RNA jest wymagany nie
tylko do represji 1gf2r, ale takze do wyciszania Scl22a2 i Scl22a3 zlokalizowanych 110 i 155
kpz ponizej genu lgf2r. Zaproponowano, ze Air RNA funkcjonuje jako dwukierunkowy
wyciszacz, poniewaz rejony promotorowe regulowanych genéw zlokalizowane sg po obu

stronach startu transkrypcji Air RNA [22].

Regulatory lokalizacji RNA

Kolejng funkcja regulatorowych RNA jest wptyw na lokalizacje mMRNA w komorkach,
szczegOlnie w takich, ktére charakteryzuje wysoki poziom specjalizacji.

U wielu organizméw polamo$é oocytow okre$lana jest potranskrypcyjnie poprzez
subkomoérkowsg lokalizacje RNA. Xlsirts (ang. Xenopus laevis short interspersed repeat
transcripts) to zidentyfikowana u zaby szponiastej Xenopus leavis rodzina niekodujacych
RNA, o dlugosci 79-81 nukleotydéw zaangazowana w inaktywacje chromosomu X. Xisirts
posiadajg specyficzne sekwencje powtorzone, dzieki ktorym uczestniczg w dystrybucji RNA.
Xlsirtt RNA w stadium | oocytow transportowane sg z jadra do ciatek Balbianiego
w mitochondriach. We wczesnym stadium Il oocytbw RNA te sg przenoszone do kory
wegetatywnej. Egzogenne Xlsirt RNA, podane do oocytéw, przemieszczajg sie w miejsce
wystepowania endogennych Xlsirt RNA [23].

BCI i BC200 RNA (ang. brain cytoplasmic | RNA) sg moézgowo-specyficznymi
transkryptami syntetyzowanymi przez polimeraze Il RNA. BClI RNA ma dlugo$¢ 152
nukleotydéw, po raz pierwszy zidentyfikowany zostat w komdrkach nerwowych hipokampa
podczas poczatkowych etapdw tworzenia synaps, a pozniej takze w rybonukleoproteinach
(RNP) ekstrahowanych z mézgéw gryzoni. Gen kodujagcy BCl RNA powstat prawdopodobnie
na skutek retropozycji genu tRNA", Gen BC200 RNA powstat niezaleznie przez retropozycije
monomerycznego elementu Alu w locus, z ktérego ekspresja zachodzita w neuronach. Pomimo
roznego pochodzenia, obie czasteczki RNA wykazujg podobienstwa strukturalne
i funkcjonalne [24]. Zarébwno BCI, jak i BC200 zapewniajg dendrytyczng lokalizacje
wybranych mRNA. Najprawdopodobniej uczestniczg w tym procesie takze biatka, ktére razem
z RNA tworza kompleksy rybonukleoproteinowe (BC1/BC200 RNP) [25]. Stwierdzono,
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zt za dendrytyczng lokalizacje odpowiedzalny jest krotki rejon zlokalizowany przy korcu 5
RNA, do ktoérego wigzg sie przejsciowo biatka pura i purP (regulatory relikacji i transkrypcji
DNA) [26], Kolejnym biatkiem specyficznie wigzacym BCI i BC200 jest translatyna. Pura
i purP uczestniczg najprawdopodobniej w procesie przytgczania BClI RNP do mikrotubul,
nastepnie oddysocjowujg od kompleksu, a ich role przejmuje translatyna [27]. Niedawno
wykazano, ze BCI i BC200 RNA uczestniczg takze w regulacji translacyjnej, wplywajgc
na lokalng synteze biatka w dendrytach [28].

Regulatory posttranskrypcyjne
DsrA jest regulatorowym ncRNA o dtugosci 87 nukleotyddw, zidentyfikowanym u E.
coli, zaangazowanym w obrone komdrek przed szokiem wywotanym niskimi temperaturami
(ang. cold shock response). O ile szok powodowany wysokimi temperaturami prowadzi do
zwiekszonej produkcji biatek (szaperony i proteazy), o tyle w przypadku obnizenia
temperatury, uaktywnione zostajg specyficzne RNA i biatka wigzace RNA.
DsrA RNA wigze dwa rodzaje mRNA. Pierwszy koduje czynnik sigma polimerazy
RNA (a ) - RpoS (ang. RNA polymerase sigmafactor), odpowiedzialny za globalng aktywacje
transkrypcji, drugi koduje H-NS (ang. histonelike nucleoid structuring protein) - antagoniste
RpoS [29]. Miejsce wigzania w RpoS jest zlokalizowane w 5’UTR (ang. untranslated region),
okoto 70-80 nukleotydéw powyzej kodonu start, w rejonie stabilnej spinki zbudowanej m.in.
z sekwencji RBS (ang. ribosome binding site). DsrA RNA wigzac RpoS mRNA, odblokowuje
RBS, przez co indukuje translacje RpoS. Natomiast wigzanie H-NS mRNA w rejonie 3’
i 5’UTR powoduje hamowanie translacji. W efekcie dochodzi do zwiekszenia i zmniejszenia
poziomu odpowiednio RpoS i H-NS w komodrkach [29, 30]. Na aktywnos$¢ DsrA wptywa takze
biatko opiekuncze wigzace RNA - Hfg. Jest ono niezbedne dla regulacji ekspresji H-NS
i RpoS zaleznej od DsrA [31].
micF jest genem odpowiedzi na czynniki stresowe u E. coli i innych bakterii. Koduje 93-
nukleotydowy RNA, ktéry wiaze produkt transkrypcji genu ompF (ang. outer membrane porin
protein F). Obnizenie ekspresji ompF jest gtdbwnym mechanizmem odpowiedzi komdérek na
toksyczne warunki Srodowiska, poniewaz szybka kontrola przepuszczalnosci btony
komodrkowej jest kluczowa dla przetrwania. Sekwencja micF jest czesciowo komplementarna
do ompF mRNA. Regulacja ekspresji kodujgcego go genu odbywa sie przez inhibicje translacji
i indukcje degradacji docelowego MRNA. Stwierdzono, ze ekspresja genu micF jest

kontrolowana zaréwno przez stres Srodowiskowy, jak i wewnatrzkomérkowy. Znane sg
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ponadto cztery regulatory wigzgce specyficznie rejon promotorowy micF i aktywujgce jego

ekspresje [32].

Modulatory aktywnosci biatek

Niekodujace RNA mogg wptywaé na ekspresje gendw takze na poziomie transkrypcji
jako modulatory aktywnosci czynnikéw transkrypcyjnych. SRA RNA (ang. steroid receptor
activator RNA) jest jednym z pierwszych odkrytych ncRNA wptywajacych na aktywnosé
czynnikéw transkrypcyjnych. Zostat zidentyfikowany jako poliadenylowany, ulegajacy
splicingowi transkrypt, bedacy koaktywatorem hormondéw steroidowych (progestyn,
estrogendw, androgendw, glukokortykoidéw) [33]. SRA RNA wystepuje w kilku wariantach
powstatych na drodze alternatywnego splicingu, wszystkie posiadajg wspolny konserwatywny
trzon, otoczony przez zmienne sekwencje flankujace. Stwierdzono, ze mutacje zaburzajgce
strukture drugorzedows trzonu redukujg aktywno$¢ SRA RNA [34]. SRA RNA wykazuje
powinowactwo do subrodziny biatek wigzacych RNA (p72/68), posiadajgcych kasete DEAD,
ktora posredniczy najprawdopodobniej w tgczeniu SRA RNA z SRC-1 (ang. steroid receptor
coactivator 1) [35]. SRA RNA wigze ponadto indukowany hormonami transkrypcyjny represor
SHARP (ang. SMRT/HDACJ associated represor proteins). Jest to biatko odpowiedzialne za
dobor odpowiednich deacetylaz histonowych. Wspdtzawodnictwo miedzy aktywatorem
a represorem moze stanowi¢ podstawe regulacji ekspresji genéw kodujacych hormony [36].
Czasteczka SRA RNA to réwniez przyktad na to, ze z jednego genu mogg powstawac¢ dwa
rozne koncowe produkty, jednym jest mMRNA, z ktdrego powstajg funkcjonalne biatka, drugim
jest ncRNA.

6S RNA to niekodujacy RNA zidentyfikowany u E.coli, ktory wigze holoenzym
polimerazy RNA a’” i reguluje ekspresje genow w odpowiedzi na przejscie komorki z fazy
wzrostu eksponencjalnego do stacjonarnego. Stwierdzono, ze 6S RNA akumuluje sie w miare
osiggania przez komorki fazy stacjonarnej wzrostu i posredniczy w specyficznych zmianach
zwigzanych z przejSciem z jednej fazy do drugiej. Hamuje ekspresje genéw z promotoréw
zaleznych od [37]. Najwazniejsze dla aktywnosci in vivo oraz in vitro tej czasteczki RNA

jestjednoniciowe centralne wybrzuszenie, ktdre otoczone jest strukturami dwuniciowymi [38].
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2.1.2 Interferencja RNA

Interferencja RNA (ang. RNA interference) to proces polegajagcy na wyciszaniu
ekspresji genu pod wptywem dwuniciowego RNA (dsRNA). Zjawisko to odkryto w 1998 roku
u Caenorhabditis elegans [39]. Badania Fire i Mello, nagrodzone w 2006 r. Nagroda Nobla,
poprzedzone zostaty odkryciem, ze u Nematode zar6wno sensowe, jaik i antysensowe RNA
zdolne sg do supresji gendw. Stwierdzono, ze réwnoczesne podanie sensowej i antysensowej
czasteczki RNA wycisza ekspresje gendéw 10-krotnie silniej niz kazda z nici osobno [39].
Wyciszanie osiggano poprzez iniekcje RNA do gonad C. elegans lub podanie go razem
z pokarmem. Stwierdzono, ze ekspozycja osobnikéw rodzicielskich na bardzo niewielkie ilosci
dsRNA (kilka czasteczek na komorke) indukowata wyciszanie gendéw zar6éwno u rodzicow,
jak i ich potomstwa (pokolenie FI).

Kilka lat wczes$niej prowadzono badania zmierzajgce do uzyskania intensywniejszej
barwy kwiatow u petuni (Petunia hybrida). Do komdrek wprowadzano dodatkowa kopie genu
syntazy chalkonowej. Okazato sie, ze zamiast intensywnie fioletowej barwy, wiekszo$¢
kwiatow miata barwe od fioletowego do biatego [40]. Nie znajac podstaw molekularnych
obserwowanego zjawiska stwierdzono, ze wprowadzenie dodatkowej kopii genu do komorek
hamuje zaréwno ekspresje transgenu, jak i endogenu, a wiec kosupresje. Podobne zjawiska
zaobserwowano u Neurospora, a takze u Drosophila czy ssakéw [41, 42]. Rownolegle
wykazano, ze w zainfekowanych wirusami roslinach dochodzi do specyficznej degradacji
wytwarzanych przez patogena RNA [43-45]. Dalsze badania genetyczne i biochemiczne
potwierdzity, ze RNAI, kosupresja i PTGS wykazuja duze podobienstwa, a takze, ze zjawiska

te sg charakterystyczne dla wiekszosci, o ile nie dla wszystkich organizmoéw eukariotycznych.

2.1.2.1 Mechanizm RNAI

Ogolny schemat biogenezy krotkich regulatorowych RNA (ang. smali regulatory RNA,
SrRNA) jest podobny dla wszystkich tego typu czgsteczek tj: siRNA, miRNA, tasiRNA,
rasiRNA, tnhcRNA, piRNA. Dwuniciowe czgsteczki RNA sg ciete, w wyniku czego powstajg
okoto 21-23 nukleotydowe dupleksy [46, 47]. Posiadajg one dwa niesparowane nukleotydy
na koncu 3’. Ciecie przeprowadzane jest przez biatko posiadajace kilka aktywnosci
enzymatycznych, nazwane Dicer (dokladny opis w rozdziale 2.2.2). Dupleks RNA jest
przekazywany od domeny PAZ Dicer do domeny PAZ biatka Argonaute wchodzacego w skiad
kompleksu biatkowego RISC (ang. RNA induced silencing complex). Jedna z nici dupleksu jest
nastepnie usuwana [47, 48], a druga funkcjonuje jako sonda umozliwiajgca rozpoznawanie

docelowej czagsteczki mMRNA [49, 50]. Po sparowaniu z nig, moze dochodzi¢ do ciecia wigzania
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fosfodiestrowego w mRNA, potozonego miedzy 10 i 11 nukleotydem dupleksu S'TRNA/MRNA
[51]. Trawienie mMRNA ma miejsce tylko wtedy, gdy wieksza czes¢ sekwencji sSrRNA paruje
z sekwencjg mRNA, tworzgc przynajmniej jeden skret helisy A [52, 53]. Dostarczenie energii
w postaci ATP jest wymagane, aby zaszto ciecie i uwolnienie zhydrolizowanego mRNA
z kompleksu [52, 54]. W tym etapie uczestniczg prawdopodobnie takze dodatkowe biatka.
Stwierdzono bowiem, ze Ago2 moze przeprowadzi¢ tylko jedno wydajne ciecie, ale nie
katalizuje dalszych cykli. Sugeruje sie, ze jest to wynikiem pozostawania SrRNA
i zhydrolizowanego mRNA w kompleksie z Ago2 [55]. Fragment 3' powstaty po cieciu
MRNA jest hydrolizowany w cytoplazmie przez endonukleaze Xml, a fragment 5 jest
degradowany przez egzosom za pomocg egzonukleaz 3'—"%' [56]. U roslin i zwierzat
do powstatego w wyniku ciecia fragmentu 5° mRNA moze zosta¢ dobudowywany krotki ogon
poliurydynowy (poli(U)) na koncu 3’. Jest to zwigzane z procesem usuwania stmktury
czapeczki i hydrolizy za pomocg egzonukleaz w kierunku 5’—*3’. Wydaje sie zatem, iz mogg
istnie¢ dwie alternatywne drogi degradacji w egzosomie [57].

Podczas niepetnego parowania krotkich RNA z czasteczkami  docelowymi,
nie dochodzi do hydrolizy mRNA, ale do hamowania translacji [58, 59]. Jednakze samo
wigzanie pojedynczej czasteczki SrRNA nie jest wystarczajgce do efektywnej inhibicji,
w zwigzku z tym najczesciej Kilka krotkich RNA wigze jedng czasteczke mRNA [60].
Wykazano, ze krotkie RNA, w kompleksie z biatkiem Ago2, moga uczestniczy¢
w przenoszeniu mRNA z cytozolu do miejsc degradacji, zwanych ciatkami P (ang. Processing
body) [61, 62]. W cialkach P najprawdopodobniej dochodzi do usuwania struktury czapeczki
z konca 5' i hydrolizy mRNA. Dodatkowo ciatka P zapewniajg izolacje matrycowego mRNA
od rybosoméw i w ten sposéb uniemozliwiajg translacje. Postuluje sie istnienie dwoch drog
degradacji mRNA w ciatkach P. Pierwszej, polegajacej na powolnej hydrolizie mRNA,
w zwigzku z czym moze on by¢ zawracany do cytoplazmy i uczestniczy¢ w translacji. Drugiej
- szybkiej, podczas ktérej enzym Dcpl/2 usuwa czapeczke z mRNA, po czym nastepuje jego

trawienie przez egzonukleaze Xml.
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2.1.2.2 Rodzaje krotkich regulatorowych RNA

Analizy krétkich regulatorowych RNA doprowadzity do podzielenia ich na kilka klas,
w zaleznosci od pochodzenia lub sposobu dziatania. Znaczna cze$¢ srRNA jest kodowana
w genomie, ich zrodtem moze by¢ tez obcy materiat genetyczny, np.: wirusowy. Krétsze
czasteczki (20-23 nt) uczestniczg w degradacji mRNA i hamowaniu translacji, podczas gdy
diuzsze (24 - 28 nt) wplywajg na modyfikacje struktury DNA. Obecnie wyrdznia sie
nastepujace klasy krotkich srRNA: siRNA (ang. smali interfering RNA), tasiRNA (ang. trans-
acting small interfering RNA), rasiRNA (ang. repeat-associated small interfering RNA),
tncRNA (ang. tiny noncoding RNA), mikroRNA (ang. microRNA, miRNA). W ostatnim czasie

zidentyfikowano réwniez piRNA (ang. Piwi-interacting RNA).

SiRNA
Mate interferujgce RNA majg dtugo$¢ okoto 22 nukleotyddw, tworzone sg z dtugich

dwuniciowych czgsteczek prekursoréwych o r6znym pochodzeniu. siRNA mogg powstawac
pod wptywem wprowadzenia do organizmu dsRNA lub na skutek ekspresji transgendw.
Wydaje sie, ze endogenne Zrédia siRNA sa stosunkowo rzadkie.

U rodlin funkcjg siRNA jest ochrona organizmu przed infekcjami wirusowymi
i ekspresjg transgendw, uczestnicza one takze w organizowaniu struktury chromosomow
i wyciszaniu ekspresji gendéw na drodze metylacji DNA [63, 64]. Pokazano, iz w obronie przed
wirusami uczestniczy takze kodowana przez ro$liny polimeraza RNA zalezna od RNA.
Syntetyzuje ona dsRNA wykorzystujac wirusowy RNA jako matryce. Powstaty produkt jest
nastepnie trawiony przez Dicer [65], W rezultacie powstaje duza liczba siRNA skierowanych
przeciwko wirusowym RNA [66].

SiRNA biorg takze udziat w modyfikacji chromatyny. Na przyktad gen FWA
u A. thaliana posiada dwa powtorzenia tandemowe, ktére jak stwierdzono sg niezbedne
w metylacji DNA de novo. Endogenny FWA moze przyjmowac¢ dwa stany epigenetycznie -
metylowany, czyli wyciszony, badz niemetylowany, czyli aktywny. Stwierdzono,
ze w regulacji ekspresji genu FWA uczestniczg siRNA poprzez mechanizm zaleznej od RNA
metylacji reszt cytozynowych [67]. Wykazano takze, ze u drozdzy 5. pombe, kompleks RITS
(ang. RNA induced transcriptional silencing), w skfad ktérego wchodzg miedzy innymi biatka
Argonaute, rybonukleaza Dicer i polimeraza RNA zalezna od RNA oraz siRNA, jest niezbedny
do tworzenia heterochromatyny. Metylacja reszty lizyny w pozycji 9 histonu H3 (H3-K9)
powoduje wigzanie RITS do chromatyny, pozwalajgc maszynerii RNAI dziata¢ w ukiadzie cis
[68].
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tasiRNA

tasiRNA zidentyfikowano u roslin jako endogenne siRNA, kodowane przez geny
jadrowe TAS. Sekwencje poszczegdlnych tasiRNA sgsiadujg ze sobg w genomie, ale na siebie
nie nachodza. Znajdujg sie one miedzy sekwencjami kodujgcymi biatka i transkrybowane sg
najprawdopodobniej przy udziale polimerazy RNA Il [69]. Stwierdzono, ze w tworzenie
tasiRNA zaangazowane sg miRNA, a takze RDR6, SGS3 (ang. suppressor ofgene silencing 3)
oraz DCL4 (ang. Dicer-like protein 4). Wykazano, ze specyficzne miRNA rozpoznajgc TAS
mRNA, doprowadzajg do ich degradacji. Powstate w ten sposéb czasteczki stuzgjako matryca
dla rodlinnej polimerazy RNA zaleznej od RNA. Po dobudowaniu drugiej nici, powstaty
dsRNA jest ciety przez rybonukleaze Dicer, tworzac tasiRNA. Uczestniczg one w degradacji
innych mRNA, niz te, z ktorych powstaty, stad ich nazwa - siRNA dziatajgce w ukfadzie trans
[63].

Wykazano miedzy innymi, ze tasiRNA transkrybowane 2z genu TAS3 sg
komplementarne do transkryptow ARF 1, 2, 3 (ang. auxin response factor I, 2, 3) [69].
Stwierdzono takze, ze tasiRNA transkrybowane z genu TAS2 uczestniczg w regulacji ekspresji
genow kodujacych biatka z rodziny PPR (ang. pentatricopeptide repeat protein) [70].

rasiRNA

rasiRNA powstajg u roslin i nizszych organizméw zwierzecych, najprawdopodobniej
w wyniku degradacji dtugich komplementarnych transkryptéw. Réznig sie od pozostatych
krétkich regulatorowych RNA dtugoscig wynoszaca 24 - 28 nukleotyddw.

U Drosophila rasiRNA zapewniajg stabilno$¢ genetyczng poprzez wyciszanie
retrotranspozondw i sekwencji powtorzonych. Stwierdzono, ze rasiRNA zwigzane z biatkami
Piwi (ang. P-element induced wimpy testis) oraz Aub (ang. aubergine) - nalezacymi
do rodziny biatek Ago - powstajg z nici antysensowej, natomiast te zwigzane z Ago3 - z nici
sensowej retrotranspozondw. Zaproponowano model, wedtug ktérego za tworzenie koricow 5'
czasteczek rasiRNA odpowiedzialne sg rasiRNA utworzone z nici antysensowej, przy udziale
biatek Slicer oraz PIWI. W powstawanie rasiRNA u Drosophila najprawdopodobniej nie jest
zaangazowana ani rybonukleaza Dicer-l (tworzy miRNA) ani Dicer-2 (zaangazowana
w produkcje siRNA) [71].

U A. thaliana rasiRNA powstajg przy udziale polimerazy RDR6 i DCL3 (ang. Dicer-
like protein 3). W kompleksie z biatkiem Ago4 uczestniczg one w modyfikacji
heterochromatyny na drodze zaleznej od metylotrasferazy KYP (ang. kryptonite histone H3

lysine 9 (H3K9) methyltransferase) metylacji histonéw oraz zaleznej od metylazy CMT3 (ang.
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chromomethylaseS) i metylotransferazy DRM (ang. domains-rearranged methyltransferase)

metylacji reszt cytydynowych w DNA [72].

tncRNA

tncRNA zostaty zidentyfikowane u C. elegans. Badajagc cDNA krotkich niekodujacych
RNA stwierdzono, ze niektore z nich przypominajg miRNA, poniewaz wywodzg si¢ z rejonéw
niekodujacych, jednak roznig sie od nich strukturg drugorzedowa, w zwigzku z czym
sklasyfikowano je jako odrebng grupe. Stwierdzono, ze tncRNA zalezg od aktywnosci
rybonukleazy Dicer. Przypuszcza sie, ze przynajmniej cze$¢ z nich powstaje z dtugich
jednoniciowych badZ dwuniciowych RNA oraz, ze niektére tncRNA moga by¢ syntetyzowane
jako bardzo krétkie pierwotne transkrypty, majg ok. 20-22 nt dtugosci. Kilka z nich moze
tworzy¢ struktury drugorzedowe przypominajgce spinki do wioséw. Nie stwierdzono,
by tncRNA byty zachowawcze ewolucyjnie, co moze poddawa¢ w watpliwo$¢ ich istotnos¢
jako czasteczek regulatorowych. Wykazujg one jednak bardzo interesujgce czasowe profile
ekspresji, sugerujac, ze moga uczestniczy¢ w $ciezkach rozwojowych. Wykazano, ze tncRNA
sg antysensowe wobec sekwencji niektéorych cDNA, co sugeruje, iz moga to by¢ czasteczki

siRNA-podobne. Do tej pory nie zostata jednak poznana funkcja tncRNA [73].

miRNA

miRNA sg to najpowszechniej wystepujgce w komorkach roélinnych i zwierzecych
i zarazem najlepiej poznane krétkie regulatorowe RNA. Ich przecietna diugo$¢ to
22 nukleotydy (ale waha sie miedzy 19 a 25 nt). Geny miRNA sg transkrybowane gtéwnie
przez polimeraze RNA Il [60, 74]. Pierwotne transkrypty miRNA, zwane pri-miRNA,
posiadajg czapeczke (ang. cap) na koncu 5’ oraz ogon poli(A) (ang. poly(A) tail) na koncu 3’.
W jadrze komoérkowym podlegajg wstepnej obrdbce przy udziale kompleksu enzymatycznego
zwanego Drosha/Pasha. W rezultacie powstajg pre-miRNA, ktdre przenoszone sg
do cytoplazmy przez eksportyne 5. W wyniku ciecia kolejnym enzymem - Dicer - powstajg
dojrzate czasteczki miRNA [75].

Rozmieszczenie gendw mMIiRNA w genomie nie jest przypadkowe. Ponad potowa
zidentyfikowanych miRNA zakodowana jest w sekwencjach intronowych, ale kodowane sg
takze w eksonach [13, 74, 76-79]. Stwierdzono, ze zaréwno lokalizacja niektorych
intronowych miRNA, jak i poziom ich ekspresji jest ewolucyjnie zachowawczy. Na przykiad
mir-126 jest zlokalizowany w intronie genu EGFL7 i ulega ekspresji na podobnym poziomie

w komorkach $rddbtonka serca i naczyn krwionosnych u myszy, cztowieka i tropikalnej ryby
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Danio rerio [80]. Taka wysoka homologia sugeruje wazng i zachowawczg role miRNA.
Wykazano réwniez, ze niektdre ssacze miRNA pochodzg z sekwencji powtdrzonych, gtownie
transpozonéw [81]. Cze$¢ miRNA powstaje takze z pseudogendéw [82]. Niektore z gendw
miRNA podlegajg ekspresji konstytutywnej na statym poziomie w trakcie catego cyklu
rozwojowego organizmu, inne transkrybowane sg tylko w $cisle okreSlonych warunkach,
W pewnym etapie rozwoju.

Wykazano, ze miRNA petnig bardzo istotne funkcje podczas proceséw rozwojowych,
podziatbw komoérek, apoptozy, metabolizmu tluszczy, rdéznicowania miesni, podziatow
komorek macierzystych czy morfogenezie mozgu [13, 83, 84]. Stwierdzono, ze wszelkim
zmianom zachodzagcym w komorkach (zaréwno fizjologicznym, jak i patologicznym)
towarzyszg istotne zmiany w skiadzie krotkich regulatorowych RNA. Wzor ekspresji gendw
miRNA rézni sie znacznie w komorkach zdrowych i w poszczegélnych typach komorek
nowotworowych [85-87]. Profile akumulacji miRNA okazaly sie bardzo informatywne
w diagnostyce medycznej, stwierdzono bowiem, ze nowotwory wywodzace sie z tego samego
typu tkanki majg podobne profile miRNA. W rezultacie, analizujac profile ekspresji genéw

miRNA, mozna identyfikowac rézne rodzaje nowotworow.

PiRNA

piRNA sg to jednoniciowe czgsteczki RNA o diugosci 26-31 nukleotydoéw. Do tej
pory zidentyfikowano od 100 do 200 loci dla gendéw piRNA u myszy, szczura i cztowieka.
Mechanizm powstawania piRNA nie jest jeszcze poznany, do tej pory nie zidentyfikowano
zadnych dwuniciowych prekursorow tych czasteczek. Wedtug jednego z modeli piRNA moga
powstawac z dhugich transkryptéw trawionych na krotkie fragmenty. Diugos$¢ piRNA sugeruje
jednak, ze w ich tworzenie nie jest zaangazowana rybonukleaza Dicer.

Po raz pierwszy piRNA zidentyfikowano w kompleksach z biatkiem Miwi [88] i Riwi
[89] (mysie i szczurze odpowiedniki ludzkiego Piwi). Rodzina biatek Piwi uczestniczy
w mejozie i podtrzymaniu linii zarodkowych komoérek macierzystych, jednak doktadna ich rola
nie jest jeszcze znana. Geny piRNA wykazuja zréznicowang lokalizacje w genomie,
sg przewaznie pogrupowane w klastry od 20 do 90 kpz. Zazwyczaj tylko jedna z nici DNA
koduje piRNA, moze sie jednak zdarzy¢, ze sg kodowane na drugiej, komplementarnej nici.
Jak dotad funkcja piRNA nie zostata poznana. Jednakze prawdopodobna wydaje sie by¢
hipoteza, iz uczestnicza one w gametogenezie [88]. Sugeruje sie, ze produkcja piRNA jest
wysoce konserwatywna, jednak sekwencyjnie nie sg one zachowawcze. Wspiera to model,

wedtug ktérego piRNA wpltywajg na ekspresje tych samych loci, z ktérych powstajg [89].
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2.2 Rybonukleazy

Sg to enzymy, nalezace do klasy hydrolaz (EC3)
[http://www.ebi.ac.uk/intenz/query?cmd=SearchEC&ec=3.1]. Ich funkcjg jest ciecie kwaséw
rybonukleinowych. Enzymy te odgrywajg bardzo istotng role np.: uczestniczg w obrébce pre-
RNA oraz regulacji ekspresji gendéw, degradujg nieprawidtowo zsyntetyzowane RNA. Wiele
rybonukleaz moze odgrywa¢ podwdjng role w komdrkach. Z jednej strony degradujg RNA,
a z drugiej uczestniczg w obrobce, dojrzewaniu i kontroli ustrukturyzowania RNA. Proponuje
sie nawet, ze to struktura RNA moze by¢ odpowiedzialna za wybor drogi dojrzewania czy tez
degradacji [90].

Ze wzgledu na sposob trawienia RNA, rybonukleazy zostaty podzielone na dwie
mniejsze grupy: endo- i egzonukleazy; endonukleazy tng wewnatrz czasteczki RNA,
a egzonukleazy rozpoczynajg ciecie od koncdéw. Do endorybonukleaz zalicza sie miedzy
innymi RNazy: A, P, H, 1ll, TI, T2, U2, V, VI, |, L czy PhyM, a do egzorybonuleaz RNazy:
PH, Il, R, D, T, a takze fosforylaze polinukleotydowg (PNPaza), oligorybonukleaze, czy tez
egzorybonukleazy | i Il. Enzymy te najczesciej wykazujg specyficznos¢ ciecia kwasow
rybonukleinowych i przez to znacznie sie miedzy sobg réznig. Substratami dla nich moga by¢
jednoniciowe lub dwuniciowe czgsteczki RNA, dupleksy zbudowane z RNA i DNA.
Rybonukleazy mogg wykazywaé specyficznos¢ sekwencyijng (T, T2, U2) lub tez jej brak np.:
RNaza L niespecyficznie degraduje znajdujacy sie¢ w komorkach RNA .

Zasadnicze znaczenie dla niniejszej pracy majg dwa biatka, ktére ze wzgledu
na posiadane aktywnos$ci mozna zaliczy¢ do rybonukleaz. Sg to odwrotna transkryptaza
ludzkiego wirusa upo$ledzenia odpornosci (ang. Human Immunodeficiency Virus | reverse
transcriptase, HIV-1 RT) i ludzka rybonukleaza Dicer.

HIV-1 RT jest enzymem wielofunkcyjnym, oprécz aktywnosci polimerazowej posiada
rowniez aktywno$¢ nukleazy - RNazy H, ktorej funkcja jest rozpoznawanie dupleksow
RNA/DNA i degradowanie nici RNA. Jest niespecyficzng endonukleazg pozostawiajgcg grupe
fosforanowa na koncu 3' czasteczki RNA.

Dicer charakteryzuje natomiast obecnos¢ dwéch domen RNazy Ill. Trawi ona dupleksy
RNA/RNA. Powstate produkty posiadajg grupe fosforanowg na koncu 5’ i dwa niesparowane

nukleotydy na koncu 3.
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2.2.1 Odwrotna transkryptaza

Odwrotne transkryptazy katalizujg proces syntezy DNA na matrycy RNA lub DNA.
Do rozpoczecia reakcji wymagana jest obecno$¢ startera (SSDNA lub ssRNA), poniewaz
nie potrafig one inicjowac syntezy de novo. Na podstawie badan strukturalnych stwierdzono,
ze wszystkie polimerazy, pomimo réznic w sekwencji aminokwasowej, charakteryzujg sie
podobng budowg przestrzenng [91]. Domena polimerazowa strukturg trzeciorzedows
przypomina prawg dion, stad tworzace ja poddomeny nazwane zostaty: kciukiem (ang. thumb),
dtonig (ang. palm) i palcami (ang. fingers). Oprocz aktywnosci polimerazowej, RT posiadajg
takze aktywno$¢ RNazy H, ktéra pozwala na rozpoznanie heterodupleksow RNA/DNA
i specyficzne trawienie nici RNA.

Podstawowg funkcjg HIV-1 RT jest przepisanie jednoniciowego genomowego RNA

na prowirusowy dsDNA. Proces ten schematycznie przedstawiono na Rysunku 3.
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Rysunek 3. Proces odwrotnej transkrypcji wirusa HIV-1.

W kazdej cz”tce wirusowej obecne sg dwa identyczne lub prawie identyczne genomowe (+)RNA. Genomowe RNA
syntetyzowane sg przez komdrkowa polimeraze RNA I, dlatego posiadajg strukture kapu (ang. cap) na koncu 5’ oraz ogon
poli(A) na koncu 3’. Ponadto na obu koncach genomowego RNA obecne sg rejony identycznych powtdrzen (r). Matymi
literami oznaczono sekwencje obecne w genomowym RNA (fioletowe linie), duzymi - w potomnym dsDNA (zielone linie).
Synteza (-)DNA rozpoczyna sie¢ w poblizu koAca 5' czasteczki genomowej hybrydyzacjg tRNAM®" do miejsca wia”cego
starter (pbs).

Etapy odwrotnej transkrypcji: 1) Synteza nici potomnej (-)DNA w kierunku 5 genomowego (+)RNA oraz powstanie
pierwszego produktu (-) s-s DNA w wyniku zatrzymania RT na kofcu matrycy. 2) Usuwanie RNA w nowopowstajgcym
hybrydzie RNA/DNA przez RNaze H, w rezultacie powstaje jednoniciowy DNA. 3) Nowopowstaty produkt zostaje
przeniesiony na koniec 3’ tej samej lub homologicznej czasteczki genomowej. Jest to mozliwe dzieki obecnosci rejondw
identycznych powtorzen (r) na obu koncach genomu. 4) Kontynuacja syntezy (-)DNA na matrycy (-t-)RNA (RDDP - ang.
RNA-dependent DNA polymerization), tworzenie starterow ppt do syntezy (-r)DNA na matrycy (-)DNA (DDDP - ang. DNA-
dependent DNA polymerization). 5) Dalsza synteza (-)DNA oraz usuwanie RNA przez RNaze H. 6) Powstawanie
dodatkowych starteréw do rozpoczecia syntezy (+)DNA, w przypadku HIV-1 synteza nici (-i-)DNA odbywa sie z dwdch
starterow: cPPT oraz 3’PPT. 7) Zahzymanie syntezy (-i-)DNA po skopiowaniu sekwencji startera (PBS) oraz powstanie
() s-s DNA w wyniku zatrzymania RT na korcu matrycy. Usuwanie tRNA przez RNaze H. 8) Sekwencje PBS umozliwiaja
drugi przeskok RT oraz kontynuacje syntezy DNA. 9) Kopiowanie rejonu U3-R-U5 dzieki zdolnosci RT do tzw. ,,wypierania
nici” i tworzenie liniowej, prowirusowej czasteczki, posiadajacej wydtuzone konce (LTRs - ang. long terminal repeats)
w poréwnaniu z czasteczka genomowa. Brak ciggtosci (--)DNA, wynikajacy z zapoczatkowania jego syntezy z wiecej
niz jednego startera, jest najprawdopodobniej usuwany przez komérkowe enzymy gospodarza.
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2.2.1.1 Budowa HIV-1 RT

Odwrotna transkryptaza wirusa HIV-1 (HIV-1 RT) jest heterodimerem zbudowanym
z dwoch podjednostek o masie czasteczkowej odpowiednio: 66 kDa i 51 kDa (oznaczanych
p66 i p51). Enzym powstaje z poliproteiny Gag-Pol (Pr160®® ") podczas tworzenia wiriondw
potomnych. Proces ten katalizuje wirusowa proteaza. Poczatkowo z poliproteiny wycinane sg
podjednostki p66 (zbudowane z 560 aminokwasow), ktore tworzg homodimery. Po odcieciu
120 aminokwaséw z konca karboksylowego jednej z podjednostek powstaje heterodimer
p66/p51. Domene polimerazowg tworzy 440 aminokwasow z korica aminowego p66, a domene
RNazy H ostatnich 120 aminokwaséw. p51 odpowiada wiec domenie polimerazowej
podjednostki p66. Heterodimer p66/p51 i homodimer p66/p66 posiadajg aktywnos¢
polimerazowg i RNazowag. Homodimer p51/p51 nie jest aktywny [92, 93]. Na Rysunku 4

przedstawiono schematycznie budowe poszczeg6lnych podjednostek HIV-1 RT.

TRIADA KAQLITYCZNA
Aplto AspiaS.Asp 186
dior dton kduk tacznik

domerta poHmerazowa

tx>diedfx)stka p51

Dodiednostka t>66

Rysunek 4. Schematyczne przedstawienie budowy HIV-1 RT.

HIV-1 RT powstaje z poliproteiny Gag-Pol w reakcji katalizowanej przez wirusowg proteaze. Poczatkowo powstaje
homodimer p66/p66, nastepnie wirusowa proteaza odcina domene RNazy H wjednej z podjednostek. W ten sposob pow,staje
heterodimer p66/p51. Trzeciorzedowa struktura domeny polimerazowej p66 przypomina prawa dton, dlatego jej poszczegdlne
poddomeny zostaty nazwane: palcami (pomarariczowe), dionig (zielone) oraz kciukiem (z6hy). Domena polimerazowa
potaczona jest z domeng RNazy H (brazowa) przy pomocy poddomeny tacznika (szary). Zaznaczone reszty aminokwasowe,
Aspl 10, Aspl85, Aspl86, tworza triade katalityczna.

Podjednostki p66 oraz p51 utozone sg wzgledem siebie w orientacji ,,gtowa do ogona”.
Domena polimerazowa ma wymiary 110x30x45 A (Rysunek 5). Chociaz obie podjednostki
p66 i p51 zawierajg poddomeny: palcow (rerszty 1-85, 118-155), dtoni (reszty 86-117, 156-
237), kciuka (238-318) oraz facznika (319-426), ich przestrzenne utozenie jest rdzne.
Dodatkowo w podjednostce p66 wyrdozniamy domene RNazy H, zbudowang przez reszty
aminokwasowe 427-560 [94]. Centra aktywnosci polimerazowej i nukleazowej odwrotnej
transkryptazy sg zlokalizowane na dwoch koncach czasteczki. Dzielagcy je dystans odpowiada
dtugosci  osiemnastonukleotydowego dupleksu RNA/DNA [95]. Stwierdzono, ze obie

aktywnosci RT sg od siebie zalezne, mutacje w domenie polimerazowej mogg wptywac

na aktywno$¢ nukleazowg i odwrotnie.
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miejsce wigzania
kwaséw nukleinowych

90°
dton

DNA/RNA

Rysunek 5. Struktura krystaliczna odwrotnej transkryptazy wirusa HIV-1.

Struktura pokazana zostata w dwdch rzutach:

A. Poddomeny palcéw, dtoni, kciuka oraz tacznika domeny polimerazowej podjednostki p66. Podjednostke p51 HIV-1 RT
zaznaczono na szaro.

B. Szczelina wigzaca kwasy nukleinowe.

Rysunek wykonano w oparciu o dane krystalograficzne z Protein Data Bank (PDB), kod: IHYS, [http://www.rcsb.org/pdb/].

2.2.1.1.1 Domena polimerazowa HIV-1 RT

Badania krystalograficzne wykazaty, iz podczas syntezy DNA kompleks
matrycaistarter wigze sie do duzej szczeliny tworzonej przez palce, dion i kciuk podjednostki
p66. Znaczng cze$¢ podstawy szczeliny tworzy poddomena tgcznikowa p66 i p51, a takze
kciuk p51. Stwierdzono, ze tylko kilka reszt aminokwasowych tych poddomen jest
bezposrednio zaangazowanych w tworzenie wigzan z DNA lub RNA i tak: arkusz pi8 p66
oddziatuje z matrycg i starterem, helisa aL p51 ze starterem, a arkusz P20 p51 z nicig
matrycowg. Sg to najprawdopodobniej jedyne miejsca oddziatywania podjednostki p51
z kwasem nukleinowym.

Poddomena dioni p66 zawiera miejsce aktywne polimerazy, zlokalizowane sg tam
reszty aminokwasowe Tyrl83-Metl84-Aspl85-Aspl86. Sg one wysoce konserwatywne
we wszystkich polimerazach DNA. Do aktywnosci katalitycznej wymagana jest takze Aspl 10,
ktora razem z Aspl85 i Aspl86 tworzy triade katalityczng (Rysunek 6). Dwie helisy a
podjednostki p66, znajdujace sie w poddomenie kciuka i dtoni, stanowig zawias starterowy
zapewniajacy wiasciwe usytuowanie kompleksu matryca:starter w miejscu aktywnym enzymu.
Dzieki temu grupa 3’-OH startera znajduje sie w poblizu triady katalitycznej Aspl 10-Asp 185-
Aspl86 i jest gotowa do ataku nukleofilowego na atom fosforu a przytgczanego tréjfosforanu

deoksynukleozydowego [95].
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Rysunek 6. Triada katalityczna HIV-1 RT.

A. Struktura krystalograficzna HIV-1 RT z zaznaczona triadg katalityczng. Tworzajg aminokwasy Aspl 10-Aspl85-Aspl86.
B. Triada katalityczna.

Rysunek wykonano w oparciu o dane krystalograficzne z Protein Data Bank (PDB), kod; IHYS, [http;//www.rcsh.org/pdb/].

Struktura nazwana zawiasem matrycowym skiada si¢ z reszt aminokwasowych, ktére
wchodzg w sktad poddomen dtoni i palcéw podjednostki p66 i oddziatujg z nukleotydami nici
matrycowej. Aminokwasy te usytuowane sg w arkuszu P4 i helisie aB poddomeny placéw,
arkuszu p8, helisie aE petli taczacej i arkuszu P5a poddomeny dioni. Szczego6lnie istotne
wydajg sie by¢ reszty aminokwasowe poddomeny palcow, ktére odpowiedzialne sg
najprawdopodobniej za odpowiednie usytuowanie matrycy podczas procesu syntezy tancucha
DNA. Pelnia one rowniez bardzo istotne funkcje w wiernym powielaniu czasteczki
matrycowej. Wykazano, ze poddomena dtoni zamyka sie, gdy wszystkie substraty niezbedne
do utworzenia kolejnego wigzania miedzynukleotydowego sg zwigzane z miejscem aktywnym.
Zmiana konformacyjna wywotana przytaczeniem substratdw powoduje  zblizenie
uczestniczacych w katalizie reszt Asp do grupy 3’-OH startera. [91].

Najbardziej elastycznym elementem struktury HIV-1 RT jest poddomena kciuka
podjednostki p66, ktéra w zaleznosci od obecnosci lub braku substratu moze by¢ bardziej lub
mniej odgieta. Poddomena ta zbudowana jest z wigzki helis. Stwierdzono, ze helisa aH
oddziatuje ze szkieletem cukrowo-fosforanowym startera, a antyrownolegta helisa al
ze szkieletem nici matrycowej. Helisy te uczestniczg najprawdopodobniej w translokacji
kompleksu matryca - starter [95]. Rejony otaczajgce miejsce aktywne polimerazy wykazujg
podobienstwa do  rejonédw  konserwatywnych  wystepujacych ~w  polimerazach,
a w szczegolnosci do fragmentu Klenowa polimerazy | DNA z E. coli [96].

W poréwnaniu z pozycjg zajmowang w podjednostce p66, kciuk p51 jest nieco
odsuniety od dioni i oddziatluje z domeng RNazy H. Poddomena tacznika p51 zwija sie

w kierunku poddomeny dioni miedzy poddomenami palcow i kciuka, co powoduje, ze w p51
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nie wystepuje szczelina wigzaca kwasy nukleinowe. W rezultacie podjednostka p51
pozbawiona jest aktywnosci polimerazowej [95].

W centrum aktywnym HIV-1 RT (p66) dwie konserwatywne reszty Asp poddomeny
dioni koordynujg dwa kationy Mg™. Jeden z kationébw oddziatuje z wszystkimi trzema
grupami fosforanowymi (a, p, y) nadchodzgcego trojfosforanu deoksynukleotydowego, drugi
tylko z grupa fosforanowag a oraz z grupa 3' hydroksylowa startera. W ten sposéb kationy Mg'»
aktywujac koniec 3’-OH startera, przygotowujg go do nukleofilowego ataku na atom fosforu a
przytagczanego deoksynukleotydu oraz stabilizujg powstajacy pirofosforan [91]. Wigzanie
innych kationéw dwuwarto$ciowych niz Mg™ (np. Mn*") do centrum Kkatalitycznego

polimerazy powoduje ostabienie selektywnos$ci procesu syntezy DNA [97].

2.2.1.1.2 Domena nukleazowa HIV-1 RT

RNaza H jest enzymem, ktory selektywnie degraduje ni¢ RNA w obrebie hybrydow
RNA/DNA. Przyjmuje taka sama strukture niezaleznie od tego czy wystepuje jako poddomena,
czy jako odrebne biatko [94, 95, 98, 99]. Wyrdzniono w niej centralng strukture arkusza P
(utworzong z pieciu nici) otoczong przez 4 helisy i 8 petli fgczacych (Rysunek 7). W centrum
aktywnym znajdujg sie trzy wysoce konserwatywne aminokwasy Asp443, Glu478 i Asp498.
Mutacja ktoregokolwiek z tych aminokwaséw znosi aktywno$¢ enzymu. RNaza H do
aktywnosci enzymatycznej wymaga obecnosci dwuwartosciowych kationéw metali (Mg™ lub
MnM'A), W przeciwienstwie jednak do RNazy H pochodzacej z E. coli, RNaza H odwrotnej
transkryptazy HIV-1 wigze w centrum aktywnym dwa jony metalu, ktére sg koordynowane
przez reszty Asp4d3, Glud78, Asp498 i Asp 549 [100]. Deprotonacja czasteczki wody
prowadzi do utworzenia nukleofilowej grupy hydroksylowej, ktéra atakuje grupe fosforanowg
RNA.

Rysunek 7. Struktura krystaliczna domeny RNazy H odwrotnej transkryptazy wirusa HI'Y-I.

A. HIV-1 RT z zaznaczong domeng RNazy H.

B. Domena RNazy H.

Na niebiesko zaznaczono konserwatywne aminokwasy istotne w kontroli toru przesuwania matrycy.

Rysunek wykonano w oparciu o dane krystalograficzne z Protein Data Bank (PDB). kod: IHYS, [http://www.rcsb.org/pdb/].
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W domenie RNazy H zidentyfikowano rejon oddziatywania ze starterem RNA.
Aminokwasami istotnymi w kontroli toru przesuwania sie matrycy RNA do miejsca
katalitycznego domeny nukleazowej sg THird73-Asnd74-GInd75-Lys476, a takze Tyr501
i De505 [101] (Rysunek 7B). Wykazano, ze sg one konserwatywne takze u innych
retrowirusowych i bakteryjnych RNaz H, a mutacje w tym rejonie prowadzg do obnizenia
aktywnosci enzymu.

Odwrotna transkryptaza wirusa HIV-1 wykazuje duzg wewnetrzng elastyczno$é
konformacyjng, ktdra jest niezbedna dla prawidtowego funkcjonowania zaréwno domeny
polimerazowej, jak i nukleazowej. Ruchy domeny RNazy H ulatwiajg otwieranie i zamykanie

szczeliny wigzacej.
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2.2.2 Dicer

Enzymy nalezace do rodziny RNaz Ill to endorybonukleazy, ktdre specyficznie tng
dwuniciowe czasteczki RNA. Wszystkie enzymy nalezgce do tej rodziny charakteryzuje
obecnos¢ domeny rybonukleazowej, zwyczajowo zwanej domeng RNazy IIl. W wyniku
jej dziatania powstajg specyficzne produkty posiadajace na koncu 5 grupe fosforanowg i dwa
niesparowane nukleotydy na koricu 3’. RNazy |1l r6znig sie wielkoscia, majg od 200 - 2000
aminokwasow. Podzielono je na trzy klasy.

RNazy klasy ! sg najmniejsze i majg najprostszg budowe. Posiadajg jedng domeng
RNazy Ill i jedng domene wigzacg dwuniciowy RNA - dsRBD (ang. double-stranded RNA
binding domain). Tego typu biatka sg kodowane przez bakterie, grzyby
i bakteriofagi. U E. coli RNaza Il petni istotng role w obrdébce prekursoréw rRNA (pre-rRNA)
i regulacji translacji, oddzialujac z mRNA. Enzymy nalezace do klasy ! funkcjonuja jako
homodimery. Stwierdzono, ze dwie domeny rybonukleazowe oddziatujg ze sobg i tworzgjedno
centrum aktywne, w ktérym kazda domena hydrolizuje jedng z nici dupleksu RNA [102].

Drosha reprezentuje klase 2 RNaz Ill. Jest to enzym zaangazowany w obrébke ludzkich
pre-rRNA, odgrywa réwniez bardzo istotng role w dojrzewaniu miRNA. Prekursorami miRNA
sq dhugie transkrypty, zwane pri-miRNA, w obrebie ktorych wystepujg struktury szpilki
do wioséw. Drosha wycina z nich pojedyncze struktury spinkowe, tzw. pre-miRNA [103].
Do tej pory nie poznano struktury rybonukleazy Drosha, ani zadnego blisko z nig
spokrewnionego biatka. Na podstawie danych uzyskanych z doswiadczeri biochemicznych
stwierdzono, ze Drosha funkcjonuje jako monomer, w ktérym wystepujag dwie domeny
rybonukleazowe [ 104].

Klasa 3 RNaz Il reprezentowana jest przez rybonukleaze Dicer. Trawi ona dwuniciowe
dsRNA na kroétsze, 19-27-nukleotydowe dupleksy. Krdtkie RNA generowane przez Dicer stuza
jako sondy pozwalajace odnalez¢ docelowe mMRNA. W 2006 roku opisano strukture
krystalicznag rybonukleazy Dicer pochodzacej z ludzkiego pasozyta Giardia intestinalis [105].
Organizm ten jako jeden z pierwszych w ewolucji oddzielit sie od cztonkdéw kroélestwa
eukariotycznego. Przypuszcza sie wiec, ze pierwotnie wszystkie organizmy posiadaty bardzo
proste w budowie enzymy Diceropodobne, zblizone do rybonukleazy wystepujacej

u G. intestinalis.

2.2.2.1 Budowa rybonukleazy Dicer pochodzgcej z G. intestinalis
Dicer pochodzaca z G. intestinalis posiada domene PAZ i dwie domeny RNazy Ill.
Tworzy wydtuzong strukture o diugosci 100 A i szerokosci 30-50 A (Rysunek 8).
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W przeciwienstwie do endorybonukleaz klasy 1, enzym ten funkcjonuje jako monomer
posiadajacy dwie domeny RNazy Ill, ktére asocjujg ze sobg tworzac centrum katalityczne.
Ksztaltem Dicer przypomina top6r (ang. hatchet), gdzie domeny RNazowe tworzg ostrze,
a domena PAZ podstawe uchwytu. PAZ jest potagczona z domenami RNaz za pomocg diugiej
helisy a, zwanej helisgaczaca (ang. connector helix), ktéra biegnie wzdtuz uchwytu struktury
topora. Helisa taczaca jest otoczona przez domene platformy (ang. platform domain)
zbudowang z antyréwnolegtych arkuszy P i trzech helis a. Duza domena mostkujgca
(ang. bridging domain) taczy dwie domeny RNazy Il i tworzy tylng cze$¢ ostrza topora

(obuch) [105].

domena mostkujaca

90°
R RNaza lllb
helisa ©~ Cy. ™

taczaca

platforma

Rysunek 8. Struktura krystaliczna rybonukleazy Dicer pochodzacej z G. intestinalis.
Na rysunku przedstawione jest potozenie domeny PAZ (pomaranczowy), domen RNazy llia (zoky) i Illb (zielony), a takze
platformy (granatowy), helisy taczacej (czerwony) i domeny mostkujgcej (szary). Struktura pokazana zostata w dwoch rzutach.
Rysunek wykonano w oparciu o dane krystalograficzne z Protein Data Bank (PDB), kod: 2 FFL [http://www.rcsb.org/pdb/]-

Na podstawie wstepnych badan sugerowano istnienie jednego miejsca wigzania jonu
metalu w kazdej domenie RNazowej. Dokladne analizy krystalograficzne pozwolity
na identyfikacje dwdch takich miejsc - MI i M2 [105], MI znajduje sie miedzy czterema
wysoce konserwatywnymi kwasnymi aminokwasowymi (Glu40, Asp)44, Asp107, GlullO),
co odpowiada wczeéniej zidentyfikowanym miejscom wigzania Mn"* w bakteryjnych RNazach
[1l. Drugie miejsce wigzania M2 znajduje sie w poblizu pierwszego, lecz poza grupg kwasnych
aminokwaséw. Dystans pomiedzy MI i M2 w domenach Rllla i RIllb wynosi odpowiednio
okoto 4.2 A i 5.5 A. Natomiast miejsca wigzania jondw metali w poszczeg6lnych domenach
oddziela przestrzen dtugosci okoto 17.5 A, co odpowiada szeroko$ci bruzdy, w ktorej wigzany
jest dwuniciowy RNA [105].

PAZ (ang. Pinwheel-Argonaute-Zwille) jest to domena wigzaca RNA zidentyfikowana

u rybonukleaz Dicer i biatek nalezacych do rodziny Argonaute, wchodzacych w skfad
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kompleksu RISC. W ramach wcze$niejszych badan, w domenie PAZ zidentyfikowano motyw
wiazacy oligonukleotydy/oligosacharydy (ang. oligonuleotide/olgosaccharide-binding fold),
ktory specyficznie rozpoznaje dsRNA zawierajace niesparowane nukleotydy na koncu 3'
[106]. Stwierdzono, ze domena PAZ oddziatuje bezposrednio z grupami 2’-OH rybozy,
co sugeruje, ze moze odroznia¢ czasteczki RNA od DNA [107]. Istotne funkcje w witaniu
PAZ petni najprawdopodobniej takze monofosforan znajdujacy sie na koncu 5 dsRNA.
Natozenie na siebie struktur domen PAZ pochodzacych z rybonukleazy Dicer G. intestinalis
i ludzkiego biatka Argonaute! ujawnito, ze charakteryzuje je bardzo podobny skret, a takze
obecno$¢  kieszeni wigzacej dwa niesparowane nukleotydy na koncu dupleksu RNA.
W domenie PAZ rybonukleazy Dicer zidentyfikowano konserwatywng wydtuzong petle, ktéra
nie wystepuje u biatek z rodziny Argonaute. Obecnos¢ dodatkowej petli zbudowanej
z aminokwaséw zasadowych drastycznie zmienia potencjat elektrostatyczny w jej otoczeniu.
Sugeruje sie, ze moze to mie¢ wplyw na rozpoznawanie RNA [105]. Domena PAZ
jest prawdopodobnie takze miejscem oddziatywan z biatkami z rodziny Argonaute na dalszych

etapach procesu RNAI [108-110].

2.2.2.2 Funkcje dodatkowych domen rybonukleazy Dicer

Struktura rybonukleazy z G. intestinalis reprezentuje najprawdopodobniej trzon
wspolny dla wszystkich enzymoéw typu Dicer. To mate i stosunkowo proste biatko jest w petni
aktywne i zdolne do cigcia dsRNA in vitro i in vivo. Jednakze u wyzszych eukariontow

rybonukleaza Dicer posiada kilka dodatkowych domen (Rysunek 9).

100 aa

Rysunek 9. Domeny rybonukleazy Dicer ludzkiej (A) i pochodzacej z G. Intestinalis (B).

Rybonukleaza Dicer pochodzaca z Giardia intestinalis posiada 3 domeny wspolne z ludzka Dicer - PAZ, RNazy llia i Illb.
Ludzka Dicer posiada dodatkowo domene helikazowa domene o nieznanej funkcji -DUP 283 i domene wigzaca dwuniciowy
RNA.

Jedng z nich jest helikazowa domena DExD (typu DExH/DEAH box), zlokalizowana
przy koncu N Dicer wystepujacej u ssakow, insektow, nicieni, roslin i grzybéw. Pomimo

wysokiej konserwatywnosci tej domeny, jak dotad nie udato sie poznaé jej funkcji.
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Zidentyfikowano w niej siedem motywow charakterystycznych dla rodziny Il helikaz [111,
112]. Na podstawie badan analogicznych biatek ustalono, ze motyw | zaangazowany jest
w wigzanie ATP, motywy Il i VI w hydrolize ATP, a motyw Il w rozplatanie RNA [113].
Sugeruje sie wiec, ze domena DEXD moze rozwija¢ dupleksy siRNA, przemieszcza¢ enzym
wzdtuz dwuniciowego substratu, a takze utatwiaé przekazywanie substratéw i/lub produktéw
innym komponentom $ciezki RNAI. Usuniecie domeny helikazy nie wptywa znaczaco
na stabilno$¢ enzymu, sugerujac, ze struktura rdzenia rybonukleazy nie jest zaburzona. Taka
skrécona wersja Dicer wykazuje aktywno$¢ porownywalng z dzikim typem biatka w testach
in vitro, w obecnosci i przy braku ATP. Zaklada sig, iz domena helikazowa ulatwia
funkcjonowanie enzymu in vivo [114]. Wedtug tego modelu, dsRNA bedacy substratem dla
rybonukleazy Dicer jest zwigzany z r6znymi faktorami komdérkowymi. Domena helikazowa
moze pomaga¢ usuwac lub przemieszcza¢ te czynniki i dzieki temu umozliwia¢ wigzanie
i obrobke dsRNA przez enzym.

Rybonukleaza Dicer wymaga obecnosci ATP do wigzania egzogennego SiRNA,
podczas gdy tzw. rekombinowany enzym wigze siRNA przy braku ATP [115, 116]. Wykazano
takze, ze ATP stymuluje aktywno$¢ rybonukleazy Dicer w lizatach embrionalnych komérek
nowotworopodobnych [117] oraz, iz jest wymagane przy obrobkce dsRNA u D. melanogaster
[118]. Wydaje sie zatem, ze domena helikazowa moze peini¢ wiele funkcji, ktore decydujg
0 roznicach pomiedzy rybonukleazami Dicer pochodzacymi z réznych organizmdw.

Rybonukleaza Dicer pochodzaca z G. intestinalis nie posiada domeny wigzacej
dwuniciowy RNA - dsRBD, zlokalizowanej przy koncu C ortologow wystepujacych
u wyzszych eukariontéw. Jej funkcja nie jest jak dotad poznana, wydaje sie jednak, ze moze
by¢ zaangazowana w wigzanie substratu dsSRNA w sposéb podobny, jak czynig to bakteryjne
RNazy Il [114].

Rybonukleazy Dicer wyzszych eukariontow posiadajg takze konserwatywny rejon
0 dtugosci okoto 100 aminokwasoéw, nazwany domeng o nieznanej funkcji - DUF283
(ang. Domain of Unknown Function 283), zlokalizowany miedzy domenami helikazy i PAZ.
Stwierdzono istnienie niewielkiej homologii miedzy DUF283 a rejonem N-korcowym
rybonukleazy z G. intestinalis. Przypuszcza sie wiec, ze DUF283 moze uczestniczy¢

w tworzeniu platformy podobnej do tej wystepujacej u Dicer z G. intestinalis [105].

2.2.2.3 Model dziatania rybonukleazy Dicer
Zaproponowano kilka modeli generowania przez Dicer fragmentdw RNA

0 odpowiedniej dtugosci [119-121]. W oparciu o dane biochemiczne stwierdzono, ze ludzka
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rybonukleaza Dicer i bakteryjna RNaza Il zawierajg tylko jedno centrum aktywne, w ktérym
dochodzi do ciecia obu nici RNA. Wykazano jednak, ze w przypadku ludzkiej Dicer kazda
domena RNazowa tnie tylko jedna z nici dupleksu, dziatajac niezaleznie od siebie. Mutacje
reszt aminokwasowych Asp44 i GIullO w jednej z domen RNazowych prowadzg do braku
jej aktywnosci katalitycznej, nie wplywajac na aktywnos$¢ drugiej i odwrotnie. Miejsca
katalityczne utworzone sg przez cztery reszty aminokwasowe - Glu40, Asp44, Aspl07,
GlullO, ktore koordynujag po jednym dwuwartosciowym kationie (Mg™ lub  MnA"™A),
Zaproponowano takze, ze rolg domeny PAZ jest rozpoznawanie i wigzanie niesparowanych
nukleotydow na 3’-koncu dupleksu RNA. Wykazano, ze zastgpienie domeny PAZ domeng
wigzacg RNA z biatka UIA, prowadzi do rozpoznawania i ciecia substratow dsRNA
zawierajgcych sekwencje rozpoznawang przez UIA [122]. Wydaje sie, ze jedna z domen
RNazowych - RNaza llia, najprawdopodobniej razem z domeng PAZ odmierzajg miejsce
ciecia [121, 122]. RNaza llia jest duzo diuzsza od RNazy Illb i od innych typowych
katalitycznych domen RNazowych. Umiejscowienie domen RNazowych powoduje asymetrie
rejonu katalitycznego, gdzie Rllla tnie ta z nici RNA, ktora niesie grupe 3’-OH, a RIllb ni¢
posiadajacg5’-fosforan [121] (Rysunek 10).

Rysunek 10. Model dziatania rybonukleazy Dicer.

Domena wigzaca dsRNA (dsRBD) rozpoznaje dsRNA. PAZ rozpoznaje dwa niesparowane nukleotydy na 3’-koricach dsRNA
i wigze sie do nich. Miejsce ciecia wyznaczane jest przez odlegto$¢ miedzy domenami RNaz llia i domeny PAZ, nastepuje
przeciecie za 21., 22. lub 23. nukleotydem. W korcowym etapie domena helikazowa usuwa jedna z nici RNA.

Poznanie struktury krystalicznej rybonukleazy Dicer z G. intestinalis pozwolito
zaproponowa¢ prawdopodobny mechanizm dziatania wszystkich enzyméw z tej grupy.
Wykazano, ze odlegto$¢ miedzy miejscem aktywnym domeny RNazy llia a szczeling domeny
PAZ wigzacej niesparowane nukleotydy na koncu 3' RNA, wynosi ~65A, jest to dtugos¢ 25 pz
w dsRNA. Aby stworzy¢ model wigzania dwuniciowej czasteczki RNA przez Dicer,
w strukture krystaliczng enzymu wmodelowano forme A dsRNA. W miejsce wigzania jondw

metali Ml i M2 w domenach Rllla i RIlIb wbudowano dwie reszty fosforanowe idealnej helisy
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A RNA. dsRNA rozcigga sie dalej wzdtuz plaskiej powierzchni tworzonej przez domeng
platformy. Rejon ten charakteryzuje obecno$¢ dodatnio natadowanych reszt aminokwasowych,
ktére najprawdopodobniej bezposrednio oddziatujag z ujemnie natadowanym szkieletem
fosfodiestrowym helisy RNA. Niesparowane nukleotydy na koncu 3 dupleksu RNA
wpasowujg sie w kieszen domeny PAZ, a koniec 5 przylega do petli domeny PAZ,
specyficznej dla biatek z rodziny Dicer. Pomiedzy koncem 3’ helisy zwigzanej przez PAZ,
a grupg fosforanowg zwigzang przez RNAze llia jest dokfadnie 25 nukleotydéw. Diugosc
produkowanych przez Dicer fragmentdw RNA zalezy wiec od odlegtosci jaka dzieli domeny

RNaz i PAZ, czyli tak naprawde od dtugosci helisy taczacej [105].

2.2.2.4Przekazywanie nici do kompleksu RISC

Postuluje sie, iz dodatkowg aktywnoscig rybonukleazy Dicer jest przekazywanie jednej
z nici zhydrolizowanego RNA do kompleksu RISC. Dicer z prekursora pre-miRNA wycina
dupleks, ktory skiada sie z nici aktywnej - sSrRNA i nieaktywnej - STRNA*. Aktywny produkt
moze by¢é wycinany z obu stron trzonu czasteczki prekursorowej, zaréwno ze strony 3’,
jaki 5’

U D. melanogaster zidentyfikowano tzw. tadujgcy kompleks RISC (ang. RISC loading
complex), ktéry u cztowieka ma wielkos¢ ~500kDa i zbudowany jest z rybonukleazy Dicer,
biatek TRBP (ang. transactivating response RNA-binding protein) i PACT przytaczonych
do Argonaute 2 [123-125]. O wyborze aktywnej nici SrRNA decyduje stabilnos¢
termodynamiczna wycietego przez Dicer dupleksu. Nicig, ktora bedzie wskazywa¢ miejsce
wyciszania, jest ta, ktérej koniec 5 jest mniej stabilnie zwijany [50, 126]. Wykazano,
ze przy braku asymetrii termodynamicznej krétkiego dupleksu, do kompleksu RISC znacznie
czesciej przekazywana jest ta ni¢, ktorej koniec 3' jest zwigzany z domeng PAZ. Wiadomo
takze, ze w kompleksie RISC koniec 3’ nici stuzgcej jako sonda jest zwigzany z domeng PAZ
biatka Argonaute. Sugeruje sie wiec, ze krotki dupleks srRNA jest przekazywany od domeny
PAZ rybonukleazy Dicer do domeny PAZ biatka Argonaute. Domeny rybonukleazowe w tym
modelu znajdujg sie naprzeciw domeny PIWI biatka Argonaute. TRBP, ktéry moze
oddziatywac zaréwno z Dicer, jak i Argonaute, najprawdopodobniej funkcjonuje analogicznie
do R2D2 u D. melonogaster, wyczuwajac termodynamiczng asymetrie dupleksu RNA [114].
Stwierdzono, ze kompleks Dicer/TRBP/Ago2 wykazuje nie tylko zdolno$¢ do wyboru
aktywnej nici srRNA, ale i degradacji nici nieaktywnej, najprawdopodobniej przez biatko
Ago2[127].
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ni¢ antysensowa

ni¢ sensowa Argonaute Dicer
bardziej wydajne mniej wydajne
wyciszanie wyciszanie

Rysunek 11. Mechanizm przekazywania aktywnej nici SrRNA do kompleksu RISC.
A. Wyciszanie jest efektywniejsze, gdy koniec 3’ nici aktywnej jest zwigzany przez domeng PAZ.
B. Model przekazywania aktywnej nici sSrRNA.
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2.3. Aptamery

Aptamery sg to krotkie fragmenty kwasow nukleinowych lub biatek wykazujgce
wysokie powinowactwo i specyficzno$¢ wigzania czasteczek, wobec ktérych byty
selekcjonowane. Okreslenie aptamer pochodzi od facinskiego stowa ,aptus”, co oznacza
»pasowac”. Aptamery sg najczesciej identyfikowane metoda selekcji in vitro (SELEX, ang.
Systematic Evolution ofLigands by Exponential Enrichment).

Obecnie aptamery wykorzystuje sie w medycynie, biologii molekularnej oraz
biotechnologii. Mogg one pei¢ role inhibitorbw enzyméw posiadajacych zdolno$¢
rozpoznawania i oddziatywania z kwasami nukleinowymi (np.: polimeraz), a takze biatek,
ktore w warunkach fizjologicznych nie oddziatuja z RNA. Moga rowniez funkcjonowaé jako
ligandy wigzace inne molekuty (aminokwasy, nukleotydy, antybiotyki, witaminy), czy tez jako
enzymy (rybozymy). Do tej pory uzyskano bardzo wiele aptameréw oddziatujacych
z szeregiem roznych indywidudw, poczawszy od matych nieorganicznych czasteczek,
a skonczywszy na organizmach jednokomdrkowych. Specyficzno$¢ i wysokie powinowactwo
(stata dysocjacji rzedu nano- lub pikomoli) powoduje, ze aptamery czesto poréwnuje sie
do przeciwciat. Masa molekularna aptameru to $rednio 10-15 kDa, czyli okoto 10 razy mniej
niz masa pojedynczego przeciwciata [128], co pozwala im na efektywng penetracje

w organizmie oraz umozliwia szybsze usuwanie ich z krwiobiegu.

2.3.1 Selekcja in vitro

Istota metody jest wyodrebnienie oligonukleotyddw, ktore wykazuja wysokie
powinowactwo do czasteczki, wobec ktdrej prowadzi sie selekcje (czasteczki docelowej - CD)
i oddzielenie ich od pozostatych, ktdre nie wigzg sie z CD. Po raz pierwszy SELEX opisano

na poczatku lat dziewiecdziesigtych XX wieku [129, 130]. W metodzie tej wyr6zni¢ mozna

trzy etapy;
1, synteza biblioteki kombinatorycznej oligorybonukleotydow,
2. selekcja specyficznych oligorybonukleotydow,
3. identyfikacja wyselekcjonowanych aptamerdw.

Oligonukleotydy (RNA lub DNA) izoluje sie z bibliotek kombinatorycznych. Sg one
zbiorem wszystkich mozliwych do zsyntetyzowania oligonukleotydéw o dtugosci n. Kazdy
oligonukleotyd zawiera odcinki o znanej sekwencji zlokalizowane na koncach 3" i 5’
Wykorzystuje sie je do amplifikacji i klonowania selekcjonowanych czasteczek. Pomiedzy
sekwencjami znanymi wystepuje najistotniejszy w procesie selekcji fragment Srodkowy

0 przypadkowej sekwencji (ang. random sequence). Pula oligonukleotydéw, ktére tworza
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biblioteke kombinatorycznagjest ograniczona przez dtugos$¢ sekwencji losowej, tzn. im jest ona
dluzsza, tym wieksza liczba mozliwych do zsyntetyzowania czasteczek. W kazdej pozyciji
sekwencji losowej moze wystepowac jeden z czterech nukleotydéw A, G, C lub U/T.
W przypadku n-nukleotydowej czgsteczki daje to 4" mozliwych kombinacji.

Czasteczke docelowg inkubuje sie z syntetyzowang bibliotekg oligonukleotydowa,
nastepnie odmywa sie niezwigzane ligandy i izoluje kompleks oligo-CD. Ligandy
odseparowane od CD wykorzystywane sg jako matryce do syntezy czasteczek uzywanych
w kolejnym cyklu selekcji. W ten sposéb po kazdym cyklu otrzymuje sie zawezong pule
oligonukleotyddw, ktéra jest ponownie poddawana selekcji. Po przeprowadzeniu zaplanowanej
liczby cykli selekcyjnych czasteczki przepisywane sg na dsDNA, ktory wklonowywany jest
do wektora, namnazany w komorkach bakteryjnych, po czym pojedyncze klony poddawane

sg sekwencjonowaniu (Rysunek 12).

5 promotor T7 S-5

mona sekwencjo
~eBweRcia'Tosowa'] (3'-ZS) 3
mano scfcwencjoll J

(5-29) PCR oo s
promotor T7  5-7S seRSREIEHosoM"" (3-ZS) dsDNA

tronskrypcjo
przy utyciu
T7 polimerozy

. biblioteka RNA

wiozonie z biatkiem

) filtracjo
transkrypcja przy elektroforezo
uzyciu T7 polimerozy izolacja kompleksu” immunoprecypitacjo
RNA-biatko chromatogrofia
powinowactwa
RT-PCR

klonowanie i sekwencjonowanie

wyselekcjonowany oligomer RNA
(aptamer)

Rysunek 12. Schematyczne przedstawienie metody SELEX.

w pierwszym etapie projektowana jest biblioteka kombinatoryczna jednoniciowych fragmentdw DNA. Nastepnie w oparciu
0 uzyskang na drodze syntezy chemicznej biblioteke ssDNA otrzymywany jest dSDNA metodg PCR, z zastosowaniem
starterow s-5' i s-3’. NowooUzymany dsDNA stanowi matryce w reakcji U”nskrypcji in vitro. Uzyskang pule RNA
wykorzystuje sie w procesie selekcji wzgledem wybranej cechy, np.; zdolnosci do wigzania z biatkiem. W tym celu
przeprowadza sie hybrydyzacje RNA z biatkiem, a nastepnie usuwa sie niezwia”e czasteczki RNA. W kolejnym etapie RNA
jest izolowany z kompleksu z biatkiem, uzyskane aptamery stuzgjako matryce do otrzymania dsDNA metodg RT-PCR. W ten
spos6b zakonczony zostaje pierwszy etap selekcji. W kolejnym cyklu nowootrzymany dsDNA zostaje wykorzystany jako
matryca w reakcji transkrypcji do uzyskania zawezonej puli RNA. Po wykonaniu zaplanowanej liczby cykli selekcyjnych
dsDNA zostaje wklonowany do plazmidéw, namnozony w komorkach bakteryjnych, pojedyncze klony poddawane sg
sekwencjonowaniu.
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2.3.2 Zastosowanie aptamerow w terapii

Dzieki zdolnosci do efektywnego i selektywnego wigzania czasteczek docelowych,
aptamery uwazane sg za obiecujace czynniki terapeutyczne. Poglad ten wydajg sie potwierdzac
pierwsze udane proby zastosowania aptamerow w medycynie.

Oligorybonukleotyd oznaczony symbolem NX-1838 jest silnym inhibitorem
angiogenezy i zostat wykorzystany do produkcji leku o nazwie Macugen® w jednostce
chorobowej zwanej zwyrodnieniem plamki zottej zwigzanej z wiekiem (AMD, ang. age-
related macular degeneration) [http://www.centerwatch.com/patient/drugs/areal3.html].
Gtownym czynnikiem powodujgcym przerost naczyn krwionos$nych i wysieki prowadzace
do zmian zwyrodnieniowych jest podwyzszony poziom akumulacji jednej z izoform czynnika
wzrostu komérek srédbtonka (VEGF, ang. vascular endothelial growth factor) - VEGFiss.
Przeprowadzono selekcje RNA i uzyskano 3 aptamery, ktore specyficznie rozpoznajg VEGF|ss
[131]. Wykazano, ze aptamer NX-1838 moze by¢ podany bezposrednio do ciatka szklistego
oka, zapobiegajac wiagzaniu VEGF przez receptory VEGFR1 i VEGFR2 [132, 133].
Na podstawie badan klinicznych stwierdzono poprawe wzroku u 80% pacjentéw, w 3 miesigce
po podaniu aptameru.

Kolejnym przyktadem zastosowania aptamerow w medycynie jest 9.3t (zbudowany
z 2’-fluoro-pirymidyn), ktoéry hamuje aktywno$¢ czynnika [Xa, proteazy serynowej,
uczestniczacej w tworzeniu trombiny (indukuje proces krzepnigcia krwi) z protrombiny [134].
Krzepniecie krwi w tetnicach lub zytach (tromboza, zakrzepica), prowadzace do zmniejszenia
lub zatrzymania przeptywu krwi, jest jednym z czynnikbw powodujgcych chorobe
niedokrwienng serca. Bazujac na sekwencji 9.3t zaprojektowano oligonukleotyd antysensowy
(5-2C) tak, aby po zwigzaniu z aptamerem blokowat jego aktywnos$¢. Wykazano, ze Peg-9.3t
znaczaco przedtuza czas krzepniecia krwi in vitro oraz in vivo. Ponadto po dodaniu 5-2C,
aktywnos$¢ antykoagulacyjna aptameru jest efektywnie i szybko znoszona [134, 135].
Wykazano réwniez, ze podczas operacji serca (z krgzeniem pozaustrojowym) u Swin aptamer
skutecznie zastepuje heparyne, nie zauwazono powstawania skrzepéw. Ponadto, podawane
antidotum 5-2C jest dobrze tolerowane przez organizm [136].

Niezwykta zmienno$¢ genetyczna wiruséw, ktérych genom zbudowany jest z RNA
(wirusy RNA oraz retrowirusy) sprawia, ze jak dotad nie udato sie otrzymac lekéw
umozliwiajgcych skuteczng walke z wywotywanymi przez nie infekcjami. Metode SELEX
wykorzystano wiec do uzyskania aptamerow wobec odwrotnej transkryptazy wirusa HIV-1
[137]. Jeden z nich znacznie obniza aktywno$¢ polimerazowg HIV-1 RT, nie wplywajac

na pozostate aktywnosci RT [137]. Wykazano ponadto, ze wprowadzenie do komorek
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zainfekowanych wirusem HFV-1, specjalnych konstruktéw z sekwencjg aptameréw otoczong
przez rybozymy, efektywnie inhibuje aktywno$¢ RT kilku subtypéw wirusa HIV-1, takze tych
opornych na stosowane w terapii leki przeciwwirusowe. Zaobserwowano réwniez,
ze w kapsydach wirionbw HIV-1 uwalnianych z komorek znajdujg sie aptamery oraz,
ze zdolno$¢ tych wiriondw do infekcji komorek reporterowych jest znaczaco zredukowana
(0 90-99.5%) [138].

Selekcje aptamerdw in vitro przeprowadzano réwniez wobec biatka otoczki wirusa
HIV-1 (glikoproteiny 120, gpl20), ktéra odpowiedzialna jest za rozpoznawanie komorek
ukfadu immunologicznego [139]. Scharakteryzowano aptamery RNA specyficzne wobec
miejsca wigzania CCR5, ktére ponad 1000-krotnie obnizajg infekcyjnos¢ H1V-1 w ludzkich
obwodowych komdrkach jednojadrzastych krwi (PBMCs, ang. Peripheral Blood Mononuclear
Cells) [140].

W ostatnich latach wyselekcjonowano takze aptamery wigzace biatka wirusa HCV:
proteaze serynowg oraz polimeraze RNA zalezng od RNA. Uzyskano aptamery hamujgce
specyficznie aktywnosci tych enzymow wirusowych [141, 142].

Wiele biatek sygnatowych zaangazowanych w procesy roznicowania oraz wzrostu
komorek moze funkcjonowac jako onkogeny, powodujgc transformacje nowotworowe. TTAI
jest aptamerem wyselekcjonowanym wobec tenascyny C [143], ktéra produkowana jest
w komdrkach podczas rozwoju ptodowego, gojenia ran, regeneracji narzadow, ale takze
w stanach patologicznych (nowotworzenie, choroby naczyniowe, infekcje) [144, 145].
Przetestowano mozliwosci dostarczania radioizotopéw oraz lekdw cytotoksycznych
do komorek rakowych z wykorzystaniem TTAIL Przebadano w tym celu komorki
nowotworéw piersi, ptuc, okreznicy i glejaka. Wyznakowany TTAI podawano dozylnie
i obserwowano powstawanie jasnej, okotonaczyniowej fluorescencji. Stwierdzono, ze szybkie
pobieranie i usuwanie TTAIl z krwi oraz tkanek pozwala na wyrazne obrazowanie

nowotworéw [146].
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z przedstawionych wczes$niej informacji wynika, ze krotkie czasteczki RNA sg,
obok biatek, gtéwnymi czynnikami regulujagcymi proces ekspresji informacji genetycznej.
Woptywajg one na strukture genomu, transkrypcje, stabilnos¢ RNA, translacje. Mogg tez
chroni¢ organizm przed inwazjg obcego materialu genetycznego, np.. wirusowego.
Regulatorowe RNA nie dziatajgjednak samodzielnie. Zaréwno ich powstanie, jak i wiasciwe
funcjonowanie uwarunkowane jest obecnos$cig wielu biatek. Sposrdd réznych klas enzymow
wspotdziatajacych z regulatorowymi RNA, nukleazy wydajg sie by¢ tymi, ktére w ostatnich
latach skupity szczeg6lng uwage badaczy. Postanowitam zatem stwierdzi¢ czy czasteczki RNA
moga by¢ nie tylko substratami, ale i regulatorami aktywnosci nukleaz.

Jako obiekt moich badan wybratam dwa biatka: odwrotng transkryptaze wirusa HIV-1
(HIV-1 RT), w strukturze ktérej wystepuje domena RNazy H, posiadajagca zdolnosé
do trawienia RNA w obrebie heterodupleksu DNA/RNA oraz ludzkyg rybonukleaze Dicer,
wykazujacg zdolno$¢ trawienia dwuniciowych regiondbw RNA. Postawitam hipoteze,
ze w organizmie ludzkim moga wystepowaé krétkie czasteczki RNA regulujace aktywnos¢
biologiczng obu rybonukleaz.

Celem mojej pracy jest wiec identyfikacja krétkich czagsteczek RNA, ktére wptywaja
na aktywnosci biatek uczestniczacych w procesach zwigzanych ze specyficznym cieciem RNA
(odwrotna transkryptaza wirusa HIV-1 i ludzka rybonukleaza Dicer) i sprawdzenie

czy zidentyfikowane czasteczki RNA moga by¢ zakodowane w genomie cztowieka.

Osiggniecie tak zarysowanego celu wymagato realizacji nastepujacych zadan szczeg6towych:
1. Selekcja aptamerow wobec HIV-1 RT.
2. Analiza bioinformatyczna zidentyfikowanych sekwencji i motywow RNA.
3. Testowanie wptywu aptamerdéw na aktywnosci HIV-1 RT.
4. Selekcja aptamerdw specyficznie wigzacych rybonukleaze Dicer.
5. Analiza bioinformatyczna wyselekcjonowanych sekwencji i motywow RNA.
6. Analiza wptywu uzyskanych aptameréw na aktywno$¢ enzymu.
7. Sprawdzenie czy sekwencje specyficzne wobec HIV-1 RT i rybonukleazy Dicer

zakodowane sg w genomie cztowieka.
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4. MATERIALY | METODY

4.1 Materiaty

4.1.1 Oligonukleotydy DNA i RNA
Uzyte w badaniach jednoniciowe czasteczki DNA i RNA zakupiono w firmie IBA Germany.
Sekwencje czasteczek DNA przedstawiono w Tabeli 1, czgsteczek RNA w Tabeli 2.

Tabela 1. Wykorzystywane w badaniach oligonukleotydy DNA

nazwa
Bibl - ATH
AT2
AT3
AT2e
AT3p
Bibl - ATD
ATD2
ATD3
ATD2e
ATD3p
HELPERdI
EtoEdI
EtoEp

EtoE-T7-RNA

HELPERdI-T-RNA

HELPERdI-DNA

Hybl8-DNA

sekwencja
GGGAGGGTTCATGGTTGT (N)igACGACCATGGACCCTCCC
TAATACGACTCACTATAGGGAGGGTCCATGGTCGT*
GGGAGGGTTCATGGTTGT
ATGAATTCGGGAGGGTCCATGGTCGT**
ATCTGCAf .GGGAGGGTTCATGGTTGT**
GGCTAACTGTTAACATGG(N)20GCTACTTATGATTCTCCC
TAATACGACTCACTATAGGGAGAATCATAAGTAGC*
GGCTAACTGTTAACATGG
ATGAATI( GGGAGAATCATAAGTAGC**
ATCTGCAt GGCTAACTGTTAACATGG**
CGAGTCCGAACCTCTGCTCGATTATTTACACCAGGTAGGAACGGG
CTCGAGGAGAGCCCTGTTCCAGGTAGGAACGGG
CCCGTTCCTACCTGG
TAATACGACTCACTATAG

CCCGTTCCTACCTGGTGTAAATAATCGAGCAGAGGTTCGGACTCGC
TATAGTGAGTCGTATTA

GCGAGTCCGAACCTCTGCTCGATTATTTACACCAGGTAGGAACGGG

AGCTCCCAGGCTCAGATC

* Sekwencja promotora polimerazy RNA T7 zaznaczona na zielono

** Sekwencje rozpoznawane przez enzymy restrykcyjne zostaty zaznaczone na pomaranczowono

dtugosc
46 nt
35nt
18 nt
26 nt
26 nt
56 nt
35 nt
18 nt
26 nt
26 nt
45nt
33nt
15nt

18nt
64nt

46 nt

18nt
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Tabela 2. Wykorzystywane w badaniach oligorybonukleotydy.

nazwa sekwencja dbtugosc

HybI8-RNA gaucugagccugggagcu 18 nt
HELPERdI-RNA  gcgaguccgaaccucugcucgauuauuuacaccagguaggaacggg 46 nt
MD16 guggacuucgguccac 16 nt
ATH | gggaggguucaugguuguccggacgaccauggacccucce 40 nt
ATH 11 gguuguccggacgacc 16 nt
ATH 12 agucguccggacgacu 16 nt
ATD13.6 gggagaaucauaaguagcggugugugagucguggugccccauguuaacaguuagce 56 nt
ATDI5.14 gggagaaucauaaguagccgggccuccccaucccugecccauguuaacaguuagec 56 nt
ATD15.26 gggagaaucauaaguagcacauugaguguugcccuuccccauguuaacaguuagec 56 nt
ATD15.52 gggagaaucauaaguagcgcagugagucguugugcugcccauguuaacaguuagec 56 nt
hsa-miR33 gugcauuguaguugcauugcauguucuggugguacccaugcaauguuuccacagugcauca 61 nt
hsa-miR210 gccccugeccaccgeacacugegeugecccagacccacugugegugugacageggeug 58 nt
4.1.2 Enzymy

producent Fermentas:
polimeraza DNA Taq (5 U/pl), polimeraza RNA T7 (200 U/pl),

producent Promega
Kinaza polinukleotydowa T4 (10 U/pl), ligaza DNA T4 (1-3 U/pl), odwrotna transkryptaza Mu-MLV
(200 U/pl), £coR 1(12 U/pl), Pyt 1 (10 U/pl)

Producent Eppendorf;
Prime RNase inhibitor (15 U/pl)

Producent Ambion:
Rybonukleaza Dicer (1 U/pl)

Producent Stratagene:
Rybonukleaza Dicer (0,5 U/pl)

4.1.3 Plazmidy

Wektor ekspresyjny pDARI - zawiera cDNA kodujgce biatko pes oraz proteaze HIV-1
Wektor ekspresyjny pETlla (producent Novagen)
PlazmidpUC19 (producent Novagen)

4.1.4 Bakterie

Escherichia coli szczep BL21(DE3)pLysS (producent Promega) - szczep bakteryjny do otrzymywania
bialek, posiada plazmid pLysS kodujacy lizozym bakteriofaga T7 oraz plazmid kodujacy polimeraze
RNA T7. Sekwencja kodujaca polimeraze znajduje sie pod promotorem lac UV5, indukowanym IPTG.

Escherichia coli szczep DH5a (producent Gibco BRL)
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4.1.5 lzotopy

ATP [y MP] 4000-5000 Ci/mmol, producent ICN
CTP [aP] 3000 Ci/mmol, producent ICN

4.1.6 Gotowe zestawy do badarn biochemicznych

- wypetnienie Ni-NTA Agarose do kolumny jonowymiennej, producent Qiagen,

- His»Bind® Buffer Kit - zestaw do oczyszczania biatek posiadajgcych ogon histydynowy (His-Tag)
metodg chromatografii powinowactwa, producent Novagen,

- HiTrap® Q - kolumnajonowymienna (pojemno$¢ Iml), producent GE Healthcare,

- sita molekularne, 30 000 MW, producent Millipore,

- PCR Purification Kit - zestaw do oczyszczania DNA,

- ABI PRISM® Big Dye™ - zestaw do sekwencjonowania, producent ABI-PRISM,

4.1.7 Odczynniki

Sigma - dekstroza, glicyna, etanol, izopropanol, fenol, chloroform, ampicylina, dodecylosiarczan sodu
(SDS), kwas etylenodiamino-tetraoctowy (EDTA), ditiotreitol (DTT), Tris, blekit bromofenolowy,
cjanol ksylenowy, akrylamid, N,N’-metylenobisakrylamid, nadsiarczan amonu (APS), kwasny fosforan
sodu (Na:HPoa4), mocznik, HEPES, p-merkaptoetanol, siarczan niklu, imidazol, dekstroza

POCh - chlorek sodu (NaCl), kwas borowy (H2BOs), wodorotlenek sodu (NaOH), octan amonu
(CH3sCOONHp3), octan sodu (CHsCOONa), kwas octowy (CHsCOOH), kwas solny (HCI), metanol
Merck - chlorek magnezu (MgCl2),

Fermentas - roztwor czterech 5’- trdjfosforanéw rybonukleozydowych (NTP), roztwor czterech 5'-
trojfosforandw deoksyrybonukleozydowych (dNTP),

Serva - TEMED, agaroza, pepton, trypton, wycigg drozdzowy, bacto-agar

Eppendorf - X-gal, izopropylotiogalaktozyd (IPI'G)

4.1.8 Bufory
Bufory do oczyszczania HIV-1 RT na kolumnie niklowej

Bufor |
50 mM NazHPoa4 pH 8.0
50 mM NaCl

Bufor Il
50 mM NazHPoa4 pH 7.0
300 mM NacCl

Bufor 111

50 mM NazHPo4 pH 6.0
300 mM NaCl

10% glicerol

Bufory do regeneracji kolumny niklowej:

Bufor oczyszczajacy (1 X):
100 mM EDTA

0,5 M NaCl

20 mM Tris-HCI
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Bufor tadujacy (1x):
50 mM NiSoa

Bufor wigzacy (1x1:

5 mM imidazol

0,5 M NaCl

20 mM Tris-HCI pH 7.9

Bufor do oczyszczania HIV-I RT na kolumnie jonowymiennej HEPES (50mM, oH 7.0):
I,5mMNa2HP04

275 mM NaCl

10 mM KCI

10 mM dekstroza

50 mM HEPES

Bufor X - do przechowywania HIV-1 RT
50 mM Tris-HCI pH s

200 mM NacCl

100 mM EDTA

I mMDTT

50% glicerol

Bufor do selekcji aptameréw RNA wobec H1V-1 RT
50 mM Tris-HCI pH 7.7

200 mM octan potasu

10 mMDTT

Bufor do selekcji aptameréw RNA wobec ludzkiej rybonukleazy Dicer
20 mM Tris-HCI pH 8.0

150 mM NaCl

2,5 mM MgCl:

Bufor do okreslanie statej dysocjacji aptamer:Dicer
20 mM Tris-HCI pH 7.5

50 mM KClI

I mMDTT

I mM ATP

Bufor do elektroforezy biatek w zelu poliakryloamidowym w warunkach denaturujgcych
30.2 g Tris-HCI (C"=250 mM)

144.2 g glicyna (Ck=1,92 M)

10 g SDS (Ck=35 mM)

dopetniano wodg do 1000 ml

Bufor denaturujacy do naktadania probek na zel biatkowy 4x - SB (ang. sample buffer)
2,5 ml IM Tris-HCI, pH 6,8 (Ck=200 mM)

2 ml P-merkaptoetanol (Ck=20%)

0,8 g SDS (Ck=8%)

15 mg btekitu bromofenolowego (Ck=0,15%)

4 ml glicerolu (Ck=40%)

dopetniono H20 do 10 ml
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Bufor do elektroforezy kwaséw nukleinowych w zelu poUakryloamidowym (TBE) 10x
108gTris-HCI (Ck=890mM)

55 g kwas borowy (Ck=890 mM)

40 ml 0,5M EDTA pH 8.0 (Ck=20 mM)

dopetniono H20 do 1000 ml

Bufor do elektroforezy komplekséw kwas nukleinowy-biatko w warunkach natywnych (TB) 10x
108gTris-HCI
55 g kwas borowy

Bufor denaturujgcy do naktadania probek na zel poliakryloamidowy 4x - UD (ang. urea dye)
0,05% btekit bromofenolowy

i/lub 0,05% cjanol ksylenowy

w 7M wodnym roztworze mocznika

4.1.9 Roztwory

Roztwory do izolacji plazmidéw w matej skali metodg lizy w warunkach alkalicznych
(tzw. mini-prepy:

roztwér ALM1
50 mM dekstroza
10 mM EDTA
25 mM Tris

roztwér ALM2 (Swiezo przygotowany)
1%SDS
0,2 M NaOH

roztwor neutralizujacy
7.5 M octan amonu

Roztwory do wybarwiania bialek rozdzielonych metodg elektroforezy w zelu
poUakryloamidowym

roztwor barwigcy C (na 1000 ml)
500 ml metanolu

100 ml kwasu octowego

2.5 g Blekitu Coomassie’go R-250
dopetnic¢ H20 do 1000 ml

roztwor odbai wiaiacy (na 1000 ml)
100 ml metanolu

50 ml kwasu octowego

dopetni¢ H20 do 1000 ml

Roztwér do wybarwiania kwaséw nukleinowych po elektroforezie w zelu agarozowym
i poUakryloamidowym
Bromek etydyny (roztwér wodny 0,5 pg/ml)

Roztwor X-gal (0,5 mg/ml) w dimetyloformamidzie (DMF)
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Wodny roztwér IPTG (IM lub 0,1 M)

Wodny roztwor ampicyliny (0,1 g/ml)

4.1.10 Pozywki

Pozywka ptynna LB

10 g Bacto®-tryptonu

5 g ekstraktu drozdzowego

I0gNaCl

dopetniono H20 do 1000 ml i sterylizowano przez autoklawowanie

Pozywka ptynna LB z ampicyling (Ck 0,2 mg/ml)
do 11 wysterylizowanej i schtodzonej do temp. co najmniej 55°C pozywki LB dodawano 2 ml roztworu
ampicyliny (100 mg/ml)

Pozywka SOC

20 g Bacto®-tryptonu

5 g ekstraktu drozdzowego

0,5 g NaCl

sterylizowano, a nastepnie dodawano glukoze do kofcowego stezenia 20 mM

Pozywka stata z ampicyling (Ck 0,2 mg/ml)

2 g Bacto®-tryptonu

1,25 g wyciggu drozdzowego

1,25 g NaCl

3,75 g bactro-agaru

dopetniono H20 do 250 ml

sterylizowano, pozywke schtodzono do temp. 55°C, dodawano 0.5 ml roztworu ampicyliny
(zoo mg/ml) i wylewano na phytki

4.1.11 Zele

Zele poliakryloamidowe do rozdziatu etektroforetycznego biatek w warunkach denatrurujacych

15% rozdzielajacy zel poliakryloamidowy

6,(X) ml 30% akrylamidy 0,8% N,N’-metylenobisakrylamid
4,40 ml IM Tris-HCI pH 8,7

0,12 ml 10%SDS

0,01 ml TEMED

0,04 ml 10% APS

dopetniono H20 do 12 ml

5% zaeeszczaiacy zel poliakryloamidowy

0,850 ml 30% akrylamid/ 0,8% N,N’-metylenobisakrylamid
0,625 ml IM Tris-HCl pH 6,8

0,050 ml 10% SDS

0,012 ml TEMED

0,025 ml 10% APS

dopetniono H20 do 5 ml
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Zele poliakryloamidowe do rozdziatu efektroforetycznego kwaséw nukleinowych:

12% natvwnv zel poliakryloamidowy (na 1000 ml)
120 ¢ akryloamidu

3,96 g bis-akryloamidu

100 ml IOXTBE

dopetic¢ do 1000 ml H20

6% natvwnv zel poliakryloamidowy (na 1000 ml)
60 g akryloamidu

2,02 g bis-akryloamid

100 ml 10x TBE

dopeti¢ do 1000 ml H20

8% denaturujacy zel poliakryloamidowy (na 1000 ml)
80 g akryloamidu

2,64 g bis-akryloamidu

420 g mocznika'

100 ml IOXTBE

dopetic¢ do 1000 ml H20

12% denaturujacy zel poliakryloamidowy (na 1000 ml)
120 ¢ akryloamidu

3,96 g bis-akryloamidu

420 g mocznika'

100 ml 10x TBE

dopetni¢ do 1000 ml H20

4.1.12 Wzorce dtugosci DNA
0.1kB (0,5 mg/ml, producent SIGMA)

4.1.13 Wzorce masy biatek

Mid-Range Protein Molecular Weight Marker
(0,5 mg/ml), 14,4 - 97,4 kDa, producent Promega

Unstained Protein Molecular Weight Marker
(0,1-0,2 mg/ml), 14,4 - 116,0 kDa, producent Fermentas
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4.2 Metody

4.2.1 Transformacja komorek bakteryjnych metoda elektroporacji

do 100 pl zawiesiny komorek kompetentnych E. coli, szczep BL2!(DE3)LysS, dodawano ! ng
plazmidu, cato$¢ umieszczano w kuwecie i przeprowadzano elektroporacje (warunki elektroporacji:
napiecie - 2,5 kV; pojemnos$¢ pola - 25 pF; oporno$¢ - 200 Q; czas trwania: 3-7 msec)

do transformowanych komorek dodawano | ml ptynnej pozywki LB i wytrzgsano 45 min. w 37°C,
300 obr./min.

100 - 500 pl zawiesiny bakteryjnej nanoszono na ptytke z pozywka statg zawierajgcg ampicyling
i inkubowano przez noc w 37°C

nastepnego dnia otrzymywano pojedyncze kolonie bakterii

4.2.2 Transformacja komorek bakteryjnych metodg heat-shock

do 100 pl zawiesiny komorek kompetentnych DH5a (patrz 4.2.4) dodawano 2 pl mieszaniny
ligacyjnej i inkubowano 45 min. na lodzie

zawiesine ogrzewano przez 90 sek. w temp. 42°C

schfadzano 5 min. na lodzie

do transformowanych komorek dodawano 800 pl ptynnej pozywki SOC i wytrzasano Ih w temp.
37°C przy 280 obr./min.

bakterie wirowano 2 min. przy predkosci 4(X)0 obr./min., w temperaturze pokojowej

supernatant dekantowano, a osad zawieszano w 200 pl pozywki SOC

do 100 pl zawiesiny bakteryjnej dodawano 60 pl X-gal (50 pg/ml) oraz 30 pl 0,1M roztwom
wodnego IPTG (plazmidy z systemem Blue/White screening)

100 pl zawiesiny bakteryjnej nanoszono na ptytke z pozywka statg zawierajaca ampicyling
i inkubowano przez noc w temp. 37°C

nastepnego dnia otrzymywano pojedyncze kolonie bakterii, obecno$¢ lub brak insertu w plazmidzie
stwierdzano na podstawie barwy kolonii - biate z insertem, niebieskie bez insertu

4.2.3 Przygotowanie stocku glicerolowego bakterii

pobrano zaszczepke z pojedynczej kolonii uzyskiwanej po transformacji komoérek bakteryjnych
i przenoszono do 10 ml pozywki LB z ampicyling, hodowle prowadzono do momentu uzyskania
przez komdrki fazy wzrostu logarytmicznego, gestosci optycznej OD600=0,6-0,8

nastepnie pobierano 900 pl hodowli, dodawano 1(X) pl 80% glicerolu

umieszczano na suchym lodzie

przechowywano w -80“C
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4.2.4 Przygotowanie komoérek kompetentnych do transformacji metoda heat-shock

zaszczepke pobierano ze stoku glicerolowego bakterii kompetentnych szczepu E. coli DH5a
i przenoszono do 10 ml pozywki LB, hodowle prowadzono 12h wytrzgsajac przy 280 rpm,
w temp. 37°C

do 100 ml pozywki LB dodawano 1 ml nocnej hodowli bakterii DH5a

wytrzasano przy 280 rpm do momentu, gdy OD” oo osiggato wartos¢ 0.3-0.6

wirowano w 4°C przez 4 min. przy 4000 rpm

supernatant dekantowano, osad zawieszano w 4 ml 100 mM CaCh

inkubowano na lodzie 25 min

wirowano w 4"C przez 4 min. przy 4000 rpm

osad zawieszano w 2 ml 75 mM CaCL z dodatkiem 25% glicerolu

rozpipetowywano po 1oo0 pl

komorki kompetentne przechowywano w (-80°C)

4.2.5 Otrzymywanie plazmidow w matej skali metodg lizy w warunkach alkalicznych

pojedyncze kolonie bakteryjne przenoszono do 2 ml ptynnej pozywki LB z ampicyling i wytrzasano
12-14 h w temp. 37°C

nastepnego dnia zawiesing bakterii wirowano 1 min. z predkoscig 10000 rpm

roztwdr dekantowano, a zawierajacy bakterie osad zawieszano w 100 pl roztworu ALMI

dodawano 200 pl Swiezo przygotowanego roztworu ALM2, delikatnie mieszano i inkubowano
5 min. na lodzie

dodawano 150 pl 7,5M CHsCOONHa4, mieszano i inkubowano 20 min. na lodzie

wirowano 15 min. z predkoscig 14000 rpm w temp. pokojowej

supernatant przenoszono do nowych probdwek i dodawano | ml 96% etanolu

inkubowano 2o min. w temp. pokojowej

wirowano 15 min. z predko$cig 14000 rpm

roztwor dekantowano, a osad, po wysuszeniu rozpuszczano w 50 pl H20 z dodatkiem 2 pl RNazy A
(o stezeniu 2,5 mg/ml), wydajnos¢ izolacji to ok. 5-10 pg plazmidu

4.2.6 Otrzymywanie HIV-RT (p66/p51) w matej skali

do 10 ml pozywki LB z ampicyling przenoszono niewielkg ilo$¢ stoku bakterii BL21(DE3)LysS
transformowanych wektorem; hodowle prowadzono przez noc w 37"C, wytrzgsajac 300 rpm
nastepnego dnia do 20 ml $wiezej pozywki LB z amipcyling przenoszono 100 pl hodowli nocnej,
wytrzagsano 280 rpm, w 37°C, do momentu osiggniecia przez hodowle wartosci OD = 0.8-0.9
pobierano 1 ml zawiesiny bakteryjnej przed indukcja - préba zerowa

nastepnie do hodowli dodawano 10 pl IPTG (O.IM)
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po Lh, 2h, 3h i 4h pobierano | ml hodowli

wszystkie probki wirowano | min, przy 13000 rpm, w temperaturze pokojowej

supernatant dekantowano, a osad zawieszano w buforze IXSB i zamrazano w -20“C

po odmrozeniu bakterie wirowano z predkoscig 13000 rpm, 20 minut w 4"C

supernatant naktadano na 15% zel poliakryloamidowy do rozdziatu etektroforetycznego biatek
w warunkach denatrumjacych, uprzednio denaturujgc biatka 3 min. w 100“C

4.2.7 Otrzymywanie HIV-1 RT w duzej skali

zaszczepke pobierano ze stoku glicerolowego bakterii E. coli BL21(DE3)pLysS, transformowanych
wektorem pDARI, i przeniesiono do 10 ml pozywki LB z ampicyling, hodowle prowadzono 12h
wytrzasajac przy 280 rpm, w 37°C

5 ml zawiesiny bakterii zaszczepiano 0,5 | pozywki LB z ampicyling i inkubowano w 37°C przez
okoto 3 - 4 h, caly czas wytrzasajac przy 280 rpm; inkubacje prowadzono do momentu osiggniecia
przez hodowle bakteryjna gestosci optycznej OD 600 =0,6 - 0,8

do 051 hodowli bakteryjnej dodawano 250 ml IM roztworu wodnego IPTG i wytrzgsano
przez 3 -5 h, przy 280 rpm, w 37°C

zawiesine bakterii wirowano 15 min. z predkoscig 5000 rpm, w 4°C

roztwdr dekantowano, a osad zawieszano w buforze |, w proporcji 5 g komdrek na 10 ml buforu,
w4°C

zawiesine inkubowano 0,5 h na lodzie

dodawano | ml 4M NaCl, inkubowano na lodzie przez kolejne 15 min

sonikowano trzykrotnie po 30 sec (amplituda 70-80% - aparat Autotune Series, High Intensity
Ultrasonic Processor, 750 Watt Model, producent Sigma), z 5 min. odstepami na inkubacje
na lodzie

uzyskang zawiesing wirowano 30 min. z predkoscig 15000 rpm, w 4°C

supernatant przenoszono do nowej probowki i rozciericzano jedng objetoscig buforu Il

tak przygotowany ekstrakt nanoszono na kolumne niklowa, uprzednio zréwnowazong buforem |l

4.2.8 Oczyszczanie biatek - chromatografia powinowactwa

ekstrakt biatkowy w buforze 11 nanoszono na kolumne niklows, zréwnowazong buforem Il
kolumne przemywano 20 ml buforu Il

kolumne przemywano 20 ml buforu IlI, zawierajgcego imidazol (Ck=10 mM)

kolumne przemywano 10 ml porcjami buforu Il1, do kazdej kolejnej porcji dodawano imidazol tak,
by jego stezenie koricowe wzrastato stopniowo i wynosito: 100, 200, 300, 400, 500 mM

zebrane frakcje analizowano metodg elektroforezy w 15% denaturujgcym zelu
poliakryloamidowym
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- frakcje, zawierajacg pozgdane biatko, zageszczano na filtrach 30,000 MW (producent Millipore)
w obecnosci buforu 50 mM Tris pH 8,0

4.2.9 Oczyszczanie biatek - chromatografia jonowymienna

- ekstrakt biatkowy w buforze 50 mM Tris pH 8,0 (po zageszczaniu do objetosci | ml) nanoszono
na kolumne Q-sefarozowa, zréwnowazong buforem 50 mM Tris pH 8,0

- kolumne przemywano 10 ml buforu 50 mM Tris pH 8,0

- kolumne przemywano gradientem buforu 50 mM Tris pH 8,0 - 50 mM Hepes pH 7,0

- zebrane frakcje analizowano metodg elektroforezy w 15% denaturujacym zelu
poliakryloamidowym

- frakcje, zawierajacg pozadane biatko, zageszczano na filtrach 30,000 MW (producent Millipore)
w obecnosci buforu 50 mM Tris pH 8,0

- w celu wymiany buforu lub zageszczenia biatka, preparat biatkowy sgczono na filtrach 30,000 MW
(producent Millipore).

4.2.10 Elektroforeza biatek w zelach poliakryloamidowych

Otrzymywane preparaty biatkowe poddawano analizie metodg elektroforezy w  15%
denaturujgcym zelu poliakryloamidowym. Do prébek dodawano V* objetosci buforu SB, preparaty
poddawano denaturacji 3 min. w 94°C, inkubowano 5 min. na lodzie i nanoszono na zel. Poczatkowe
warunki rozdziatu wynosity: natezenie 25 mA oraz napiecie 80 V (w zelu zageszczajacym). Po wejsciu
preparatow w zel rozdzielajacy, podwyzszano natezenie do 50 mA, a napiecie do 200 V. Jako wzorzec
masy czasteczkowej biatek wykorzystywano Mid-Range Protein Molecular Weight Marker (0,5 pg).
Produkty rozdziatu etektroforetycznego barwiono w roztworze Coomasie Brillant Blue R przez Ih,
a nastepnie ptukano w roztworze odbarwiajgcym przez kolejng godzine.

4.2.11 Amplifikacja DNA w duzej skali

Przed pierwszym cyklem selekcji amplifikowano metodg PCR DNA tworzace biblioteke
kombinatoryczng. Podobnie po kolejnych cyklach selekcyjnych amplifikowano zawezong pule
czasteczek RNA, po uprzednim przeprowadzeniu reakcji odwrotnej transkrypcji. Mieszaniny do reakcji
PCR przygotowywano w objetosci 400 pl, po czym rozpipetowywano je kazdorazowo do s probowek
(0,2 ml). Reakcje PCR przeprowadzano w aparacie firmy Biometra®, jej skfad podano w Tabeli 3.
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Tabela 3. Skfad typowej reakcji PCR.
sktadnik

Matryca

Starter komplementarny do korica 5' powielanego
fragmentu

Starter komplementarny do korica 3' powielanego
fragmentu

Bufor reakcyjny'
Mieszanina dNTP
MgClz

Polimeraza DNA Taq
HjO

Materiaty i metody

poczatkowe koncowe
25 pmoli/pl 1,5 pmola/pl
25 pmoli/pl 2 pmole/pl
25 pmoli/pl 2 pmole/pl
10X IX
2,5mM 0,2 mM
25 mM 1,5 mM
2,5Ul/pl 5U

dopetniano do pozadanej objetosci

25°C), 20 mM (NHa4)2So4, 0,01% (v/v) Tween 20

Warunki, w jakich przeprowadzano reakcje PCR podano w Tabeli 4.

Tabela 4. Warunki reakcji PCR

etap temperatura czas

denaturacja wstepna 93°C 30 sek
denaturacja 93°C 30 sek
hybrydyzacja 52"C 30 sek
elongacja 72"C 1 min
elongacja koncowa ITC 5 min

4.2.12 Transkrypcja in vitro

ilos¢ powtdrzen

1

30

Transkrypcje przeprowadzano w objetosci 50 pl, mieszanine reakcyjna, o skfadzie podanym

w Tabeli 5, inkubowano przez 4 godziny w 37"C.

Tabela 5. Sktad mieszaniny do reakcji transkrypcji

sktadnik stezenie poczatkowe

stezenie koficowe

Bufor' 5x Ix
Mieszanina NTP 25 mM 2mM
Guanozyna 15mM 4 mM
Matryca 5 pmoli/pl 0,5 pmola/pl
H-0 dopetniano do 50 pl

Skiad buforu reakcyjnego Ix: 40 mM Tris-HCI (pH 7,9 w 25°C), 6 mM MgCb, 10 mM DTT, 10 mM NaCl,

2 mM spermidyna
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Po transkrypcji rozdzielano produkty reakcji w 12% denaturujgcym zelu poliakryloamidowym

i izolowano RNA o pozadanej wielkosci.

4.2.13 Rozdziat kwasow nukleinowych w zelu poliakryloamidowym i ich izolacja

produkty reakcji (transkrypcji, znakowania radioizotopowego) denaturowano poprzez ogrzewanie
do temperatury 95°C przez 2-5 minut i gwattowne schtodzenie na lodzie

preparaty rozdzielano w denaturujacym zelu poliakryloamidowym

fragmenty Zelu zawierajace pozadany produkt wycinano i umieszczano w osobnych probéwkach
dodawano 150 pl buforu elucyjnego (0,3 M octanu sodu pH 5) i wytrzagsano 1,5h (dwukrotnie)
zebrane frakcje tgczono, kwasy nukleinowe wytrgcano 3 obj. 96% etanolu przez noc w temp. -20°C
wirowano 20 min. z predko$cig 14000 rpm

roztwor dekantowano, a osad suszono i rozpuszczano w 2o pl H20

stezenie oczyszczonego DNA/RNA okres$lano mierzac absorpcje promieniowania UV dla k=260

4.2.14 Radioizotopowe znakowanie ssSRNA na koricu 5’

Na wstepie ssSRNA denaturowano podgrzewajac 2 minuty w temperaturze 95°C i gwahownie

schladzajac na lodzie. Reakcje prowadzono w objetosci 30 pl w mieszaninie o sktadzie podanym

w Tabeli e.

Tabela 6. Radioizotopowe znakowanie ssSRNA - skfad mieszaniny reakcyjnej.

sktadnik stezenie poczatkowe stezenie kofncowe
bufor do kinazowania' 10x Ix
ATP [y "'P] 4000-5000 Ci/mmol 50 pCi
sSRNA 100 pmoli/pl 0,3 pmola/pl
kinazy polinukleotydowej T4 I0U/pl 0,5 Ulpl
H20 uzupetniano do objetosci 30 pl

I<<

[ I S i1 .

mieszanine inkubowano 45 minut w temperaturze 37°C

wyznakowany radioaktywnie RNA oczyszczano metoda fenol-chloroform (patrz 4.2.15)

nastepnego dnia mierzono stezenie RNA za pomocg pomiaru absorpcji promieniowania UV dla
N =260

przy uzyciu licznika scyntylacyjnego Beckman mierzono ilos¢ materiatu radioaktywnego

wprowadzonego do RNA
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15 Oczyszczanie RNA metodg fenol-chloroform

mieszanine reakcyjna rozciericzano do objetosci 200 pl i dodawano po 100 pl fenolu i chloroformu
wytrzasano na worteksie i wirowano ! min. z predkoscia 14 000 rpm

zawierajgcg kwas nukleinowy faze wodng przenoszono do nowej probéwki i dodawano 200 pl
chloroformu, wytrzasano na worteksie i wirowano 1 min. z predkoscig 14 ooo rpm (dwukrotnie)

do otrzymanej po ekstrakcji fazy wodnej dodawano 20 pl 3M CH3COONa pH 5,0 i 660 pl 96%
etanolu

roztwoér inkubowano przez noc w -20"C

wirowano 20 min. z predkoscig 14 000 rpm

roztwor dekantowano, a osad przemywano 500 pl 70% etanolu

wirowano 2o min. z predkoscig 14 ooo rpm

roztwor dekantowano, a osad suszono i rozpuszczano w 2o pl H20

stezenie oczyszczonego DNA badz RNA okres$lano mierzac absorpcje promieniowania UV dla
k = 260

przy uzyciu licznika scyntylacyjnego Beckman mierzono iloS¢ materiatu radioaktywnego
wprowadzonego do RNA

16 Selekcja aptameréw RNA wobec biatek (HIV-RT i rybonukleazy Dicer)
Reakcje przeprowadzano w objetosci 100 pl w mieszaninie o sktadzie podanym w Tabeli 7;

uzywano 10-krotny molowy nadmiar RNA w stosunku do biatka.

Tabela 7. Reakcja wigzania RNA z biatkami - skfad mieszaniny.

| skiadnik ilos¢
IRNA 250 pmoli

'biatko 25 pmoli

bufor 2x 50 pl

H20 uzupetniano do 100 pl

wyznakowany RNA ogrzewano 2 minuty w 95"C, nastepnie wolno schtadzano do osiggniecia
temperatury pokojowej, sktadniki dodawano jak w Tabeli 7

reakcje prowadzono 5 minut w temperaturze 37"C

kompleksy RNA-biatko przemywano 5 ml buforu wigzacego na sitach molekularnych 30 kDa
Amicon® Ultra-4 Centrifugal Filter Devices firmy Millipore (objetos¢ 4 ml) poprzez wirowanie
z predkoscig 4000 rpm, w 4°C

pozostate na filtrze kompleksy RNA - biatko przenoszono do nowej probowki i rozbijano stosujac
200 pl 7M mocznika i 400 pl fenolu, catos¢ wytrzagsano przy predkosci 1400 obr./min., 20 min.
w temperaturze pokojowej
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- nastepnie wirowano 1o min. w temperaturze pokojowej przy predkosci 12000 rpm

- do otrzymanej po ekstrakcji fazy wodnej dodawano 0,1 obj. 3M CH3COONa i 3 obj. 96% etanolu

- roztwor inkubowano przez noc w (-20°C)

- wirowano 20 min. z predkoscig 1400 rpm

- roztwdr dekantowano, a osad przemywano 500 pl 70% etanolu

- wirowano 20 min. z predkoscig 14 000 rpm

- roztwdr dekantowano, a osad suszyno i rozpuszczano w 2o pl H20

- mierzono ilo$¢ materiatu radioaktywnego obecnego w zawezonej puli RNA, ktory zostat odmyty
z kompleksu z biatkiem

4.2.17 Odwrotna transkrypcja

Do RNA rozpuszczonego w 30 pl H20 dodawano e pl startera o stezeniu 25 pmoli/pl,
inkubowano 3 minuty w 65"C i schtadzano 10 minut w 4"C. Nastepnie przygotowywano mieszaning
reakcyjna o sktadzie podanym w Tabeli s. 35 pl tej mieszaniny przenoszono do probéwki zawierajgcej
RNA z odpowiednim starterem. Odwrotng transkrypcje przeprowadzano w 42°C przez |,5h.

Tabela 8. Odwrotnej transkrypcji - sktad mieszaniny reakcyjnej.

skadnik poczatkowe  koncowe
Tris pH 8.0 IM 01 M
KCI IM 01 M
MgChb 200 mM 20 mM
DTT 80 mM g mM
dNTP 2,5 mM I mM
M-MuLV-RT (200U/pl) 05 pl 2,5U
H20 uzupetniano do 40 pl

4.2.18 Analiza kwasoéw nukleinowych w zelach poliakrylamidowych
Produkty reakcji RT, rcR, transkrypcji in vitro oraz trawienia enzymami poddawano analizie
elektroforetycznej w zelach polakryloamidowych.

Tabela 9. Przygotowanie zeli poliakryloamidowych

) ) 6%, 8%,10%,12%,15%
wymiary zelu [mm] ] ] APS TEMED
roztwor poliakryloamidu*
180 x 195 x | 45ml 200 pl 12 pl
300 x 400 x 0.5 120 ml 450 pl 30 pl

* roztwor poliakryloamidu w przypadku denaturujacych zeli poliakryloamidowych zawierat 7 M mocznik
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DNA oczyszczane metoda fenol-chloroform (rozdziat 4.2.15) lub metodg elektroforezy w zelach
poliakryloamidowych (rozdziat 4.2.18) rozpuszczano w buforze UD do uzyskania koncowego
stezenia Ix

tak przygotowane preparaty denaturowano

rozdziat prowadzono w zelu poddanym wczesniejszej preelektroforezie, przy natezeniu 10 mA
i napieciu 100 - 200 V (max 25 W w przypadku uzycia matych szyb o wymiarach 180 x 196 x Imm
oraz max 50 W - w przypadku uzycia duzych szyb - 400 x 325 x 0,5 mm); po wejsciu preparatow
w Zel, natezenie podwyzszano do 40mA, a napiecie do 500 V (max 25 W) dla matych zeli oraz
natezenie do 40 mA, a napiecie do 1500 V (max 50 W) dla duzych zeli; jako wzorcow dtugosci
uzywano odpowiednich dtugosci ssDNA, wyznakowanych radioizotopowe (*P) na korcu 5’
produkty rozdziatu etektroforetycznego analizowano przy uzyciu skanera materiatbw znakowanych
radioizotopowe (Phosphorimager, Typhoon 8600)

4.2.19 Trawienie dsDNA enzymami restrykcyjnymi

Reakcje prowadzono w objetosci 100 pl, w mieszaninie reakcyjnej, ktorej sktad przedstawiony

zostat w Tabeli 10.

Tabela 10. Trawienie dsDNA enzymami restrykcyjnymi - sktad mieszaniny reakcyjne;j.

sktadnik ilos¢
bufor 10x Ix
DNA 5-10 pg
Enzym restrykcyjny (EcoRl, Pstl) ~60U
H20 do 100 pl

mieszanineg reakcyjng inkubowano przez 4h w temperaturze 37°C
produkt reakcji oczyszczano zgodnie z procedurg opisang w rozdziale 4.2.15 lub 4.2.18
produkty reakcji analizowano w 1% zelu agarozowym.

4.2.20 Analiza produktéw trawienia w zelu agarozowym

produkty reakcji trawienia enzymami restrykcyjnymi (rozdziat 4.2.19) rozpuszczano w 20 pl H20
pobierano 1 pl prébki i dodawano do niej H20 i bufor BJ (1/6 obj.) do koricowej objetosci 10 pl
catos¢ poddawano analizie metoda elektroforezy w zelu agarozowym (1% w przypadku produktow
0 dhugosci powyzej 300 pz oraz 1,5% w przypadku produktéw krotszych); jako wzorzec dtugosci
DNA uzywano 2 pg 0,1 kB (w przypadku krétkich czasteczek DNA - ponizej 1000 pz) lub 1 kB
(w przypadku dtugich czasteczek DNA - powyzej 1000 pz)

rozdziat prowadzono przy natezeniu 40 - 50 mA i napieciu 120-130 V
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- produkty rozdziatu elektroforetycznego wybarwiano w wodnym roztworze bromku etydyny

przez lh i analizowano w $wietle UV

4.2.21 Ligacja

Przygotowywano mieszanine reakcyjna, ktorej sktad podano w Tabeli 11. Do reakcji ligacji
wykorzystywano dwukrotny, pieciokrotny i dziesieciokrotny nadmiar insertu w stosunku do wektora.
Mieszaning reakcyjng inkubowano 12h w temperaturze 16°C.

Tabela 11. Ligacja - sktad mieszaniny reakcyjnej.

skfadnik ilos¢
bufor 10x 1 pl
wektor 0.1 pg
insert (dSDNA) stosunek molowy wynosi 1:2, 1:51 1:10

wektora do insertu
LigazaT4ADNA(IU/Ipl) Ipl
H20 uzupetniano do 1o pl

4.2.22 Sekwencjonowanie

Reakcje sekwencjonowania plazmidow wykonywano przy uzyciu ABI PRISM® Big Dye™
Terminator Ready Reaction Cycle Sequencing Kit. Reakcje prowadzono w objetosci 10 pl,
sktad mieszaniny reakcyjnej podano w Tabeli 12.

Tabela 12. Reakcja sekwencjonowania - sktad mieszaniny reakcyjnej.

sktadnik ilos¢
Terminator Ready Reaction Mix 2pl
starter FI9 3,2 pmola
matrycy (plazmidowy DNA) 200-500 ng
H20 uzupetniono do 10 pl

Reakcje sekwencjonowania prowadzono zgodnie z opisem zamieszczonym w Tabeli 13.
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Tabela 13. Warunki reakcji sekwencjonowania plazmidéw.

ETAP  TEMPERATURA  CZAS [ O5C.
Denaturacja 96°C I min !
Denaturacja 96°C 10 sec
Hybrydyzacja  50°C 10 sec 30
Elongacja 60°C 2min
iongaca 72'C 5 min !

Oczyszczanie produktow reakcji sekwencjonowania:

- do 10 pl mieszaniny reakcyjnej dodawano 2 pl 3M octanu sodu pH 4,6 i 2 pl 125 mM EDTA,
a nastepnie 50 pl 96% etanolu

- inkubowano 15 min. na lodzie

- wirowano 30 min. z predkoscig 13000 rpm w temp. 4°C

- roztwor dekantowano, a osad przemywano 200 pl 70% etanolu

- wirowano 15 min. z predkoscia 13000 rpm, w temp. 4°C

- roztwor dekantowano, a osad osuszano

- 0sad rozpuszczano w 10 pl formamidu

- prébke denaturowano ogrzewajac 3 min. w temp. 96°C i gwattownie schtadzajac na lodzie
- sekwencjonowanie przeprowadzano w sekwenatorze ABI-PRISM

4.2.23 Okreslanie statej dysocjacji komplekséw H1V-1 RT-aptamer
Reakcje przeprowadzano w objetosci 10 pl. Aptamer (1 pmol), wyznakowany radioizotopowo
na koricu 5’, inkubowano ze zwiekszajgcymi sie stezeniami odwrotnej transkryptazy wirusa H1V-1.
- wyznakowany RNA ogrzewano 2 min. w 95°C, nastepnie renaturowano wolno schiadzajac
do osiggniecia temperatury pokojowej
- przygotowywano mieszanine reakcyjng (sktad podano w Tabeli 14) inkubowano 30 min. w 37°C

Tabela 14. Okreslanie statej dysocjacji komplekséw RNA-biatko - sktad mieszaniny.

kontrola (¢) 1 2 3 4
aptamer 1 pmol Lpmol  Ipmol 1pmol 1 pmol
HIV-1 RT (6,5 pM ) Ipl 3pl 5pl 7pl
bufor 5x* 2pl 2pl 2pl 2pl 2pl
H20 do10pl  do 10pl do 10pl do 10pl do 10 pl

" sktad buforu: 50 mM Tris-HCI pH 7,7, 200 mM octan potasu, 10 mM DTT
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kompleksy HIV-1 RT-aptamer naktadano na 6% zel poliakryloamidowy, przeznaczony do rozdziatu
w warunkach natywnych
- rozdziat prowadzono przy 200 V i 40 mA, przez 15 h
produkty reakcji po rozdziale elektroforetycznym analizowano wykorzystujac skaner materiatow
znakowanych radioizotopowo (Phosphorimager, Typhoon 8600)

4.2.24 Okreslanie statej dysocjacji komplekséw Dicer-aptamer

- aptamery wyznakowane radioizotopem y*"P-ATP na koncu 5’ (rozdziat 4.2.14) podgrzewano
do 95"C, nastepnie renaturowano schtadzajac powoli do 37“C

- Dicer preinkubowano 10 minut w temperaturze pokojowej, a nastepnie 20 minut w 4“C w buforze
0 sktadzie 20 mM Tris-HCI pH 7,5, 50 mM KCI, Im M DTT, | mM ATP

- dodawano ~5 pmol wyznakowanego na kofcu 5' aptameru, inkubowano 15 minut w 4°C

- do mieszaniny dodawano 0,1 objetosci 60% glicerolu z barwnikami (0,04% biekit bromofenolowy,
0,04% fiolet ksylenowy)

- prébki rozdzielano w 8% natywnym zelu poliakryloamidowym w buforze IXTB, elektroforeze
prowadzono 3h w 4°C przy 20 mA, 500 V

4.2.25 Badanie wptywu aptamerdéw na aktywnos$¢ nukleazowgHIV-l RT

Wplyw aptameréw na aktywno$¢ RNazowa HI1V-1 RT badano inkubujac kompleks
enzym:aptamerem z dupleksem RNA/DNA, w ktérym koniec 5 nici RNA byt wyznakowany
radioizotopowo. Reakcje prowadzono w objetosci 10 pl w komercyjnym buforze do Mu-MLV RT.
Reakcje inicjowano przez dodanie dupleksu RNA/DNA.

Na wstepie przeprowadzono hybrydyzacje wyznakowanych czasteczek (y"P)HyblsRNA
(3 pmole) z komplementarnymi, nie wyznakowanymi czgsteczkami HyblsDNA (9 pmoli),
podgrzewano je w 95°C przez 3 minuty, a nastepnie wolno schtadzano do 37“C.

Aptamery renaturowano, a nastepnie inkubowano z enzymem 15 minut w 37“C, w objetosci
10 pl buforu o skfadzie: 50 mM Tris-HCI pH s; 60 mM KCI; 2,5 mM MgCh, po czym dodawano
heterodupleks DNA/RNA i kontynuowano inkubacje w 37“C przez kolejne 20 minut (Tabela 15).
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Tabela 15. Testowanie aktywosci nukleazowej - preinkubacja aptameréw z HIV-1 RT.

MD16

ATHI

ATHILI

ATH1.2

v vaae  vass o <OmTOR() kentola()
(y*P)HybIBRNA/DNA (3 pmole) 2pl 2pl 2pl 2pl 2pl 2pl
5x bufor Mu-MLV 2pl 2pl 2pl 2pl 2pl 2pl
H20 4pl 4pl 4pl 4pl 5pl 6pl
MD16 Ipl
ATHI Ipl
ATHII Ipl
ATH1.2 ; ; ; Ipl
HIV-1 RT (3pmole/pl) Ipl Ipl Ipl 1 pl Ipl

* dla kazdego aptameru wykonano po 4 préby rézniace sie stosunkiem ilosciowym aptamer/HIV-IRT, odpowiednio w seriach
oznaczonych numerem 1, wynosit on 1:3; w seriach 2 - 1:1; w seriach 3 - 4:1, w seriach 4-50:1

- reakcje trawienia zatrzymywano przez dodanie barwnika UD, cato$¢ denaturowano i nastepnie
naktadano na 12% denaturujacy zel poliakrylamidowy
- rozdziatat elektroforetyczny prowadzono w nastepujacych warunkach:
preelektroforeza - 1200 V, 50 W, 10 mA przez 10-15 min
elektroforeza wiasciwa - 1200 V, 50 W, 40 mA przez 2 - 2,5h;
- produkty reakcji trawienia rozdzialano metodg elektroforezy w denaturujgcym  zelu
poliakryloamidowym i analizowano z pomocg skanera materiatdw znakowanych radioizotopowo

(Phosphorimager, Typhoon se(X))

4.2.26 Badanie aktywnosci RNazowej Mu-MLV RT i RNazy H z E.coli w obecnosci
aptamerow

Badania wptywu aptamerdw na aktywnos$¢ nukleazowa Mu-MLV RT i RNazy H pochodzacej
z E. coli przeprowadzano wedtug analogicznej procedury jak dla HIV-1 RT (rozdziat 4.2.23),
z ta réznicy ze dla kazdego aptameru wykonano po 3 proby réznigce sie iloscig aptameru, odpowiednio
w reakcjach oznaczonych numerem 1 wynosit on 50 pmoli, numerem 2-150 pmoli, numerem 3 - 300
pmoli.

4.2.27 Badanie wptywu aptamerow na aktywnos$¢ polimerazowgHIV-1 RT

Wplyw aptameréw na aktywno$¢ polimerazowg HIV-1 RT badano wykorzystujac jako matryce
jednoniciowe DNA (HELPERdI-DNA) i RNA (HELPERdI-RNA) (rozdziat 4.1.1). Reakcje
prowadzono w objetosci 40 pl w komercyjnym buforze do Mu-MLV RT. Na wstepie przeprowadzono
inkubacje réznej ilosci aptameréw (3 i 300 pmoli dla matrycy RNA i 3, 15 i 300 pmoli dla matrycy
DNA) z enzymem.
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Tabela 16. Testowanie aktywnosci polimerazowej - preinkubacja aptameréw z HIV-1 RT.

MD16 1/2/3 ATHI 1/2/3 ATHILI 1/2/3 ATH1.2 1/2/3 kontrola (--)

5xbufor Mu-MLV 2pl 2pl 2pl 2pl 2pl
H20 6 pl 6 pl 6pl 6pl 6pl
MD16 Ipl

ATHI ; Ipl

ATHILI . . Ipl

ATH1.2 . ; . Ipl

HIV-1 RT Opmole) Ipl Ipl Ipl Ipl Ipl

Nastepnie 10 pmoli matrycy EtoE-dl i 30 pmoli startera EtoE-p denaturowano w 20 pl
buforu do Mu-MLV, dodawano aptamer z enzymem, a reakcje inicjowano przez dodanie
mieszaniny deoksyrybonukleotydow (dATP, dGTP, dTTP - 0,25 mM, dCTP - 0,125 mM)

i wyznakowanego radioizotopowo a™P-dCTP. Mieszanine reakcyjng inkubowano przez |h

w 45°C, w buforze o skfadzie 50 mM Tris-HCI pH s; 60 mM KCI; 2,5 mM MgCb- Reakcje
polimeryzacji zatrzymywano przez dodanie buforu UD, produkty denaturowano przez
podgrzanie do 95°C przez 5 minut i gwattowne schiodzenie na lodzie, nastepnie prébki
rozdzielano w 12% denaturujgcym zelu poliakrylamidowym. Rozdziat elektroforetyczny prowadzono
w nastepujacych warunkach:

- preelektroforeza- 1200 V, 50 W, 10 mA przez 10 - 15min

- elektroforeza wiasciwa - 1200 V, 50 W, 40 mA przez 2 - 2,5h
Produkty reakcji wydtuzania startera po rozdziale elektroforetycznym analizowano z uzyciem skanera
materiatdw znakowanych radioizotopowo (Phosphorimager, Typhoon ss(X)).

4.2.28 Badanie aktywnosci rekombinacyjnej HIV-1 RT w obecno$ci aptamerow

Wplyw aptamerow na aktywno$¢ rekombinacyjng HIV-1 RT badano wykorzystujac
uniwersalny system oparty na matrycach pochodzacych z niekodujacych rejondw wirusa mozaiki
stoklosy (BMV). W doswiadczeniach wykorzystywano jednoniciowe matryce RNA: BMV-R-donor
o dhugosci 225 nt (BMV-R-D) i BMV-R-akceptor o dtugosci 216 nt (BMV-R-A). Reakcje prowadzono
w objetosci 40 pl w komercyjnym buforze do Mu-MLV RT. Donor, akceptor oraz starter ogrzewano
3 minuty w 95"C, po czym powoli schtadzano do temperatury 37"C, cato$¢ przygotowywano wedtug
schematu przedstawionego w Tabeli 17.
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Tabela 17. Testowanie wptywu aptamerdéw na aktywno$¢ rekombinacyjng HIV-1 RT - przygotowanie
substratow.

MD16iy2 ATHI 12 ATHLI12 ATHL212  kontrola (-f)

matryca BMV-R-D O,1tpl (10 pmoli) ipl 1 pl Ipl ipl Ipl
matryca BMV-R-A 0,48pg/|d (50 pmoli) 1 pl 1 pl ipl 1 pl 1 pl
starter BMV3REC O”pg/pl Ipl 1 pl ipl Ipl 1 pl
5x bufor Mu-MLV 6pl 6 pl 6pl 6pl 6pl
HjO 12 pl 12 pl 12 pl 12 pl 12 pl

Rownolegle przeprowadzono 20 minutowg preinkubacje rdznej ilosci aptameréw (3 i 300
pmoli) z HIV-1 RT w temeraturze 37“C wedtug schematu przedstawionego w Tabeli 18.

Tabela 18. Testowanie wptywu aptameréw na aktywnos$¢ rekombinacyjng HIV-1 RT - preinkubacja

MD16 1/2  ATHI 172 ATHLI 12  ATH1212  kontrola (i)

5x bufor Mu-MLV 2pl 2pl 2pl 2pl 2 pl
HjO 7pl 7pl 7pl 7pl 7pl
MD16 L pl

ATHI . Ipl

ATHLI . . L pl

ATH1.2 . . . L pl

HIV-1RT (3pmole/pl) 1 pl ipl Ipl 1 pl Ipl

Aptamery z HFV-t RT mieszano nastepnie z donorem, akceptorem i starterem, a reakcje inicjowano
przez dodanie do mieszaniny reakcyjnej miksu deoksyrybonukleotydéw (dATP, dGTP, dTTP - 0,25
mM, dCTP - 0,125 mM) i wyznakowany radioizotopowo a*P-dCTP. Cato$¢ inkubowano przez lh

w 45"C. Reakcje polimeryzacji zatrzymywano przez dodanie buforu UD, cato$¢ denaturowano przez
podgrzanie do 95°C przez 5 minut i gwattowne schtodzenie 5 minut na lodzie, prébki rozdzielano
w 10% denaturujagcym zelu poliakrylamidowym. Rozdziatat elektroforetyczny prowadzono
w nastepujacych warunkach:

- preelektroforeza - 1200 V, 50 W, 10 mA przez 10 - 15min

- elektroforeza whasciwa - 1200 V, 50 W, 40 mA przez 2 - 2,5h
Produkty reakcji po rozdziale elektroforetycznym analizowano wykorzystujac skaner materiatow
znakowanych radioizotopowo (Phosphorimager, Typhoon 8600).
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4.2.29 Trawienie aptamerow rybonukleazg Dicer

Aptamery na wstepie podgrzewano do 95"C, nastgpnie renaturowano powoli schiadzajac
do 37°C. Zrenaturowane czasteczki, wyznakowane radioizotopem y*P-ATP na koncu 5 inkubowano
z enzymem w czasie 10 minut, Ih, 2h, 5h i 16h w buforze komercyjnym dla Dicer. Skfad mieszaniny
reakcyjnej podano w tabeli 19.

Tabela 19. Ciecie aptameréw przez Dicer - sktad mieszaniny.

kontrola (-) 1 2 3 4
aptamer 10000 com 10000 cpm 10000 cpm 10000 cpm 10000 cpm
Dicer 1u 1y v U
bufor 5x* 2pl 2pl 2pl 2pl 2pl
HjO do 10 pl do10pl do10pl  do 10pl  do 10 pl

* sktad buforu: 300 mM NacCl, 50 mM Tris-HCI, 20 mM HEPES, 5 mM MgCh, pH 9,0

- catos¢ denaturowano poprzez ogrzewanie w 95°C przez 5 minut i gwattowne schtodzenie na lodzie,
nastepnie rozdzielano w 15% denatumjgcym zelu pioliakrylamidowym
- rozdziatat elektroforetyczny prowadzono w nastepujacych warunkach:
preelektroforeza- 1200 V, 50 W, 10 mA przez 10-15min
elektroforeza wiasciwa - 1200 V, 50 W, 40 mA przez 4h
- produkty reakcji po rozdziale elektroforetycznym analizowano wykorzystujac skaner materiatow
znakowanych radioizotopowo (Phosphorimager, Typhoon 8600)

4.2.30 Trawienie RNA rybonukleazg Tl

- aptamery wyznakowane radioizotopem y*P-ATP na kofcu 5 na wstepie podgrzewano do
nastepnie renaturowano powoli schtadzajgc do 37°C

- dodawano ! pl buforu (10x Structure Buffer, Ambion), wyznakowany RNA (~5 pmol), 1 pg
drozdzowego RNA, 0,1 U rybonukleazy TI i wode do koricowej objetosci 10 pl, doktadnie
wymieszano i zwirowano

- mieszaniny reakcyjne inkubowano 15 minut w temperaturze pokojowej

- nastepnie dodawano 2o pl buforu inaktywujgco-precypitujacego, doktadnie mieszano, wirowano
i inkubowano 15 minut w -20°C

- wirowano 15 minut przy 13 200 rpm, supernatant dekantowano, a osad przemywano 70% etanolem

- osad suszono wykorzystujac speed-vac i rozpuszczano w 7 pl buforu denaturujacego do nakfadania
probek na zel poliakryloamidowy

- RNA denaturowano i naktadano na 16% denaturujacy zel poliakryloamidowy (4.2.18)
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4.2.31 Hydroliza alkaliczna RNA

- do aptameru wyznakowanego radioizotopem y*P-ATP na koricu 5' (~10pmol) dodawano 2 pg
drozdzowego RNA w objetosci nie wiekszej niz 5 pl (ewentualnie dopetniano wodgdo 5 pt) i 10 pl
buforu do hydrolizy alkalicznej 1x (Ambion)

- ogrzewano 4 minuty w 95"C

- dodawano po 1o pl buforu denaturujacego do naktadania probek na zel poliakryloamidowy

- RNA denaturowano i nakfadano cato$¢ na 16% denaturujacy zel poliakryloamidowy (4.2.18)

4.2.32 Badanie wptywu aptameréw na aktywno$¢ ludzkiej rybonukleazy Dicer

Wplyw aptameréw na aktywno$¢ Dicer badano wykorzystujac jako substraty ludzkie
prekursory mikroRNA — hsa-miR-33 i hsa-miR210 (rozdziat 4.1.1). Reakcje prowadzono w objetosci
10 pl w komercyjnym buforze dla rybonukleazy Dicer. Do reakcji wykorzystywano wyznakowane na
koncu 5' czasteczki pre-miRNA. Na wstepie renaturowano wyznakowane substraty oraz aptamery.
Nastepnie przeprowadzano wstepng inkubacje roznej ilosci aptameréw z enzymem (w stosunku
molowym aptameriDicer 1:1, 10:1 i 1(X):1). Reakcje hydrolizy prowadzono 10 minut w temperaturze
37°C. Dla kazdego aptameru wykonywano po trzy powtorzenia kazdej reakcji. W przypadku aptameru
ATD15.52 dodatkowo przeprowadzano reakcje bez wstepnej inkubacji aptamer-Dicer, inkubujgc
mieszanine reakcyjng przez 10 minut i przez | h w 37"C, wg procedury zamieszczonej w Tabeli 20.

Tabela 20. Testowanie w|™wu aptamerow na aktywnos¢ Dicer - sktad mieszaniny.

kontrola (+) kontrola (-) 1 2 3
aptamer Ipl Ipl Ipl
@ pmol/ pl) (ao pmol/ pl) (KM) pmol/ pl)
Dicer U U U U
substrat 5000 cpom 5000 cpm 5000 cpom 5000 cpm 5000 cpm
Bufor5x 2 Ml 2 M 2 M 2pl 2pl
HzO do 10 pi do 10 Ml do 10 pi do 10 pl do 10 pl

* sktad buforu - 300 mM NacCl, 50 mM Tris-HCI, 20 mM HEPES, 5 mM MgClj, pH 9,0

- calo$¢ denaturowano poprzez ogrzanie w 95°C przez 5 minut i gwattowne schtodzenie na lodzie,
nastepnie rozdzielano w 15% denaturujacym zelu poliakrylaitiidowym
- rozdziatat elektroforetyczny prowadzono w nastepujacych warunkach:
preelektroforeza - 1200 V, 50 W, 10 mA przez 10-15 min
elektroforeza wiasciwa - 1200 V, 50 W, 40 mA przez 4h
- produkty reakcji po rozdziale elektroforetycznym analizowano wykorzystujac skaner materiatow
znakowanych radioizotopowo (Phosphorimager, Typhoon se(X))
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4.2.33 Okres$lenie mechanizmu inhibicji Dicer przez aptamery

Mechanizm inhibicji Dicer badano wykorzystujac pieciokrotny nadmiar aptameru w stosunku
do biatka. Na wstepie renaturowano wyznakowane radioizotopowo substraty oraz aptamery. Nastepnie
przeprowadzono pieciogodzinng inkubacje aptameréw z Dicer, po czym dodawano substrat hsa-miR-
210 i inkubowano kolejne 5h. Rownolegle prowadzono reakcje, w ktorych réwnocze$nie podawano
aptamer i substrat inkubujac cato$¢ 5h i I0h. Jako reakcje kontrolne stosowano mieszaniny reakcyjne,
w ktérych inkubowano substrat hsa-miR-210 z enzymem przez 5 h i IOh. Reakcje prowadzono
w objetosci 10 pl. Cato$¢ denaturowano, a nastepnie rozdzielano w 15% denaturujgcym zelu
poliakrylamidowym. Produkty reakcji hydrolizy po rozdziale elektroforetycznym analizowano
wykorzystujac skaner materiatow znakowanych radioizotopowo (Phosphorimager, Typhoon 8600).

4.2.34 Analiza bioinformatyczna
W celu wyszukania  wspdlnych  motywéw w  sekwencjach  losowych

wyselekcjonowanych aptameréw wykorzystano program MEME wersja 3.5.7
(http;//meme.sdsc.edu/meme/intro.html) [ BioEdit wersja 7.05
(http://www.mbio.ncsu.edu/BioEdit/bioedit.html). Aby okresli¢ struktury drugorzedowe aptamerdw
postuzono sie programem RNAstructure wersja 4.5 (http://rna.urmc.rochester.edu/mastructure.html).

Aby stwierdzi¢, czy krotkie RNA regulujgce aktywno$¢ rybonukleazy H lub Dicer moga
wystepowaé w komdrkach ludzkich analizowano podobienstwo sekwencji wyselekcjonowanych
aptameréw do wszystkich znanych transkryptow powstajacych w oparciu 0 genom cztowieka.
W tym celu zastosowano program BLAST-N. Wielkos¢ okna przeszukiwania wynosita 16
nukleotyddw.
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5. Wyniki | DYSKUSJA
51 Selekcja aptameréw RNA wigzacych sie z H1V-1 RT i ocena ich wiasciwosci

inhibitorowych

5.1.1 Otrzymywanie H1V-1 RT (heterodimeru p66/p51)

Odwrotng transkryptaze HIV-1 (heterodimer p66/p51) produkowano w komdrkach
bakteryjnych BL21(DE3)LysS, transformowanych wektorem ekspresyjnym pDARI.
W wektorze tym znajdujg sie dwie otwarte ramki odczytu kodujgce podjednostke p66
(zaopatrzong w 6. histydynowy ogon na konicu C) i proteaze HIV-1. Obydwa cDNA znajduja
sie pod kontrolg tego samego promotora polimerazy RNA T7 W wyniku aktywnoS$ci proteazy
okoto 50% podjednostek p66 pozbawianych jest domeny RNazy H. W rezultacie uzyskuje sie
obie podjednostki H1V-1 RT: p66 oraz p51.

Komorki E. coli, szczep BL21(DE3)pLysS, posiadajg wbudowany do genomu gen/
bakteriofaga T7 (koduje on polimeraze RNA T7) umieszczony pod kontrolg promotora lac
UV5. Gen ten zostaje uaktywniony po dodaniu P-D-izopropylo-tiogalaktopiranozydu (IPTG).
Ponadto, do bakterii wprowadzano plazmid pLysS zawierajacy gen lizozymu bakteriofaga T7,
ktdry jest indukowany niskimi temperaturami. Kodowane przez niego biatko katalizuje proces
lizy Scian komorkowych bakterii, a dodatkowo inhibuje bakteriofagowg polimeraze.
W rezultacie w nieindukowanych komdrkach bakteryjnych geny znajdujace sie pod kontrolg
promotora polimerazy T7 sg nieaktywne.

Komorki E. coli BL21(DE3)pLysS transformowano wektorem ekspresyjnym pDARI
metodg elektroporacji (rozdziat 4.2.1). W celu uzyskania pojedynczych kolonii namnazano je
wstepnie w ptynnej pozywce LB, a nastepnie wysiewano na pozywke statg z ampicylina.
Dzigki obecnosci w wektorze pDARI genu opornosci na antybiotyk mozliwa byfa selekcja
transformowanych komorek posiadajacych pDARI.  Pojedynczg kolonig bakteryjng
zaszczepiano ptynng pozywke LB z ampicyling. Hodowle prowadzono do momentu
osiggniecia przez bakterie fazy wzrostu logarytmicznego, tj. gdy gesto$¢ optyczna zawiesiny
wynosita Aeoo = 0.6 - 0.8. Na tym etapie przygotowywano stoki glicerolowe, ktore
przechowywano przez dtuzszy czas w -70°C (rozdziat 4.2.3). Nastepnie do hodowli dodawano
IPTG, aktywujacy gen polimerazy RNA T7. Przebieg ekspresji monitorowano analizujgc
ekstrakty biatkowe, uzyskane z bakterii pobieranych przed i po dodaniu czynnika indukujgcego
(po 1, 2, 3 i 4h). Ekstrakty biatek wyizolowane z komérek bakteryjnych poddawano analizie
metoda elektroforezy w 15% denaturujgcym zelu poliakryloamidowym (rozdziat 4.2.10).
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HFV-1 RT oczyszczano metodg chromatografii powinowactwa i chromatografii
jonowymiennej. Uzyte procedury pozwolity otrzyma¢ homogenne preparaty H1V-1 RT

(czystos¢ powyzej 95%).

Oczyszczanie na kolumnie powinowactwa (Ni-NTA Agaroza). W pierwszym etapie preparat
biatkowy oczyszczano na kolumnie powinowactwa (rozdziat 4.2.8). Istotg tej metody jest
wigzanie reszt histydynowych, obecnych na koncu C podjednostki p66 HIV-1 RT, do jonéw
niklu unieruchomionych na nosniku His*Bind Resin. Podjednostka p5! specyficznie wigze sie
z p66, stad na kolumnie zatrzymywano kompleksy p66/p51 (Rysunek 13). Nadmiar biatka p51
oraz wiekszo$¢ pozostatych sktadnikow ekstraktu nie wigze sie z kolumna. Zwigzane z zywicg
biatka wymywano stosujgc bufory o rosngcym stezeniu imidazolu. Frakcje zawierajaca
heterodimer p66/p51 wymywano przy 10. i 100. mM stezeniu imidazolu (Rysunek 14).
Uzyskany preparat, po wymianie buforu na 50 mM Tris o pH 8.0 i zageszczeniu, poddawano

dalszemu oczyszczaniu na koluamnie jonowymiennej.

e —= C
K \
NP>\
p51 c
p66 N CiM zOr,
His-tag

Rysunek 13. Schemat oczyszczania HI'Y-l RT metodg chromatografii powinowactwa.

A. Jony niklu unieruchomione sg na nosniku His*Bind Resin.

B. Podjednostka p66 wigze sie z jonami niklu, podjednostka p5! nie posiada His-Tagu na koncu C, dlatego nie moze
zwigzaé sie bezposrednio z wypetnieniem kolumny. Oddziatuje specyficznie z podjednostka p66, dzieki temu zostaje
na kolumnie. Pozostate biatka, nie posiadajace ogona histydynowego, sg wymywane z kolumny.

C. HIV-1 RT wymywano stosujac bufor z imidazolem.
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Oczyszczanie na kolumnie jonowymiennej Hi-TrapQ. W kolejnym etapie preparat biatkowy
oczyszczano na kolumnie jonowymiennej (rozdziat 4.2.9). Na nosniku wypetniajagcym
kolumne (Q-Sefaroza) unieruchomione sg jony trimetyloamoniowe, ktére odwracalnie wigza
obdarzony fadunkiem heterodimer p66/p51. Kolumne przemywano buforami o malejagcym pH,
rozpoczynajac od zasadowego do coraz bardziej kwasnego. Uzyskany preparat zawierat
heterodimer o czystosci wynoszacej ponad 95%. Z jednego litra hodowli wyjsciowej
otrzymywano okoto 4 mg odwrotnej transkryptazy wirusa HIV-1. Oczyszczone biatko
zageszczano stosujac sita molekularne 30000 MW. Otrzymane preparaty analizowano metodg
elektroforezy w 15% denaturujgcym zelu poliakryloamidowym (rozdziat 4.2.10). Wyniki
kolejnych etapéw oczyszczania HIV-1 RT przedstawiono na Rysunek 14. H1V-1 RT
przechowywano w buforze X, w temp. -20°C. Konfcowe stezenie tak przygotowanego

preparatu wynosito 6 pg/pl.

1 23 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 M

Rysunek 14. Analiza preparatéw biatkowych otrzymanych na poszczeg6lnych etapach izolacji
1 oczyszczania HIV-1 RT.

Biatka poddawano analizie metodg elektroforezy w 15% zelu poliakrylamidowym, w warunkach denaturujacych.
MW - wzorzec mas Mid-Range Protein Molecular Weight Marker, | - frakcja biatek nie wigzaca sie z kolumng niklowa
2 - 6 - frakcja biatek rozpuszczalnych wigzacych sie z kolumng niklowg 2, 3 - frakcja uwolniona po przemyciu buforem II,
4, 5 - frakcja uwolniona po przemyciu buforem 111 z 10. mM imidazolem, 6 - frakcja po przemyciu buforem 111 ze 100. mM
imidazolem), 7 - 12 - rozdziat na kolumnie jonowymiennej (frakcje po przemyciu buforem Tris pH 8,0/Hepes pH 7,0
w proporcjach 4:1 - linia nr 7; 3:2 - linia nr 8, 2:3 - linia nr 9; 1:4 - linia nr 10, frakcje po przemyciu buforem Hepes pH
7.0/Mes - w proporcach 4:1 - linia nr 11 oraz 3:2 - linia nr 12), 13 - produkt po zageszczeniu na filtrach molekularnych
30 kDa.
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5.1.2 Przygotowanie biblioteki kombinatorycznej
Proces selekcji rozpoczeto od zaprojektowania biblioteki kombinatorycznej
oligodeoksynukleotydéw. Tworzace ja sSDNA posiadaty tzw. odcinki flankujgce o znanej
sekwencji, pomiedzy ktorymi ulokowana byta sekwencja losowa o przypadkowej kolejnosci
nukleotydéw. W kazdej pozycji sekwencji losowej mogt wystepowaé jeden z czterech
nukleotydow A, U, G lub C. Zdecydowano, by tworzace biblioteke czasteczki posiadaty
10. nukleotydowg sekwencje losowg oraz 18-nukleotydowe sekwencje flankujgce F3' i F5’
(Rysunek 15). Kompletna biblioteka powinna zatem zawiera¢ 4*\ czyli okoto 10" czgsteczek
o0 réznych sekwencjach losowych. Do pierwszego cyklu selekcji uzyto 600 pmoli ssDNA czyli
3.6 X l0** czasteczek. Mozna zatem zatozy€, iz wszystkie mozliwe sekwencje bylty w niej
reprezentowane co najmniej dwukrotnie.
Aby swobodnie operowaé bibliotekg dodatkowo zaprojektowano dwie pary starteréw:
AT2 i AT3 oraz AT2e i AT3p. Do amplifikacji ssRNA uzyskiwanych po kazdym cyklu
selekcyjnym stosowano startery AT2 i AT3. 35-nukleotydowy AT2 skiadat sie z sekwencji
identycznej jak F5' oraz dofaczonego do niej 17-nukleotydowego promotora polimeazy T7.
AT3 miat dtugos¢ 18 nukleotyddéw i byt komplementarny do F3’. Startery AT2e i AT3p
stosowane byty wowczas, gdy zamplifikowane czasteczki miaty by¢ klonowane do wektora
pUC19. AT2e roznit sie od AT2 jedynie tym, iz promotor polimerazy T7 zastgpiony zostat
przez sekwencje rozpoznawang przez enzym restrykcyjny EcoRI. AT3p powstat przez dodanie

do AT3 sekwencji rozpoznawanej przez enzym restrykcyjny Pstl.

Rysunek 15. Biblioteka kombinatoryczna i startery wykorzystane do selekcji aptameréw wigzacych HIV-1
RT.
A. Startery AT2 i AT3 wykorzystywane byty do reakcji PCR podczas procesu selekcji in vitro. Starter AT2 dodatkowo
zawierat promotor polimerazy RNA T7, zaznaczony na niebiesko.
B. Startery AT2e i AT3p zawieraty sekwencje rozpoznawane przez enzymy restrykcyjne, odpowiednio EcoRl i Pstl,
zaznaczone na fioletowo.
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Sekwencje flankujgce F3' i F5' zostaly zaprojektowane tak, aby parowaly ze sobg
tworzac strukture spinki do wioséw, w ktorej sekwencja o przypadkowej kolejnosci

nukleotydow stanowita petle (Rysunek 16).

Rysunek 16. Drugorzedowa struktura oligonukleotydéw tworzacych biblioteke kombinatoryczna,
wykorzystywang do selekcji aptameréw wobec HIV-1 RT.

5.1.3 Selekcja aptameréw RNA

Na wstepie procesu selekcji in vitro zamplifikowano czgsteczki ssDNA tworzace
biblioteke kombinatoryczng (rozdziat 4.2.11). W tym celu wykorzystywano startery AT2
i AT3. Uzyskang pule dsDNA uzyto do pierwszego etapu cyklu selekcyjnego, jakim jest
transkrypcja in vitro (rozdziat 4.2.12). Do mieszaniny reakcyjnej dodawano guanozyne.
W rezultacie znaczna cze$¢ transkryptow pozbawiona byta reszty fosforanowej na koncu 5’
Uzyskany RNA rozdzielano w denaturujgcym 12% zelu poliakryloamidowym (rozdziat
4.2.18). Pr™ki RNA o pozadanej wielkosci wycinano z zelu i eluowano (rozdziat 4.2.13).
W kolejnym etapie RNA znakowano na koncu 5' (rozdziat 4.2.14). W tym celu wykorzystano
YMP-ATP. Wyznakowane czasteczki RNA oczyszczano metodg fenol/chloroform (rozdziat
4.2.15). Przed reakcjg wigzania RNA z biatkiem, mierzono ilos¢ materiatu radioaktywnego
wprowadzonego do wyjsciowej puli RNA (cpm) przy zastosowaniu licznika scyntylacyjnego
Beckmann LS 7000.

W reakcji wigzania RNA z HIV-1 RT (rozdziat 4.2.16) stosunek molowy RNA:biatko
wynosit 10:1. Mieszanine reakcyjng zawierajacg odwrotng transkryptaze, wyznakowane RNA
i odpowiedni bufor inkubowano 10 minut w temperaturze 37°C. Nastepnie odmywano
niezwigzane, badz tez stabo zwigzane RNA piecioma ml buforu do selekcji aptameréw RNA

wobec H1V-1 RT, stosujgc sita molekularne 30 kDa. Kolejny etap polegat na rozbiciu
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kompleksu RNA-biatko poprzez wytrzasanie z 7 M mocznikiem i fenolem. Faze wodna,
zawierajgcg odzyskane z kompleksu RNA, przenoszono do nowych probdwek
I wytragcano przez noc. Nastepnego dnia RNA dekantowano przez wirowanie, rozpuszczano
w wodzie i mierzono poziom radioaktywnosci. Procent wigzania RNA z FIIV-1 RT obliczano
na podstawie réznicy poziomu radioaktywnosci RNA uzytego do reakcji wigzania i RNA
odzyskanego z kompleksu z biatkiem.

RNA przepisywano nastepnie na ssDNA, wykorzystujac starter AT3 i odwrotng
transkryptaze MuMLV dostepng komercyjnie, pochodzacg z mysiego wirusa biataczki
Moloneya (rozdziat 4.2.17). Otrzymany ssDNA powielano metodg PCR ze starterami AT2
i AT3 (rozdziat 4.2.11). Kazdy kolejny cykl rozpoczynat sie od otrzymania zawezonej puli
RNA metodg transkrypcji in vitro. W reakcji tej jako matryce wykorzystywano dsDNA
zamplifikowany w ostatnim etapie poprzedniego cyklu selekcji. Po przeprowadzeniu 5 cykli
selekcji RNA wykonano analize wzbogacania (w kolejnych cyklach) sekwencji RNA w te,
ktore najsilniej wiazg sie z H1V-1 RT (Wykres 1). Po pierwszym cyklu 8% czasteczek RNA
z puli wyjsciowej wigzato sie z HIV-1 RT, a po 5 cyklu 56%. Uzyskano wiec okoto

siedmiokrotne wzbogacenie puli RNA wigzacych sie z biatkiem.

Wykres 1. Analiza wzbogacania sekwencji RNA w kolejnych cyklach selekcji wobec HIV-1 RT.
Sekwencjonowanie

Po kazdym cyklu selekcyjnym przeprowadzano analize produktéw reakcji PCR

w 12% denaturujacym zelu poliakryloamidowym (rozdziat 4.2.18).

68






Whyniki i dyskusja

-produkt RT-PCR
+ produkt RT-PCR

46 nt—1 46 nt—+. _
3Bnt *-T 35 nt-#
18nt-< 18 nt->

Rysunek 16. Analiza produktéw reakcji PCR po 2 (A) i 5 (B) cyklu selekcji wobec HIV-1 RT.
A. Analiza produktu reakcji PCR po drugim cyklu selekcyjnym.

B. Analiza produktu reakcji PCR po pigtym cyklu selekcyjnym.

Jako kontrole zastosowano probke bez enzymu oznaczongjako K, M - wzorzec dtugosci DNA.

Teoretycznie, otrzymywany na koncu kazdego cyklu selekcyjnego produkt reakcji
PCR, powinien mie¢ dtugo$¢ 63 nukleotyddéw, gdyz do amplifikacji uzywano startery AT2
i AT3. Nieoczekiwanie stwierdzono, iz produkt zamplifikowany po 5. cyklu selekcyjnym jest
wyraznie krotszy. Wykonano zatem kontrolne sekwencjonowanie pojedynczych klonéw
uzyskanego dsDNA. W tym celu na matrycy DNA przeprowadzono najpierw reakcje PCR
(rozdziat 4.2.11) ze starterami AT2e i AT3p, wprowadzajagcymi miejsca rozpoznawane przez
enzymy restrykcyjne EcoRI i Pstl, odpowiednio na koricach 5" i 3’. Produkty reakcji PCR
oczyszczano metodg fenol/chloroform (rozdziat 4.2.15), trawiono EcoRIl i Pstl (rozdziat
4.2.19) i ligowano do plazmidu pUC19, uprzednio cietego tymi samymi enzymami (rozdziat
4.2.21). Przygotowywano dwie reakcje ligacji, w ktorych stosunek molowy wektorrinsert
wynosit 1:3 i 1:10. Mieszaning ligacyjna transformowano komorki kompetentne DH5a metodg
heat-shock (rozdziat 4.2.2). W wektorze pUC19 znajduje sie operon laktozowy, zawierajacy
gen LacZ kodujacy P-galaktozydaze. Obcy DNA (insert) zostaje wklonowany w $rodek genu
LacZ, zaburzajgc synteze |3-galaktozydazy. Substratem dla tego enzymu jest X-gal, ktory
dodawany jest razem z IPTG (indukuje synteze biatek operonu laktozowego) do pozywki
statej. Hydroliza X-gal przez P-galaktozydaze powoduje powstanie charakterystycznego
niebieskiego koloru kolonii, co wskazuje na brak zaburzen w genie LacZ, a co za tym idzie
brak insertu w wektorze. Wektory z insertem znajdujg sie w bakteriach tworzacych biate
kolonie, w ktérych nie zachodzi hydroliza X-gal.

Z pojedynczych kolonii, namnozonych przez noc na pozywce ptynnej LB z ampicylina,
izolowano plazmidy metodg lizy w warunkach alkalicznych - tzw. mini-prepy (rozdziat 4.2.5).
W metodzie tej stosuje sie 1% roztwdr SDS - do lizy Scian komoérkowych i denaturacji biatek,

a takze 0.2 M NaOH, ktory degraduje kwasy nukleinowe. Czas inkubacji jest tak dobrany.
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aby plazmidowy DNA nie ulegat zniszczeniu. Dziatanie NaOH hamuje 7,5 M octan amonu.
Oczyszczone plazmidy sekwencjonowano stosujgc ABI PRISM® Big Dye™ Terminator Ready
Reaction Cycle Sequencing Kit wedtug procedury zamieszczonej w rozdziale 4.2.22. W reakgji
zastosowano starter FI9 komplementarny do wektora pUC19 ponizej miejsca klonowania
insertu. Produkty reakcji oczyszczano zgodnie z procedurg opisang w rozdziale 4.2.22.
Stwierdzono, iz kazdy z 9 przesekwencjonowanych plazmidéw posiada identyczny insert.
Skiada sie on z sekwencji rozpoznawanej przez enzym restrykcyjny EcoRI, petnej sekwencji
F5’, 4 nukleotydowej sekwencji losowej, sekwencji F3' oraz sekwencji rozpoznawanej
przez enzym Pstl.

Postanowiono zatem okre$li¢ wasciwosci aptameru (nazwanego ATHI) uzyskanego
po 5. cyklu selekcyjnym, pomimo iz nie posiadat on catej sekwencji losowej. Wykorzystujgc
program  Mfold [147] okreSlono jego  strukture  drugorzedowa.  Stwierdzono,
ze ATHI przyjmuje najprawdopodobniej strukture spinki o trzonie zbudowanym z 18

nukleotydow i czteronukleotydowej petli terminalnej (Rysunek 17).

C UG UUGGU ACUUGGGAGGGYS
G ACGACCAUGGAcCccucces
< ATHI

Rysunek 17. Przewidywana struktura drugorzedowa aptameru ATHI.

Mniej wiecej w tym samym czasie ukazat sie artykut, w ktéorym opisywano wptyw
czgsteczek tworzgcych struktury typu spinka do witoséw na aktywnos$¢ domeny RNazy H
odwrotnej transkryptazy wirusa HIV-1. Stwierdzono, ze niektére z nich specyficznie hamujg
aktywno$¢ nukleazowa, nie wplywajac na pozostate aktywnosci enzymu [148]. Wszystkie
zidentyfikowane inhibitory miaty czteronukleotydowe petle terminalne 5’UUCG3’. Czasteczka
najsilniej hamujgcg aktywnos$¢ nukleazowg HIV-1 RT byt posiadajacy szescionukleotydowy
trzon RNA, nazwany MD16. Do dalszych badarh postanowiono wiec uzy¢ petnej diugosci
ATHI oraz jego dwie skrécone wersje - ATHLI i ATHI.2. Czasteczki ATHI.l i ATHI.2
miaty analogicznie jak MD 16 trzony zbudowane z sze$ciu par zasad. Dodatkowo, w ATHI.2
zmieniono pare zamykajaca trzon: z GC na AU, a takze Srodkowa pare z UG na CG. W testach
wptywu aptamerdw na aktywnosci odwrotnej transkryptazy wirusa HIV-1 wykorzystano zatem
3 czasteczki RNA (ATHI, ATHI.I, ATHI.2) i MD 16 jako kontrole (Rysunek 18).
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C UGUUGGYH

G ACGACC3
®  ATHL1

c UGCUGAY

G ACGACU3Z
® ATHI.2

Rysunek 18. Przewidywane struktury drugorzedowe aptameru MD16 oraz ATHI i jego dwoch skréconych
wersji - ATH 1.1 1.2.

W czasteczce ATH 1.2 na zielono zaznaczono zmienione nukleotydy.
5.1.4 Badanie wptywu aptamerow na aktywnos$¢ nukleazows, polimerazowg i rekombinacyjng

HIV-1 RT

5.1.4.1 Aktywno$¢ nukleazowg HIV-1 RT

W celu okre$lenia wptywu wyselekcjonowanych czasteczek na aktywno$¢ RNazowa
HIV-1 RT testowano jej zdolno$¢ do trawienia czgsteczek RNA w obrebie hybrydéw
RNA/DNA (rozdziat 4.2.25). Reakcje prowadzono w komercyjnie dostepnym buforze dla Mu-
MLV. Stosunek molowy HIV-1 RT do hybrydu wynosit 1:1. Probka o objetosci 10 pl
zawierata 3 pmole HIV-1 RT i 3 pmole hybrydu. Kazda reakcje przeprowadzano trzykrotnie.

Substratem w reakcjach byla wyznakowana radioizotopowo na koncu 5’
18. nukleotydowa czgsteczka RNA (Hybl8RNA) (Tabela 2) zhybrydyzowana
z komplementarng 18. nukleotydowg czasteczkg DNA (HybI8DNA) (Tabela 1). Aby uzyskac
hybryd mieszanine zawierajacg czasteczki DNA i RNA podgrzewano do temperatury 95°C,
po czym powoli schtadzano do temperatury 37°C.

Rownolegle w celu zapewnienia optymalnych warunkéw dziatania aptameréw,

przeprowadzano ich wstepng inkubacje z HIV-1 RT w 37°C przez 15 minut.
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W poszczeg6lnych probach stosunek molowy aptamenenzym wynosit 1:3, 1:1, 4:1, 50:1
(1 pmol, 3 pmole, 12 pmoli, 150 pmoli aptameru). Aptamery przed inkubacjg renaturowano
w celu nadania im optymalnej struktury drugorzedowej. Nastepnie do kompleksu
aptamer:enzym dodawano hybryd DNA/RNA i inkubowano uzyskang mieszanine
przez 20 minut w 37°C. Dodatkowo przeprowadzono dwie reakcje kontrolne. W jednej z nich
(kontrola dodatnia, K+) do mieszaniny reakcyjnej nie dodawano aptameréw, a w drugiej
(kontrola ujemna, K-) nie dodawano enzymu. Reakcje zatrzymywano dodajagc bufor UD.
Probki denaturowano poprzez podgrzanie do 95°C i gwaltowne schtodzenie na lodzie.
Aby oceni¢ aktywno$¢ testowanych aptameréw przeprowadzono analogiczng serie
eksperymentow, w ktdrych role inhibitora RNazy H penita uzyskana przez innych badaczy
czasteczka MD 16. Produkty reakcji wraz z reakcjami kontrolnymi rozdzielano w warunkach
denaturujgcych w 12% zelu poliakrylamidowym (rozdziat 4.2.18). Produkty trawienia
analizowano za pomocg skanera materiatbw znakowanych radioizotopowo (Phosphorimager,
Typhoon 8600).

MD16 ATHL ATHL1 ATHL2

-18-nt RNA

-16-nt RNA

Rysunek 19. Wptyw aptameréw na aktywnos¢ nukleazowg HIV-1 RT.

Dla kazedgo aptameru wykonywano po 4 reakcje oznaczone numerami 1, 2, 3 i 4. W prébach oznaczonych numerem !
stosunek molowy aptamer-enzym wynosit 1:3, numerem 2 - +:1; numerem 3 - 4:}; numerem 4 - 50:1. Jako K+ i K-
oznaczono reakcje kontrolne, odpowiednio z HIV-lI RT i bez aptameru oraz bez HIV-1 RT i bez aptameru.Uzyte w reakcji
czasteczki RNA znakowano radioizotopowo.

W wyniku przeprowadzonej analizy stwierdzono, ze we wszystkich mieszaninach
reakcyjnych wzor trawienia substratu jest podobny do uzyskanego w kontroli pozbawionej
aptameru. W wiekszo$ci przypadkéw nie obserwowano, by dodanie aptameru wplywato
inhibujgco na aktywno$¢ nukleazowa odwrotnej transkryptazy, a co za tym idzie
na intensywnos¢ powstajacych prazkéw (Rysunek 19). Jedynie w prdbie 4. (stosunek
aptamer:HIV-l RT 50:1) zawierajgcej ATHI.I odnotowano wyrazny spadek aktywnosci
RNazy H. Analiza, przy zastosowaniu programu Image Quant, pozwolita ustali¢ stopien

przereagowania substratu w poszczegolnych probkach. Aby okresli¢ wptyw aptameréw
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na aktywno$¢ RNazowg HIV-1 RT okres$lano jaki procent wyznakowanego RNA ulegat
trawieniu do 16-nukleotydowego produktu.

Wplyw poszczegdlnych aptameréw na aktywno$¢ RNazowa HIV-1 RT przedstawiono
na Wykres 2. Zaobserwowano, ze MD16, ATHI oraz ATHI.2 jedynie w niewielkim stopniu
hamowaty aktywno$¢ enzymu. W przypadku czasteczki oznaczonej symbolem MD 16
uzyskano obnizenie aktywno$ci RNazowej o okoto 17%, przy najwyzszym przebadanym
stezeniu aptameru. Podobny efekt obnizenia aktywnosci RNazy H o okoto 15%, w przypadku
najwyzszego stezenia aptameru, uzyskano inkubujgc HIV-1 RT =z ATHI. Nieco
efektywniejszym inhibitorem okazat sie ATH1.2, redukujacy aktywno$¢ RNazowg o okoto
32%.

Wyrazne obnizenie zdolnosci RNazy H do trawienia RNA w obrebie heterodupleksu
HybIBRNA/HyYbISBDNA stwierdzono jedynie dla ATHI.Il. Efekt ten byt wyraznie widoczny
w przypadku zastosowania 50-krotnego nadmiaru aptameru w stosunku do enzymu (82,2%
inhibicji).

= S w

kontrola MD16 ATHI ATHLI ATHI .2
m Reakcja 1 90,3% 92,6% 85,5% 84,5%
O Reakcja 2 88,6% 91,4% 83,6% 85,2%
O Reakcja 3 100% 85,4% 90,4% 82,0% 75,0%
m Reakcja 4 85,6% 86,3% 17,8% 68,9%

Wykres 2. Wplyw aptamerdw na aktywnos¢ nukleazowg HIV-1 RT.
Na wykresie przedstawiono wptyw aptameréw na aktywno$¢ nukleazowg HIV-l RT. W reakcji 1 stosunek molowy
aptamenenzym wynosit 1:3, w reakcji 2 - 1:1, w reakcji 3 - 4:1, w reakcji 4 - 50:1. Wyniki sg wartosciami $rednimi
uzyskanymi z trzech niezaleznych eksperymentow.
5.1.4.2 Aktywnos$¢ polimerazowa HIV-1 RT

W celu okreSlenia wptywu aptameréw na aktywno$¢ polimerazowg HIV-1 RT
przeprowadzono reakcje wydtuzania startera zarbwno na matrycy DNA, Jak i RNA (rozdziat

4.2.27). Eksperymenty wykonywano w oparciu 0 wczesniejsze badania, podczas ktorych
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ustalono optymalne warunki reakcji polimeryzacji. Zgodnie z tymi danymi reakcje
przeprowadzono w objetosci 40 |il, z wykorzystaniem standardowego buforu do Mu-MLV,
przy zastosowaniu 3 pmoli HIV-1 RT. Wizualizacja produktow metodg autoradiografii byta
mozliwa dzieki zastosowaniu (a™P)-dCTP. Wydajno$C reakcji oszacowano przy uzyciu
komputerowego skanera materiatdw znakowanych radioizotopowo.

Matrycg w reakcjach polimeryzacji byto DNA lub RNA zhybrydyzowane ze starterem.
Aby przygotowa¢ kompleks matryca:starter obie czasteczki podgrzewano do 95°C i powoli
schtadzano do momentu osiggniecia temperatury 37°C.

Do tak przygotowanego substratu podawano enzym, z ktérym wczesniej w 37°C,
inkubowano aptamer (3 pmole i 300 pmoli aptameru dla matrycy RNA oraz 3 pmole, 15 pmoli
lub 300 pmoli aptameru dla matrycy DNA). Aptamery przed inkubacjg z enzymem ogrzewano
do 95°C, a nastepnie powoli schtadzano do 37°C w celu umozliwienia im przyjecia optymalnej
struktury drugorzedowej.

Reakcje polimeryzacji inicjowano przez dodanie mieszaniny trojfosforanéw
deoksyrybonukleozydowych,  zawierajacej znakowany radioizotopowo  (a™P)-dCTP,
a nastepnie inkubowano w 45°C przez godzine. Produkty reakcji, po wczesdniejszej denaturacji,
rozdzielano w 12% denaturujgcym zelu poliakryloamidowym, w obecnosci wzorcéw dtugosci,
a nastepnie wizualizowano za pomoca komputerowego skanera materiatbw znakowanych
radioizotopowo (Phosphorimager, Typhoon 8600).

Badanie wptywu aptamerédw na aktywnos¢ polimerazowag HIV-1 RT, zaréwno
na matrycy DNA jak i RNA, powt6rzono trzykrotnie. Wielko$¢ produktéw reakcji zostata

0szacowana w oparciu o wzorce dtugosci DNA.
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MD16 ATH1 ATH1.1 ATM1.2
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Rysunek 20. Wplyw aptameréw na aktywno$¢ polimerazowg HIV-1 RT na matrycy RNA (A) i DNA (B).

A. Zalezna od RNA synteza DNA. Dla kazedgo aptameru wykonano po 2 reakcje oznaczone numerami ! i 2. W prdbach
oznaczonych numerem ! podawano 3 pmole aptameru (stosunek molowy aptamerxnzym wynosit 1:1); numerem 2 - 300
pmoli aptameru (stosunek molowy aptamenenzym wynosit 100:1).

B. Zalezna od DNA synteza DNA. Dla kazdego aptameru wykonano po 3 reakcje oznaczone numerami 1, 2 i 3. W prébach
oznaczonych numerem | podawano 3 pmole aptameru (stosunek molowy aptamer:enzym wynosit 1;1); numerem 2 - 45 pmoli
aptameru (stosunek molowy aptamer:enzym wynosit 5:1); numerem 3 - 300 pmoli aptameru (stosunek molowy
aptamer:enzym wynosit 100:1).

Jako K+ oznaczono reakcje kontrolng, bez aptameréw.

W wyniku przeprowadzonej analizy stwierdzono, ze we wszystkich mieszaninach
reakcyjnych obecna byta podobna ilos¢ 46. nukleotydowego produktu gtéwnego. Aptamery
nie wptywaly wiec na ilos¢ powstajacych produktéw, a co za tym idzie na aktywnos¢

polimerazowg RT (Rysunek 20).

5.1.4.3 Aktywnos¢ rekombinacyjna HIV-1 RT

Rekombinacja homologiczna odgrywa niezwykle istotng role w cyklu replikacyjnym
retrowirusow. Z jednej strony umozliwia przepisanie genomowej czasteczki RNA na dsDNA,
ktory ulega integracji z genomem gospodarza, z drugiej strony warunkuje wymiane materiatu
genetycznego pomiedzy réznymi wariantami wirusa HIV.

Badania wptywu aptameréw na zdolno$¢ HIV-1 RT do wykonywania homologicznych
przeskokow rekombinacyjnych przeprowadzano wykorzystujgc  uniwersalny  system
do testowania rekombinacji in vitro. System ten skiada sie z dwoch matryc RNA, donorowej
(BMV-R-D) i akceptorowej (BMV-R-A), ktére zawierajg wspolng rekombinacyjnie aktywna
sekwencje R pochodzacg z wirusa mozaiki stoktlosy BMV. Do rekombinacji dochodzi
wowczas, gdy polimeraza rozpocznie synteze nici potomnej na czasteczce donorowej i dokona
przeskoku w obrebie homologicznego rejonu R na matryce akceptorows. Powstajgce
rekombinanty (R) sg wyraznie dtuzsze od produktu (G) powstajgcego na czgsteczce donoroweyj,
stad mozna je fatwo zidentyfikowaé metodg elektroforezy w zelu poliakryloamidowym

(Rysunek 21).
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BMV-R-A
akceptor . ,
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BMV3-REC
rekombinant BMV5-REC
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donor
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Rysunek 21. Schematyczny opis procesu rekombinacji.

Rejony homologiczne na niciach akceptorowej (BMV-R-A) i donorowej (BMV-R-D) zaznaczono na zielono i 0znaczono
jako BMV-R. W reakcji stosuje sie starter BMV5-REC komplementarny do korca 3' matrycy donorowej. Powstajacy
rekombinant jest komplementarny do kornca 3' matrycy BMV-R-D i korica 5 matrycy BMV-3-REC.

225-nukleotydowy donor (BMV-R-D) odpowiada fragmentowi genomowej czasteczki
RNA2 wirusa BMV (odcinek pomiedzy 2640 a 2865 nt) a 216. nukleotydowy akceptor
(BMV-R-A) - fragmentowi czasteczki RNA3 BMV (odcinek pomiedzy 1763 a 1961 nt).
Matryca donorowa i akceptorowa posiadajg 60. nukleotydowy rejon homologiczny (BMV-R) -
odpowiednio sekwencje od 2647 do 2706 nt w RNA2 BMV i od 1900 do 1960 nt w RNA3
BMV. Sekwencje rejonéw R pochodzacych z homologicznych koncow 3 RNA2 i RNA3
nie sgjednak identyczne, réznig sie one trzema pojedynczymi nukleotydami. RNA donorowy
i akceptorowy otrzymano na drodze transkrypcji in vitro na matrycach cDNA, otrzymanych
metodg PCR. Podczas reakcji wydtuzania startera (BMV3-REC) HIV-1 RT rozpoczyna
synteze ssDNA na matrycy donorowej, a po osiggnieciu BMV-R moze dokona¢ przeskoku
rekombinacyjnego na matryce akceptorowa.

Weczesniej stwierdzono, ze stosunek molowy donora do akceptora, zapewniajacy
wysoka wydajnos¢ rekombinacji, wynosi 1:5. W reakcjach prowadzonych w obecnosci samej
czasteczki donorowej powstaje gtownie jeden produkt (oznaczony literg G), bedacy wynikiem
powielenia calej czagsteczki donorowej. Diuzsze produkty (prazek R) obserwowane
sg wobwczas, gdy mieszanina reakcyjna zawiera zardwno czgsteczki  donorowe,
jak i akceptorowe.

Reakcje odwrotnej transkrypcji prowadzono w objetosci 40 pl w komercyjnym buforze
dla Mu-MLV RT. Na wstepie przygotowano mieszaning zawierajgcg matryce donorows,
akceptorowg i starter BMV3-REC, ktdrg ogrzewano do 95°C, a nastepnie schtadzano powoli
do 37°C. Aptamery preinkubowano z enzymem 20 minut w 37°C i obie mieszaniny,
tj. te zawierajgcg matryce oraz enzym i aptamer tgczono. Reakcje inicjowano przez dodanie
do mieszaniny reakcyjnej deoksyrybonukleotydy zawierajace wyznakowany radioizotopowo
dCTP. Catos¢ inkubowano przez | h w 45°C. Dla kazdego aptameru wykonano po 2 reakcje
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w trzech powtdrzeniach, w ktérych stosunki ilosciowe aptamerrenzym wynosity odpowiednio
1:1; 1:100. Reakcje zatrzymywano przez dodanie 12 pi buforu UD, nastepnie denaturowano
cato$¢ poprzez podgrzanie do 95°C i gwattownie schtadzajgc na lodzie. Probki rozdzielano
w 10% denaturujgcym zelu poliakryloamidowym i analizowano wykorzystujac skaner

materiatdw znakowanych radioizotopowo (Phosphorimager, Typhoon 8600) (Rysunek 22).

ATH1.2 ATH11 ATH1 MD16

-rekombinant

-produkt gtowny

Rysunek 22. Wptyw aptameréw na aktywnos¢ rekombinacyjng HIV-1 RT.

Dla kazdego aptameru (ATH1.2, ATHLI, ATHI, MD16) wykonywano po 2 reakcje oznaczone jako 1 i 2. W prébach
oznaczonych numerem | podawano aptamery w stosunku molowym do enzymu 1:1, numerem 2 - 100:1. Jako K- oznaczono
reakcje kontrolng bez dodatku enzymu, a jako K+ reakcje bez dodatku aptameru.

W wyniku przeprowadzonej analizy stwierdzono, ze we wszystkich mieszaninach
reakcyjnych obecny jest rekombinant. Wydajno$¢ rekombinacji okreslono jako wyrazony

w procentach stosunek produktu R/G (Wykres 3).

Wykres 3. Wplyw aptameréw na aktywnos$¢ rekombinacyjng HIV-1 RT.
Na wykresie przedstawiono wptyw aptameréw na aktywno$¢ rekombinacyjng HIV-t RT. W reakcji 1 stosunek molowy
aptamer:enzym wynosit 1:1, w reakcji 2 - 100:1. Uzyskane wyniki stanowig $rednig z trzech niezaleznych eksperymentow.

W przypadku reakcji kontrolnej bez aptameru wydajno$¢ rekombinacji wynosita
31,50%. Przy stosunku molowym aptamenenzym (1:1) ani ATHII, ani ATH1.2
nie wykazywat znaczacego wplywu na aktywno$¢ rekombinacyjng HIV-1 RT.

Przy stukrotnym molowym nadmiarze ATHI.l | ATH1.2 w stosunku do enzymu
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zaobserwowano niewielki wzrost ilosci powstajacych rekombinantéw odpowiednio do 36,7%
i 47,5%. ATHI nieznacznie stymulowatl powstawanie rekombinantow, ale zwigkszenie ilosci
tego aptameru nie powodowato dalszego zwiekszania aktywno$ci rekombinacyjnej enzymu.
Zaobserwowano ponadto znaczny wptyw aptameru MD16 na aktywno$¢ rekombinacyjng HIV-
I RT. Juz przy stosunku molowym aptamer:enzym (1:1) ilo$¢ rekombinantéw wzrastata

0 22,8%. Stukrotny nadmiar aptameru dodatkowo zwigksza aktywno$¢ enzymu, o 43,2%.

5.1.5 Badanie wptywu aptameréw na aktywnos$¢ nukleazowg Mu-MLV RT

W celu sprawdzenia czy uzyskane aptamery specyficznie rozpoznajg jedynie
HIV-1 RT, wobec ktorej byty selekcjonowane, przeprowadzano serie analogicznych
eksperymentéw, w ktorych kodowany przez HIV-1 enzym zastgpiono przez odwrotng
transkryptaze z Mu-MLV (rozdziat 4.2.26). Dla kazdego aptameru (MD 16, ATHI, ATHIL.I,
ATHI.2) wykonano 3 niezalezne proby. W reakcji oznaczonej numerem 1 podawano 50 pmoli
aptameru, w kolejnej (oznaczonej numerem 2) - 150 pmoli, w ostatniej - 3(K) pmoli
(oznaczonej numerem 3) (Rysunek 23). Analiza elektroforetyczna produktéw reakcji w 12%
denaturujgcym zelu ujawnita identyczny wzér degradacji we wszystkich probkach. Prazki
pochodzace od substratow i produktow reakcji tylko nieznacznie réznity sie intensywnoscig
(Rysunek 23).

MD16 ATH1 ATHL1.1 ATH1.2

18-nt RNA

16-nt RNA

Rysunek 23. Wptyw aptameréw na aktywnos$¢ nukleazowa Mu-MLV RT.

Dla kazdego aptameru wykonywano po 3 reakcje o0znaczone numerami 1, 2, 3. W prébach oznaczonych numerem ! podawano
50 pmoli aptameru; numerem 2-150 pmoli aptameru; numerem 3 - 300 pmoli aptameru. Jako K+ i K- oznaczono reakcje
kontrolne, odpowiednio z HIV-1 RT i bez aptameru oraz bez HIV-1 RT i bez aptameru. Uzyte w reakcji czasteczki RNA
znakowano radioizotopowo.

Analiza przy zastosowaniu programu Image Quant pozwolita ustali¢ stopien
przereagowania substratu. Stwierdzono, ze aptamery nie wywieraly znaczgcego wptywu
na aktywnos$¢ nukleazowg enzymu (Wykres 4). W przypadku wszystkich probek obserwowane

zmiany miescity sie w zakresie btedu - byty wiec statystycznie nieistotne.
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£
3
2
m Reakcja | 99,0% 98,6% 98,1% 97,9%
m Reakcja 2 100% 98,7% 98,7% 98,2% 97,2%
O Reakcja 3 98,7% 96,3% 97,1% 93,7%

Wykres 4. Wplyw aptameréw na aktywnos¢ nukleazowg Mu-MLV RT.

Na wykresie przedstawiono wptyw aptameréw na aktywno$¢ nukleazowa Mu-MLV RT. W reakcji oznaczonej numerem |
podawano 50 pmoli aptameru; numerem 2-150 pmoli aptameru; numerem 3 - 300 pmoli aptameru. Wyniki sg wartosciami
$rednimi uzyskanymi z trzech niezaleznych eksperymentow.

5.1.6 Badanie wptywu aptameréw na aktywno$¢ nukleazowg RNazy H z E.coli

Dodatkowo postanowiono ustali¢ czy wyselekcjonowane aptamery mogag wplywac
na aktywno$¢ RNazy H pochodzacej z E. coli. W tym celu przeprowadzano serie
analogicznych eksperymentéw jak dla HIV-1 RT (rozdziat 4.2.26). Jedyna rdznicg byta ilo$¢
podawanych aptamerow. W przypadku bakteryjnej RNazy H wykonano reakcje, w ktorych
ilosci aptameréw wynosity odpowiednio w reakcjach oznaczonych numerem | - 50 pmoli,
numerem 2-150 pmoli, numerem 3 - 300 pmoli. Dla kazdego aptameru wykonano

po 3 niezalezne eksperymenty.

MD16 ATHI ATHLI ATHI.2 KK -,

produkt gtéwny

__produkty
degradacji

Rysunek 24. Wplyw aptameréw na aktywno$¢ RNazy H pochodzacej z E. Coli

Dla kazdego aptameru wykonywano po 3 reakcje oznaczone numerami I, 2 i 3. W prébach oznaczonych numerem 1
podawano 50 pmoli aptameru; numerem 2-150 pmoli aptameru; numerem 3 - 300 pmoli aptameru. Reakcje kontrolne
z enzymem, bez aptameru oraz bez enzymu i bez aptameru oznaczono jako K+ i K-. Wizualuzacji dokonano za pomoca
skanera produktow radioizotopowych (Phosphorimager, Typhoon 8600).
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Zaobserwowano powstawanie bardzo zblizonego wzoru degradacji we wszystkich
mieszaninach reakcyjnych (Rysunek 24). Stwierdzono, ze aptamery ATHI, ATHI.l, ATHI.2
i MD16 nie wptywaly hamujgco na aktywno$¢ RNazy H z E.coli. Prazki pochodzace od

substratu i poszczeg6lnych produktow ciecia tylko nieznacznie roznity sie intensywnoscia.

5.1.70kreslenie statej dysocjacji kompleksu aptamer-HIV-I RT

Jedna ze standardowych metod okreslania statej dysocjacji kompleksu tworzonego
przez czasteczki A i B polega na ustaleniu jak zmienia si¢ ilos¢ zwigzanego A wraz
ze wzrostem stezenia B. W przypadku przeprowadzonych badan zastosowano stale stezenie
RNA oraz wzrastajgce stezenia biatka.

Na wstepie wyznakowane radioizotopowo na korcu 5' aptamery renaturowano przez
podgrzanie do 95“C i powolne schiodzenie do temperatury pokojowej. Inkubowano
je nastepnie z HIV-1 RT. Do kolejnych probéwek podawano coraz wieksze ilosci biatka
(w zakresie od 6,5 pM do 45,4 pM). Mieszaniny reakcyjne rozdzielano w 6% natywnym zelu
poliakryloamidowym. Jako kontrole zastosowano wyznakowany radioizotopowo wolny RNA
(bez dodatku HIV-1 RT). Po rozdziale elektroforetycznym produkty reakcji analizowano
wykorzystujac skaner materiatbw znakowanych radioizotopowo (Phosphorimager, Typhoon
8600). Na podstawie przeprowdzonych pomiaréw (stosujgc program Image Quant), okreslono
jaki procent RNA wigzat sie z HIV-1 RT. Uzyskiwany wynik poréwnywano z probka
kontrolna.

Wraz ze wzrostem iloSci biatka podawanego do mieszaniny reakcyjnej mozna byto
zauwazy¢ pojawianie sie kompleksow HIV-1 RT z aptamerem, zaréwno dla ATHLI, jak
i ATHI.2 (Rysunek 25). Niezwigzany RNA migrowal znacznie szybciej, niz ten zwigzany

z biatkiem.
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K1 2 3 4 K1 2 3 4

Rysunek 25. Okreslenie statej dysocjacji kompleksu HIV-1 RT:aptamer

A. Tworzenie kompleksu HIV-1 RT:ATHI.I

B. Tworzenie kompleksu HIV-1 RT:ATH1.2
Produkty reakcji rozdzielano w 6% natywnym zelu poliakryloamidowym. Zaznaczono kompleksy aptamer-biatko i wolny
RNA. Jako K oznaczono reakcje kontrolng - RNA, w probach |, 2, 3, 4 podawano odpowiednio 6,5 pM; 19,4 pM; 32,4 pM;
45,4 pM H1V-1 RT.

Dla obu aptameréow wyznaczono krzywa zaleznosci miedzy stezeniem HIV-1 RT
a iloscig wigzanego RNA. W oparciu o te krzywa ustalono warto$¢ statej dysocjacji. Wedtug
definicji jest to takie stezenie biatka, przy ktorym 50% RNA zostaje zwigzane przez biatko.

Stata dysocjacji dla kompleksu HIV-1 RT:ATH1.1 wynosita 2,4 x 10 M, dla kompleksu
HIV-1 RT:ATH1.2 wynosita 2,8 x 10 M. Wyniki sg warto$ciami S$rednimi z trzech

niezaleznie przeprowadzanych eksperymentow.
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50

Wykres 5. Wigzanie ATHL.I przez HIV-1 RT
Na wykresie przedstawiono zalezno$¢ wigzania RNA od stezenia HIV-1 RT. Na podstawie uzyskanej zaleznosci wyznaczono
stalg dysocjacji kompleksu. Kd.

Wykres 6. Wigzanie ATH1.2 przez HIV-1 RT
Na wykresie przedstawiono zalezno$¢ wigzania RNA od stezenia HIV-1 RT. Na podstawie uzyskanej zaleznosci wyznaczono
stalg dysocjacji kompleksu, Kd.
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5.1.8 Analiza bioinformatyczna

Sprawdzano rowniez czy sekwencje losowe czasteczek ATHI.l i ATHI.2 (rozdziat
4.2.34), czyli tych wykazujacych wiasciwosci hamujgce aktywno$¢ nukleazowg HIV-1 RT,
kodowane sg w ulegajacej transkrypcji czeSci genomu cztowieka. Nie zidentyfikowano zadnej

takiej sekwenciji.
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5.1.9 Dyskusja

Domena RNazy H HIV-1 RT jest atrakcyjnym celem terapii przeciwwirusowe;j.
Do tej pory zidentyfikowano jednak tylko kilka inhibitorow tej aktywnosci odwrotnej
transkryptazy [149, 150]. W wyniku przeprowadzonej selekcji in vitro zidentyfikowano jedng
czasteczke specyficznie rozpoznajaca i wigzacg HIV-1 RT. Miata ona dtugos¢ 40 nt. Podczas
procesu selekcji doszto do delecji szescionukleotydowego fragmentu sekwencji losowej.
Sekwencje flankujgce czasteczek tworzgcych biblioteke kombinatoryczng zaprojektowano
w taki sposob, aby parowaty sie ze sobg tworzac strukture spinki do wiosow, podczas gdy
sekwencja losowa tworzyta petle. Trudno jednoznacznie stwierdzi¢ dlaczego doszto do utraty
znacznej czesci sekwencji losowej (e nt z 10 nt). Fragment ten zostat najprawdopodobniej
utracony podczas reakcji odwrotnej transkrypcji lub PCR. Istnieje wiele publikacji
wskazujgcych, iz Mu-MLV jest zdolna do wykonywania przeskokéw rekombinacyjnych.
Nie mozna tez wykluczy¢, ze bledy wyniknely podczas reakcji przeprowadzanej przez
polimeraze DNA z Thermus aguaticus (polimeaza Tag), chociaz charakteryzuje sie ona
wysoka doktadnoscig syntezy DNA. W pewnych sytuacjach produkty reakcji zawierajajednak
btedy w postaci delecji, insercji badZz substytucji. Zaobserwowano réwniez, ze na doktadnos¢
z jaka syntetyzowana jest ni¢ potomna wptywa¢ moze struktura drugorzedowa matrycy,
szczegolnie, gdy tworzy ona stabilne struktury spinki (najczesciej zbudowane z duzej ilosci par
GC) z petlg terminalng [151]. To, ze w puli czasteczek po pigtym cyklu selekcyjnym znalazt
sie tylko jeden oligorybonukleotyd (ATHI) Swiadczy¢ moze o tym, ze silniej niz inne, petnej
dtugosci czasteczki RNA, wigzat sie on z odwrotng transkryptaza.

Stosujgc program Mfold potwierdzono wczesniejsze przypuszczenia, iz ATHI
przyjmuje strukture spinki do wtoséw o trzonie dtugosci 18. nukleotyddw i petli terminalnej
dtugosci 4. nukleotydéw. Co ciekawe, w procesie selekcji in vitro otrzymano czasteczke RNA
posiadajgca zblizong strukture drugorzedowa do opisanych wczesniej w literaturze aptameréw
RNA selektywnie wigzgcych sie z domeng RNazowg HIV-1 RT [148]. Zdecydowano wigc nie
kontynuowac procesu selekcji in vitro i sprawdzi¢ jak ATHI wptywa na aktywnos¢ odwrotnej
transkryptazy w poréwnaniu z innymi zidentyfikowanymi aptamerami. Z zawartych
w literaturze informacji wynikato, ze to nukleotydy tworzgce trzon, a nie petle sg
odpowiedzialne za wiasciwosci inhibitorowe. Do dalszych badan postanowiono wiec
wykorzysta¢ petnej dtugosci aptamer ATHI, a takze jego dwie krotsze wersje - ATHILI
i ATHI.2. W obu nowoutworzonych czasteczkach skrocono trzon z 18 pz do e pz. Dodatkowo,
w ATHI.2 zmieniono zamykajgcg trzon pare GC na AU, a takze Srodkowa pare UG na CG.
W testach, w formie kontroli uzyto takze czasteczke MD 16, ktdra jak wynikato z badan innych
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autorow, jest silnym inhibitorem domeny RNazy H obecnej w HIV-1 RT [148] (patrz Rysunek
18).

W wyniku przeprowadzonej analizy stwierdzono, ze najefektywniejszym inhibitorem
RNazy H z HIV-1 RT jest ATHI.l. Obnizat on aktywno$¢ nukleazowg HIV-1 RT o 82%
w reakcji, w ktorej stosunek molowy aptamer:enzym wynosit 50:1 (patrz Rysunek 19, Wykres
2). Warto$¢ ICso okres$la stezenie inhibitora, ktore jest wymagane do zredukowania aktywnosci
czasteczki docelowej o0 50%. W przypadku ATHI.l 1Cso wynosita 8 pM. ATHI.2 okazat sie
by¢ stabszym inhibitorem, gdyz obnizat aktywno$¢ RNazy H tylko o 32% (patrz Rysunek 19
Wykres 2). Zarébwno ATHIL.I, jak i ATHI.2 nie wptywaly na pozostate aktywnosci HIV-1 RT
(patrz Rysunek 20, 22). Nie wykazywaty takze wiasciwosci inhibitorowych wobec Mu-MLV-
RT oraz RNazy H pochodzacej z E. coli (patrz Rysunek 23, 24). Potwierdzono zatem,
ze to nukleotydy wchodzgce w skiad trzonu dsRNA odpowiedzialne sg za inhibowanie
enzymu. Nie wiadomo natomiast jak bardzo istotha w oddziatywaniach z RT jest petla
terminalna inhibitorowych czasteczek RNA. Czasteczki ATHI.l i ATHI.2 roznity dwie pary
zasad budujace e-nukleotydowy trzon, a wykazano, ze ATHI.l jest znacznie silniejszym
inhibitorem aktywnosci nukleazowej niz ATHI.2.

Petnej dlugosci aptamer ATHI obnizat aktywno$¢ nukleazowg HIV-1 RT o 15%,
dla piecdziesieciokrotnego molowego nadmiaru wobec enzymu. Podobnie MD 16 (czasteczka
kontrolna) w .stosowanym uktadzie badawczym hamowata efektywno$¢ tworzenia produktow
ciecia zaledwie 0 17%.

Z opisanych do tej pory w literaturze oligonukleotydow, tylko krétkie RNA tworzace
struktury spinki do wioséw wykazywaty selektywng zdolno$¢ do hamowania tylko aktywnosci
nukleazowej HIV-1 RT. Analiza struktury krystalicznej HIV-1 RT ujawnita, ze centra
aktywnosci polimerazowej i nukleazowej sg zlokalizowane na dwdch koncach czasteczki,
a dzielacy je dystans odpowiada diugosci osiemnastonukleotydowego dupleksu RNA/DNA
[95]. Na podstawie poczynionych obserwacji sadzi¢ mozna, ze w obrebie HIV-1 RT domena
polimerazowg i RNazy H funkcjonujg w duzej mierze niezaleznie od siebie. Zebrane
dotychczas przez innych autoréw dane nie potwierdzajg jednak tego pogladu. Wykazano
bowiem, ze mutacje wprowadzane w domenie polimerazowej wptywajg na aktywnos¢
nukleazowg i odwrotnie [95].

Ciekawe wydajg sie rowniez wyniki badania wptywu aptameréw na zdolnos¢
HIV-1 RT do wykonywania przeskokéw rekombinacyjnych. Czasteczka MD16, ktéra nie
inhibowata ani aktywnos$ci polimerazowej, ani nukleazowej RT, stymulowata powstawanie

rekombinantéw. W reakcji, w ktorej stosunek molowy enzym:aptamer wynosit (1:1),
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iloS¢ powstajacych rekombinantow wzrastata o 22.8%. Dla stukrotnego molowego nadmiaru
zaobserwowano zwiekszenie wydajnosci rekombinacji o 66%. Podobnie ATHI stymulowat
powstawanie rekombinantow (wzrost wydajnosci rekombinacji o 17%), zar6éwno
dla réwnomolowej ilosci aptameru i enzymu, jak i dla stukrotnego nadmiaru ATHI.
Tymczasem aptamery inhibujace aktywno$¢ RNazy H praktycznie nie wplywaty
na rekombinacje, jezeli ich stosunek wobec enzymu wynosit 1:1, przy stukrotnym molowym
nadmiarze ATHI.l powodowat zwiekszenie czestosci rekombinacji 0 17%, a ATHI.2 o0 51%.
Na podstawie uzyskanych wynikow stwierdzono zatem, ze zdolno$¢ HIV-1 RT
do wykonywania przeskokéw rekombinacyjnych stanowi¢ moze kolejng, w duzej mierze
niezalezng funkcje odwrotnej transkryptazy.

Z zawartych w literaturze informacji wynika, ze MD 16 efektywnie hamowat aktywnos$¢
nukleazowg HIV-1 RT (ICso = 7.8 x 10™ M) [148]. Okazuje sie jednak, iz w przypadku
enzyméw wirusowych poziom inhibicji moze sie zmienia¢ w zaleznosci od tego jaki wariant
danego biatka zostanie uzyty. Wykazano bowiem, ze MD16 tylko nieznacznie hamowat
aktywnos$¢ odwrotnej transkryptazy wirusa HIV-1 wykorzystywanej w niniejszych badaniach.
Przy najwyzszym przebadanym stezeniu aptameru (15 jiM, stosunek MD16:HIV-1 RT
wynosita 1(X):1) uzyskano obnizenie aktywnosci nukleazowej zaledwie o okoto 17%.
Tymczasem przeprowadzone przez Hannousha i wspétpracownikéw testy wykazaty, ze MD 16
skutecznie inhibowat aktywno$é innego wariantu HIV-1 RT, wartos¢ 1Cso wynosita 7,8 x 10™.
Przeprowadzone badania dowodzg zatem, iz w przypadku biatek wirusowych trudno jest
uzyska¢ uniwersalne inhibitory ich aktywnosci enzymatycznych. Whniosek dotyczy nie tylko
aptamerow, jest tez zgodny z wieloletnimi do$wiadczeniami dotyczacymi leczenia chordb
wirusowych. Pomimo niezwykle intensywnych poszukiwan, jak dotad nie znaleziono zadnego
leku skutecznie zwalczajgcego infekcje wywotywane przez wirusy RNA i retrowirusy.
Wiadomo, ze HIV potrzebuje zwykle zaledwie kilku tygodni czy miesiecy, by staé sie
opornym na kazdy stosowany dotychczas lek. Podstawowa przyczyng takiego stanu jest
niezwykta zmienno$¢ genetyczna wirusdw RNA i retrowiruséw. W organizmie chorego nie
tworzg one jednorodnych populacji, lecz stanowig zbior wielu, czesto wyraZznie rdznych
wariantow. Z drugiej jednak strony uzyskane dane wskazuja, iz istnieje szansa skutecznej
inhibicji konkretnych wariantow enzymow wirusowych poprzez zastosowanie roznych
aptameréw. W zwigzku z tym istnieje ciaglta potrzeba poszukiwania czgsteczek
inhibitorowych, by skutecznie walczy¢ z infekcjami wywotywanymi przez wirus HIV-1.

Wiekszo$¢ opisanych do tej pory substancji, hamujgcych specyficznie,

badz niespecyficznie aktywno$¢ nukleazowg HIV-1 RT zostata opisana w pracach
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przegladowych Tramontano [149] i Klumppa [150], Wynika z nich, iz uzyskane do tej pory
inhibitory HIV-1 RT hamujg zwykle obie aktywnosci RT. Uzyskane wcze$niej aptamery [152]
z podobng sitg hamujg aktywno$¢ RNazowg RT (ICso= 0.5 x 10"* M) oraz polimerazowg HIV-
I RT (ICso = 15 X 10 M). Naturalne substancje uzyskane z alg i grzybéw, znane
z wihasciwosci antykoagulacyjnych i przeciwzapalnych (heparyna, polisiarczan ksylanu,
siarczan dekstranu), inhibujg aktywno$¢ nukleazowg HIV-1 RT ze wspdlczynnikiem
ICs0 = 0,1 - 8 x 10" M, wykazujac wysoka specyficznos¢, poniewaz aktywnos¢ polimerazowsa
hamujg w znacznie wyzszych stezeniach (250-5000 razy). Illimachinon, metabolit wtorny
z gabki z Morza Czerwonego Smenospongia sp, wykazuje wiele roznych aktywnosci
farmakologicznych, np.: hamuje indukowane chemicznie stany zapalne i podziaty komorkowe.
Inhibuje réwniez aktywnosci nukleazowa (IC50=15 x 10" M) i polimerazowa (IC50>140 x 10®
M) HIV-1 RT.

Stata dysocjacji (Kd) jest specyficznym rodzajem statej réwnowagi, za pomoca ktorej
mierzy sie¢ miedzy innymi sktonno$¢ duzych ztozonych komplekséw do odwracalnego rozpadu
na tworzace je mniejsze komponenty. Kd odpowiada takiemu stezeniu biatka, przy ktérym jego
miejsce wigzgce jest w potowie wysycone ligandem. Kd jest mierzona w molach (M) i stanowi
odwrotno$¢ statej powinowactwa. Im mniejsza jest warto$¢ statej dysocjacji, tym silniej Ugand
oddziatuje z biatkiem, a co za tym idzie - tym wyzsze powinowactwo wobec niego wykazuje.
Subnanomolame state dysocjacji sg w naturze rzadko spotykane. Wyjatkiem jest np.: kompleks
biotyna-awidyna ze statg dysocjacji 10 ' M [153], czy tez kompleksy jakie biatkowe inhibitory
tworzg z ludzka rybonukleazg z trzustki ze statg dysocjacji 10 ‘“ M [154]. Stale dysocjacji
konkretnego kompleksu ligand-biatko moga sie zmienia¢ pod wplywem temperatury,
pH roztworu czy tez stezenia soli. Wyznaczone dla ATHI.I (patrz Rysunek 25A, Wykres 5)
i ATH1.2 (patrz Rysunek 25B, Wykres 6) wartosci statej dysocjacji wynoszg odpowiednio
24X 10°Mi28X 10" M.

Wykazano ponadto, ze ani ATHILI, ani ATH1.2 nie wystepuja w ulegajacej
transkrypcji czesSci genomu cztowieka. Wynik ten nie byt zaskoczeniem. Genomowe czasteczki
(-)ssRNA sg egzogenne dla organizmu cztowieka. Uwaza sig, ze HIV pochodzi od wirusa SIV,
ktory infekuje matpy naczelne zamieszkujace kontynent afrykanski. Z kolei SIV wywodzi sie
najprawdopodobniej od retrowirusa, ktory w dalekiej przesztosci nabyt zdolnos$¢ infekowania
matp [155]. Przodek wirusa HIV przekroczyt bariere miedzygatunkowa matpa-cztowiek
najprawdopodobniej dopiero na poczatku ubiegtego wieku. W zwigzku z tym, w stosunkowo
krétkim czasie, jaki uptyngt od momentu rozprzestrzenienia sie HIV w populacji cztowieka,

organizm ludzki nie byt najprawdopodobniej w stanie wyksztalcic mechanizméw
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zwiekszajgcych odporno$¢é wobec HIV (np.: miRNA). Mechanizmy takie zostaty niedawno

odkryte dla innych wiruséw, np.: PFV-1 (ang. primatefoamy virus type 1) [156].
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5.2 Selekcja aptameréw RNA specyficznie wigzacych Dicer

5.2.1 Przygotowanie biblioteki kombinatorycznej
Podobnie jak to miato miejsce w przypadku aptameréw wigzacych HIV-1 RT,
proces  selekcji  rozpoczeto od  zaprojektowania  biblioteki ~ kombinatorycznej
oligodeoksynukleotydéw. Tworzyly ja czasteczki zawierajgce dwudziestonukleotydowa
sekwencje losowa. Kompletna biblioteka powinna zatem zawiera¢ 4'®, czyli 1,1 x 10"
czagsteczek rdéznigcych sie sekwencjg losowa. Do pierwszego cyklu selekcji uzyto 600 pmoli
ssDNA, czyli 3.6 x 10 czasteczek. Teoretycznie mozna byto zatem zatozyé, ze wszystkie
mozliwe sekwencje losowe byly w niej reprezentowane co najmniej jeden raz.
W zastosowanej bibliotece kombinatorycznej sekwencja losowa o dbugosci
20. nukleotydéw oflankowana byla przez osiemnastonukleotydowe niekomplementame
odcinki F3' i F5' 0 znanej sekwencji (Rysunek 26). Zaprojektowano takze dwie pary starteréw:
ATD2 i ATD3 oraz ATD2e i ATD3p. Startery ATD2 i ATD3 wykorzystywano do amplifikacji
sSRNA po kazdym cyklu selekcyjnym. 35-nukleotydowy ATD2, oprocz sekwencji identycznej
jak F5’, posiadat 17-nukleotydowg sekwencje promotora polimerazy T7. 18-nukleotydowy
ATD3 byt komplementarny do F3’. Startery ATD2e i ATD3p stosowano do amplifikacji
czasteczek, ktore nastepnie klonowano do wektora pUC19. ATD2e roznit sie od ATD2 tym,
ze sekwencje promotora polimerazy T7 zastgpiono sekwencjg rozpoznawang przez enzym
restrykcyjny EcoRI. ATD3p powstat przez dodanie na koncu 5’ startera ATD3 sekwencji

rozpoznawanej przez enzym restrykcyjny Pstl.

ATD3p ATbZe

Rysunek 26. Biblioteka kombinatoryczna i startery wykorzystane do selekcji aptameréw wigzacych Dicer.
A. Startery ATD2 i ATD3 wykorzystywane byly do reakcji PCR podczas procesu selekcji in vitro. Starter ATD2
dodatkowo zawierat promotor polimerazy RNA T7, zaznaczony na r6zowo.
B. Startery ATD2e i ATD3p zawieraty sekwencje rozpoznawane przez enzymy restrykcyjne, odpowiednio EcoRlI i Pstl,
zaznaczone na czerwono.
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5.2.2 Selekcja aptameréw wobec Dicer

W przypadku ludzkiej rybonukleazy Dicer zastosowano analogiczng procedure selekcji
aptamerow, jak dla HIV-1 RT. W pierwszym etapie zamplifikowano tworzace biblioteke
jednoniciowe czasteczki DNA metodg PCR (rozdziat 4.2.11). W tym celu wykorzystano starter
ATD?2, posiadajacy na koncu 3’ sekwencje promotorowa dla polimerazy RNA T7 oraz starter
ATD3. Otrzymang pule dsDNA wykorzystano jako matryce do otrzymania jednoniciowych
czasteczek RNA metodg transkrypcji in vitro. Selekcje prowadzono wobec komercyjnie
dostepnej ludzkiej rybonukleazy Dicer, wedtug nastepujacego schematu:

- znakowanie RNA na koricu 5’ przy wykorzystaniu y™P-ATP (rozdziat 4.2.14),

- oczyszczanie wyznakowanego RNA metoda fenol/chloroform (rozdziat 4.2.15),

- pomiar poziomu radioaktywnosci RNA przy zastosowaniu licznika scyntylacyjnego
Beckmann LS 7000,

- wigzanie RNA z Dicer przy zastosowaniu 10-krotnego molowego nadmiaru RNA
w stosunku do biatka (rozdziat 4.2.16),

- odmycie niezwigzanego RNA przy zastosowaniu sita molekularnego 30 kDa,
(rozdziat 4.2.16),

- izolacja RNA zwigzanego z rybonukleazg Dicer (rozdziat 4.2.16),

- pomiar poziomu radioaktywnosci wyizolowanego RNA przy zastosowaniu licznika
scyntylacyjnego Beckmann LS 7000,

- przepisanie sSRNA na ssDNA w procesie odwrotnej transkrypcji, stosowano starter
ATD3 (rozdziat 4.2.17),

- amplifikacja ssDNA metodg PCR przy zastosowaniu starterbw ATD2 i ATD3
(rozdziat 4.2.11).

Kazdy kolejny cykl selekcji rozpoczynat sie od otrzymania zawezonej puli RNA metodg
transkrypcji in vitro. W reakcji tej jako matryce wykorzystywano dsDNA zamplifikowany
w ostatnim etapie poprzedniego cyklu. Przeprowadzono 15 cykli selekcyjnych. Wzbogacenie
puli RNA w sekwencje wigzace Dicer obliczano na podstawie rbéznicy w poziomie
radioaktywnosci RNA uzytego do selekcji i RNA odzyskanego z kompleksu z Dicer (Wykres
7). Po 1. cyklu 6,7% czasteczcek RNA z puli wyjsciowej wigzato sie¢ z Dicer,
a po 15. cyklu 68%. Uzyskano wiec okoto dziesieciokrotne wzbogacenie puli RNA wigzacych

sie z rybonukleaza.
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Wykres 7. Analiza wzbogacania puli RNA w czasteczki wiazace Dicer w kolejnych cyklach selekcji.

Aby zawezy¢ pule czasteczek RNA do tych, ktdre najsilniej wigzg sie z Dicer,
w koncowych etapach selekcji zaostrzono jej warunki, i tak:
+ w dwunastym cyklu zastosowano dwukrotnie bardziej stezony bufor do selekcji
aptamerow RNA,
w czternastym cyklu podniesiono temperature inkubacji RNA z Dicer do 40“C,

a w pietnastym do 42"C.

Sekwencjonowanie
Po kazdym cyklu przeprowadzano analize produktow reakcji RT-PCR

w 12% denaturujgcym zelu poliakryloamidowym (rozdziat 4.2.18).

M K 1

produkt RT-PCR

Rysunek 27. Analiza produktéw reakcji RT-PCR po 5 cyklu selekcji wobec Dicer.
Na rysunku zaznaczono uzyskany produkt RT-PCR. Jako kontrole zastosowano marker dtugosci DNA (M) i prébke, do ktorej
dodano tylko startery AT2 i AT3 i enzym (K).
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Otrzymywany na koncu kazdego cyklu selekcyjnego produkt reakcji RT-PCR powinien
mie¢ dtugos¢ 73 nukleotyddw, gdyz do amplifikacji uzywano startery ATD2 i ATD3. Drugg
pare starterow (ATD2e i ATD3p) stosowano po 5., 10., 13. i 15. cyklu selekcyjnym, Kkiedy to
wyselekcjonowane czasteczki poddawano sekwencjonowaniu zgodnie z procedurg opisang
w rozdziatach 4.2.19 - 4.2.22.

Po 5 cyklu okre$lno sekwencje losowe 10. czasteczek. Nie posiadaty zadnych
wspollnych motywow sekwencyjnych, dlatego przeprowadzano kolejne cykle selekciji.
Po 10. cyklu przesekwencjonowano 37 czasteczek. Posiadaty one wspolne motywy, jednak
wzbogacenie puli RNA w czasteczki wigzace Dicer nie bylo zadowalajgce, dlatego tez
zdecydowano sie wykona¢ kolejne cykle selekcji. Po 13. cyklu okreSlono sekwencje
20. czasteczek a po 15. cyklach - 86. tacznie po 10., 13. i 15. cyklach uzyskano
143 sekwencje potencjalnych aptamerow RNA. Zawarte w nich sekwencje losowe pokazano

na Rysunkach 28, 29, 30. Sekwencje wszystkich czgsteczek RNA poddane zostaty analizom

bioinformatycznym.

>ATD 10.1 UCGAUUCCGACCGCCCCCUG >ATD 10.53
CAACCCGAACUCGUCUCUGC >ATD 10.24 UCGACACCCGCUUACAGUCC
>ATD 104 UCAUGACCUCAACCGUGUCC >ATD 10.54
AAUGUACUGCCCACCCGUCC >ATD 10.25 UCGACACCCCCUUCCAGUCC
>ATD 105 UAUACGUACUGCCACACCCG >ATD 10.56
UGGCUGCUGCAUACCUAGG >ATD 10.27 UCGAGGCCCACGCUGUGGU
>ATD 10.6 UCAGCCUCCAACCCCGGUCC >ATD 10.57
CGACCGUCCCUUACCCCGCC >ATD 10.29 UCGACACCCCCUUCCAGUCC
>ATD 108 CCAUAGUCCACCCGACUUUC >ATD 10.62
CAACAGCACACCCGCCCGCC >ATD 10.31 CCGCCUAAGACCUcCUcGUCC
>ATD 10.10 CAAGGAUCACCGCGUCGUCC >ATD 10.63
UCUACCCUUCUGCGCGUACC >ATD 10.32 ACUACCCAUUCGCCUUGGCC
>ATD 10.11 GCCACCUGAAGCGAGUGUGC >ATD 10.65
CAAUAAGUAAACCGCCUGUG >ATD 10.34 CGGCAAGCACGACACACGGC
>ATD 10.12 CGCUGGUGCCGUAUCCAUGC >ATD 10.66
UCUACCCUUCUGCGCGUACC >ATD 10.35 ACUACCCAUUCGCCUUGGCC
>ATD 10.13 UGCCCAUUCAUUGCCCCGCC >ATD 10.67
CAAUAAGUAAACCGCCUGUG >ATD 10.37 CCGCCUAAGACCUCUcGUCC
>ATD 10.19 GCUAUCCAUCGAGCCCAUGC >ATD 10.68
AGCACUCACUGCCUUcUUCU >ATD 10.40 CGGCAAGCACGACACACGGC
>ATD 10.20 CAUACACCcUGUCcGUGUCC >ATD 10.69
UGGUUUGCCCCAACCGAUCC >ATD 1042 CGGCAAGCACGACACACGGC
>ATD 10.22 AGCGCAGUAACCCCACGUCG >ATD 10.70
GCACCCAAUCCCUCCACUCG >ATD 1047 CGGCAAGCACGACACACGGC
ATD 10.23 CGAGTATGGCCCACGCTGCC

Rysunek 28. Sekwencje losowe uzyskane po 10 cyklu selekcji wobec Dicer.

>ATD 131 >ATD 138 >ATD 13.15
GGACCGACACUCAAUGCGCC GAUUGUGGCCCGACCCGUCC cucccce

>ATD 132 >ATD 139 >ATD 13.16
UCUAGUCCCGCUCCcUGCCC UGCACAGUCCUCUGCUCUCC cuccce

>ATD 133 >ATD 13.10 >ATD 13.17
UAGUGCAUCUCCCUCUCGCC GCAACUUGCCGUACCCCGCC cuGccece

>ATD 134 >ATD 1311 >ATD 13.18
CCGCAGGUCUCGGCCCGeC UACACUCACCAAUCCCGCC Ccuccce

>ATD 135 >ATD 13.12 >ATD 13.19
CCCUCGUUCAcCuUCCCC GUCAAUCAUCCUUG cucccce

>ATD 136 >ATD 13.13 >ATD 13.20
GGUGUGUGAGUCGUGGUGCC CcuGccc cuccc

>ATD 137 >ATD 13.14

CGGCUCCCCGCACUACCcUCC cucccc

Rysunek 29. Sekwencje losowe uzyskane po 13 cyklu selekcji wobec Dicer.






>ATD_15.1
GGCGAAUGGACGUGCCCUCC
SATD 152
GCAGCCGACUGUACCCGUCC
>ATD_15.3
CCCGUUCUCGCCGCCGUCC
>ATD_15.4
UACACCGCACGCUGUACUCC
>ATD_15.5
GCUAUCACUGCUGUCC
>ATD_15.6
AUCGUCUCAUUCCCCGCUCG
SATD_15.7
GGGGGCUAUCUCCACACUCC
>ATD _I5.8
UCACUACACACUCCCCGCCC
>ATD_15.9
UGUGUACGUCCCCCCCCGCC
>ATD_15.10
ACCACGUCCUGUCCCCCGCC
>ATD_15.12
CCAGCACACUCCGCCCUCC
>ATD_15.13

GUGUGUAGUGUGUGCCGUUGCC

>ATD _1S.14
CGGGCCUCCCCAUCCCUGCC
>ATD_15.15
UGGCGUGACAUCUUCCCUCC
>ATD_15.16
UAUGGACGUGCUGCGUAUCC
>ATD_15.17
AGUCCAAUGUCAUUCCGUCC
>ATD_15.18
UCGCACCGCGCUGUACCUGC
>ATD _15.19
CUCCUCCGUCUCUACCGUCC
>ATD_15.20
UGCAAACAUAUCGCCGUGCC
>ATD 1521
ACUGUGGUCCCGUCACCCUCC
>A1D_15.22
CAUGCCAUCGUCGCGCCGCC
>ATD_15.23

CGUCC

>ATD_15.24
UCGGGACAUGUUGCCGCC
>ATD_15.25
CCAUGUCGCUGUCCCGUCC
>ATD_15.26
ACAUUGAGUGUUGCCCUUCC
>ATD_15.27
UCCCAUAGUGUGCUGCCGCC
>ATD_15.28
UGCCGACACCAUACCAGUCC
>ATD_15.29
UAGCGGUGUGCCCCGCUGGCC
>ATD_15.30
GCAGUGAGUCGUUGUGCUGC

Rysunek 30. Sekwencje losowe uzyskane po 15 cyklu selekcji wobec Dicer.

5.2.3 Analiza sekwencji wyselekcjonowanych czgsteczek RNA

Aptamery uzyskane droga selekcji in yitro zbudowane bylty w przewazajgcej czesci

>ATD_15.31
GUCUCCCUGGCCCCCUCC
>ATD _15.32
GCGUGAGUCGUGUUCCGUGU
>ATD 15.33
UACCAGUACCCCCUGUUACC
>ATD_15J4
UUACACAUGUUGCCGCUGCC
>ATD_15J5
CCAACGCUGGUGUCCUGUCC
>ATD_15.36
GACACGUUGAUACCGCCGCC
>ATD_15.37
CCAAUGUCCCUAUCCCGUCC
>ATD_15.38
UGUACACAUCCCGCCCCGCC
>ATD_15.39
CCACCGUCAUCCCAUGCUGC
>ATD_15.40
GACAUGGACUGUGUUGUGCC
>ATD_15.41
CAUUACUGCACACCCUGCC
>ATD _15.42
ACCACACGUCUUCCGUCGCC
>ATD _15.43
CCAUCACACUCAACCCGCCC
>ATD_15.44
GUCCCACCACGCUUACCUCC
>ATD_15.45
UGGUCACAUCCCCACCGUCC
>ATD_15.46
GUCAAUCAUCCUUGC
>ATD_|5.47
UUGCAGCUCAACACAUGGCC
>ATD_15.48
CAAUCACACCUCACGCGUUG
>ATD _15.49
CGUGAUGUCUAUCCCCCGCC
>ATD_15.50
UCCACAUACGCCACUUGCC
>ATD 5.5l
UAGCCCGAUGUCGUCC
>ATD_15.52
GCAGUGAGUCGUUGUGCUGC
>ATD_15.53
ACCAUUGCCGUCCCCUCUCC
>ATD 1554
UACGAUCUUCGCCCACGUCC
>ATD 1555
CCAUUGACACACCUGUUGCC
>ATD_15.56
AUGCGGUGUACUUCCUGCCC
>ATD_15.57
GUGUGCCGACUCCGCUGUCC
>ATD_15.58
AAUCGUGUUCUGUUCCCUGC
>ATD_15.59
CCCAACCGCACUGGCCGCC

Wyniki i dyskusja

>ATD_15.60

CCAAUGCACACUUCGGCUGCC

>ATD_15.61
CUUGGCAUUCCCACACGUCC
>ATD_15.62
CAUGACCGUACUGCGCCCC
>ATD_15.63
CUAUAGUGUGUCGGUGCGCC
>ATD _15.64
UGGCAGUGAGUCGUCGUGCC
>ATD_1S.65
AGGCCACCUCUCCCCCCGCC
>ATD_15.66
ACCACGUCAUCACCCCGUCC
>ATD_15.67
UCCAUUGUCGUGACUGUGCC
>ATD_15.68
ACAUUGAGUGUUGCCCUUCC
>ATD_15.69
CCCAUGGUCACUCCCCGCCC
>ATD_15.70
AUCGUCUCAUUCCCCGCUCG
>ATD_15.71
GGGGGCUAUCUCCACACUCC
>ATD_|5.72
ACAGAUUCGCCCCUAGUCCC
>ATD_15.73
UCACUACACACUCCCCGCCC
>ATD_15.74
GGCGAAUGGACGUGCCCUCC
>ATD_15.75
GGGGGGUGAGUCGUGUGUCC
>ATD_15.76
ACGCUGUGUGGAGUGUGGCC
>ATD_15.77
CAUCGUGUGCUCUCCUCGCC
>ATD 15.78
CCUAUCACGUGCACCCCC
>ATD_15.79
ACAUUGAGUGUUGCCCUUCC
>ATD_15.80
UGCCGACACCAUACCAGUCC
>ATD_15.8I
CGUGAGUCGUGUCACCUGCC
>ATD_15.82
ACCAUAUACCUGCGGCCUCC
>ATD_15.83
UGUAGUGGGUCGUGCGUGUG
>ATD_15.84
CAGCUCUCCUUCGUCCGUCC
>ATD_15.85
UCCCAUAGUGUGCUGCCGCC
>ATD_15.86
ACUGCCAUCGUCUGCUGUCC
>ATD _15.87
CGGAUGAGUCGUGUGU

z 56. nukleotydow (18. nukleotydowe sekwencje flankujace F5' i F3' oraz 20. nukleotydowa

sekwencja losowa). Jednakze podczas procesu selekcji

aptamerow zostata wydtuzona (4 czasteczki) lub

sekwencja

losowa niektérych

skrocona o kilka nukleotydéw

(29 czasteczek). W skrajnym przypadku, dla aptameréw oznaczonych jako ATD13.13-13.20
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obserwowano cztemastonukleotydowa delecje. Diugos¢ sekwencji losowej wynosita zatem
6 nukleotydéw. W wariantach ATD 13.14-13.16, ATD13.18-13.20 byfa to sekwencja
5’CUCCCC3’, a w wariantach ATD13.13 i ATD13.17 - sekwencja 5’CUGCCC3’. Roznity sie
one zatem tylko jednym nukleotydem. Najdtuzszg insercje zaobserwowano dla czasteczki
ATD 15.13 posiadajacej 22. nukleotydowg sekwencje losowsa.

Analize otrzymanych aptameréw rozpoczeto od wyszukania wspélnych motywow
sekwencyjnych. Wykorzystano w tym celu program MEME, a takze BioEdit. Zidentyfikowano
osiem motywéw piecionukleotydowych ([1] 5’ACACAZ3’, [2] 5’AGUCC, [3] 5’CCAAU3’,
[4] 5’GCCGC3’, [5] 5’GUCGU3’, [6] 5’GUGCC3’, [7] 5’GUGUGS’, [8] 5’UGCCG3’), pigt
motywow szescionukleotydowych ([9] 5’ACACCC3’, [10] 5’ACACUC3’,
[11] 5'CCGUCC3’, [12] 5'GCACAC3’, [13] 5GCCGCC3’), cztery motywy
siedmionukleotydowe ([14] 5’CCCCGCC3’, [15] 5'CCCUGCC3’, [16] 5'CCCUUCC3’,
[17] 5'GUGCUGC3’), jeden o$mionukleotydowy ([18] 5’ACCCGUCCS3’), jeden
dwunastonukleotydowy ([19] 5’CACUCCCCGCCC3’). Motywy oznaczone numerami 7 i 11
wystepowaty 13 razy w sekwencjach losowych wszystkich wyselekcjonowanych aptamerow,
motyw 5-12 razy, motyw 8-11 razy, motyw 6-10 razy, motywy 1,2, 14-9 razy, motyw 4
- 8 razy, motyw 13-7 razy, motywy 9 i 10-6 razy, motywy 3, 16 i 17-5 razy, motyw 12 -
4 razy, motyw 15-3 razy, a motywy 18 i 19-2 razy. Szczeg6towe dane na temat
wystepowania poszczegolinych motywow w aptamerach umieszczono w Aneksie 1.

W kolejnym etapie, wykorzystujgc program RNAstructure [157], okre$lono struktury
drugorzedowe wyselekcjonowanych RNA. Dla 91. czasteczek program ten generowat jedng
strukture, dla 36. dwie, dla 13. trzy, dla 2. cztery, a dla 1. pie¢. Analiza poréwnawcza
pozwolita podzieli¢ uzyskane struktury na trzy rodziny: R1 - struktury, w obrebie ktorych
wystepowata jedna szpilka, R2 - struktury z dwiema szpilkami i R3 - struktury z trzema
szpilkami. Nastepnie okreslono potozenie zidentyfikowanych wcze$niej motywow
sekwencyjnych w obrebie uzyskanych struktur drugorzedowych. Uzyskane wyniki

przedstawiono na przyktadzie motywu 5’CCGUCC3’,
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Rysunek 31. Struktury drugorzedowe aptamerdw z zaznaczonym na niebiesko motywem CCGUCC.
W zielonych ramkach umieszczono czasteczki nalezace do rodziny R2, w czerwonej czasteczke nalezacg do rodziny R2/R3.
We fioletowej ramce umieszczono czasteczke nalezacg do rodziny R1/R2. W nawiasach przedstawiono wartosci energii

swobodnej obliczonej dla kazdej czasteczki.
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5.2.4 Charakterystyka wybranych aptamerow
Przy wyborze aptameréw do dalszych badan postuzono sie nastepujgcymi kryteriami;
ilos¢ zidentyfikowanych motywow sekwencyjnych wystepujacych w danej
czasteczce,
* umiejscowienie motywow sekwencyjnych,
+  struktura drugorzedowa generowana przez program RNAstructure,
czesto$¢ wystepowania danej czasteczki w puli wyselekcjonowanych RNA.
Biorgc pod uwage powyzsze kryteria, do dalszych szczegdtowych badan wybrano 4 aptamery
- ATD13.6, ATD15.14, ATD15.26, ATD15.52.

Aptamer ATD13.6 wystepuje tylko raz w uzyskanej puli czasteczek, posiada trzy
konserwatywne motywy (zaznaczone na r6zowo, zielono i pomaraficzowo). Motyw
5’'GUGUG3  wystepuje 13  razy w  puli  wyselekcjonowanych  aptamerdw,
5’GUCGU3 - 12 razy, a 5GUGCC3 - 10 razy. Ponizej zamieszczono strukture
pierwszorzedowg i przewidziang przez program RNAstructure strukture drugorzedows

ATD 13.6.

5”GGGAGAAUCAUAAGUAGCGGI :C:iC;UOAGUCGUGGtGCCCCAUGINUAACAGUUAGCC3!
5?CX3GAGAAUCAUAAGUAGCGGUGI;GIIGAGIICGUGGIIGCCCCAUGUUAACAGUUAGCC3

| (-9-5)

Rysunek 32. Struktura pierwszorzedowsg (A) i drugorzedowa (B) aptameru ATD13.6.

Struktura drugorzedowa wygenerowana zostata w programie RNAstructure, kolorami oznaczono konserwatywne motywy
sekwencyjne. Czasteczki A i B roznig sie potozeniem motywu GUGUG (zaznaczonego na r6zowo). W nawiasie podano
wartos¢ energii swobodnej obliczonej w programie RNAstructure.

Aptamer ATD 15.14 wystepuje raz w puli 143. wyselekcjonowanych czasteczek,
zawiera jeden konserwatywny motyw (zaznaczony na fioletowo 5’CCCUGCC3’), ktory

wystepuje 3 razy w puli sekwencji losowych wszystkich wyselekcjonowanych aptamerdéw.
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Ponizej zamieszczono strukture pierwszorzedows i wygenerowang w programie RNAstructure

strukture drugorzedowg ATD 15.14.
A

5’GGGAGAAUCAUAAGUAGCCGGGCCUCCCCAUCCCI;GCCCCAUGUUAACAGUUAGCCS'

B -S;
€0-
I 6—C 5 / §
\ /
3Un
A
\V Y
A
&Y
-8.0) (-7.3) (-7.2)

Rysunek 33. Struktura pierwszorzedowg (A) i drugorzedowa (B) aptameru ATD15.14.
Struktura drugorzedowa wygenerowana zostata w programie RNAstructure, kolorami oznaczono konserwatywne motywy
sekwencyjne.W nawiasie podano warto$¢ energii swobodnej obliczonej w programie RNAstructure.

Czasteczka ATD15.26 wystepuje trzykrotnie w puli wy.selekcjonowanych aptamerdw
(takze ATD15.68 i ATD15.79), posiada jeden konserwatywny motyw 5CCCUUCC3
(wystepujacy pieciokrotnie w obrebie sekwencji losowych uzyskanych aptameréw). Ponizej
zamieszczono struktury pierwszorzedows i drugorzedows aptameru ATD 15.26 (przewidziang

w programie RNAstructure).

A
5’GGGAGAAUCAUAAGUAGCACAUUGAGUGUUGCCCUUCCCCAUGUUAACAGUUAGCC3’

UG

Rysunek 34. Struktura pierwszorzedowg (A) i drugorzedowa (B) aptameru ATD15.26.
Struktura drugorzedowa wygenerowana zostata w programie RNAstructure, kolorami oznaczono konserwatywne motywy
sekwencyjne.W nawiasie podano wartos$¢ energii swobodnej obliczonej w programie RNAstructure.
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Aptamer ATD 1552 wystepuje dwukrotnie w puli wszystkich czasteczek (takze
ATD 15.30), posiada dwa konserwatywne motywy sekwencyjne (zaznaczone na zielono
i niebiesko). Motyw 5’GUCGU3’ wystepuje 12 razy w puli wyselekcjonowanych aptamerow,
a 5’GUGCUGC3' - 5 razy. Ponizej zamieszczono strukture pierwszorzedows i przewidziang

przez program RNAstructure strukture drugorzedowg ATD 15.52.
A

5’ GGGAGAAUCAUAA(IUACICriCAGUOAC;IIC(;IJUGI;GCUGCCCAUGUUAACAGUUAGCC3

B

(-11.5)

Rysunek 35. Struktura pierwszorzedowg (A) i drugorzedowa (B) aptameru ATD15.52.
Struktura drugorzedowa wygenerowana zostata w programie RNAstructure, kolorami oznaczono konserwatywne motywy
sekwencyjne.W nawiasie podano warto$¢ energii swobodnej obliczonej w programie RNAstructure.

5.2.4.1 Aptamery jako substraty rybonukleazy Dicer

Wyselekcjonowane aptamery sg podobnej diugosci jak naturalne substraty Dicer
(ok. 60 nt), sprawdzano wiec czy 4 wybrane aptamery wigzg sie z rybonukleazg (opis
procedury rozdziat 4.2.24). Dicer na wstepie preinkubowano w buforze (patrz rozdziat 4.1.8)
w temperaturze pokojowej, a nastepnie 20 minut w 4°C w celu obnizenia jej aktywnosci
nukleazowej. Nastepnie Dicer oraz znakowane radioizotopowe aptamery inkubowano
w buforze w 4°C, po czym mieszaning rozdzielano w 8% zelu polakryloamidowym
w warunkach natywnych. Jako kontrole stosowano analogiczng probke nie zawierajaca biatka.
Produkty reakcji po rozdziale -elektroforetycznym analizowano wykorzystujac skaner

materiatdbw znakowanych radioizotopowe (Phosphorimager, Typhoon 8600).
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ATD15.14 ATD15.26
kompleks
,___kompleks Dicer: RNA
DicerRNA
.—wolny RNA
wolny RNA
ATD15.52 ATD 13.6
, kompleks
,___kompleks DicerRNA
DicerRNA
.—wolny RNA
-wolny RNA

Rysunek 36. Kompleksy tworzone przez aptamery i Dicer.
Prébki oznaczone numerem | zawieraty biatko i RNA, jako kontrole stosowano mieszaniny, do ktérych podawano jedynie
wyznakowany RNA (K).

Zaobserwowano, ze wszystkie testowane aptamery tworzyty kompleks z rybonukleazg
Dicer (Rysunek 36). Niezwigzane RNA migrowaly znacznie szybciej niz te zwigzane
z biatkiem.

W kolejnym etapie sprawdzono czy testowane aptamery mogag by¢ substratami dla
Dicer (rozdziat 4.2.29). W tym celu wyznakowano je radioizotopowo na konhcu 5’
i inkubowano z enzymem przez 10 minut, lh, 2h, 5hi 16h.

Stwierdzono, ze ATD 15.52 i ATD 15.26 byly wydajnie ciete przez Dicer. W przypadku
ATD 1552 enzym hydrolizowat wigzanie internukleotydowe miedzy G22 i A2l oraz
G34 a U33, a w ATD15.26 pomiedzy A21 a C20. Obecno$¢ produktow trawienia
obserwowano juz po dziesieciominutowej inkubacji z enzymem (Rysunek 37A). W przypadku
aptameru ATD15.14 dopiero po 16h inkubacji z enzymem zaobserwowano na zelu dwa
produkty hyrolizy. RoOwnocze$nie stwierdzono, ze ATD13.6 nie byt substratem dla

rybonukleazy, zaobserwowano jedynie niespecyficzng degradacje RNA (Rysunek 37B).
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Ko Kie 10" 1h 2h 5h 1eh TI Ko Kie 10" 1h 2h 5h 16h TI

Ko Ki6 10" 1h 2h 5h 16h TI Ko Ki6 10" 1h 2h 5h 16h TI

Rysunek 37. Trawienie aptameréw ATD15.52 (A), ATD13.6 (B), ATD15.14 (C) i ATD15.26 (D)

rybonukleazg Dicer.

Jako 107, Ih, 2h, 5h i 16h oznaczono Sciezki, dla ktérych mieszaniny reakcyjne inkubowano odpowiednio 10°, Ih, 2h, 5hi 16h
Tl - RNA ciete przez rybonukleaze T1, F - hydroliza formamidowa. Ko - reakcja kontrolna bez enzymu, Ki6 - kontrola, w
ktérej RNA inkubowano w buforze reakcyjnym przez 16h.

5.2.4.2 Badanie wptywu aptamerow na aktywnos$¢ ludzkiej rybonukleazy Dicer

Wptyw aptameréw na aktywno$é Dicer badano wykorzystujac znakowane
radioizotopowo na koricu 5' ludzkie prekursory mikroRNA - hsa-miR-33a i hsa-miR-210
(rozdziat 4.1.1, 4.2.32) (http://microma.sanger.ac.uk). Sposob ich trawienia przez Dicer zostat

wczesniej szczeg6towo zbadany przez Krola i wsp. (dane uzyskane bezposrednio od autoréw).
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c cc - c C - B a uu uucu U

gcc cug caccgcaca ug g cugc gugcauugu g gcauugcaug gg g
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Rysunek 38. Struktura drugorzedowa hsa-niiR-33a (A) i hsa-miR-210 (B).

Na wstepie inkubowano aptamery z enzymem. W poszczeg6lnych prébkach stosunek
molowy aptamenDicer wynosit: 1:1, 10:1 i 100:1. Nastepnie dodawano wyznakowany
radioizotopowo pre-miRNA i inkubowano catos¢ 10 minut w 37°C. Réwnolegle
przeprowadzano dwie reakcje kontrolne. W jednej z nich (kontrola dodatnia, K-i)
do mieszaniny reakcyjnej nie dodawano aptameru, a do drugiej (kontrola ujemna, K-)
nie dodawano enzymu. Produkty reakcji rozdzielano w 15% zelu poliakrylamidowym
w warunkach denaturujgcych (rozdziat 4.2.18), a nastepnie analizowano z pomocg skanera
materiatow znakowanych radioizotopowo (Phosphorimager, Typhoon 8600). Stosujac
programu Image Quant ustalono stopieri przereagowania substratu. Dla kazdego aptameru cate

doswiadczenie powtarzano trzykrotnie.

Aptamer ATDIS5.14

K+ K- 1 2 3 K+ K- 1 2 3

Rysunek 39, Wptyw ATD15.14 na zdolnos$¢ Dicer do ciecia hsa-miR33a (A) i hsa-miR210 (B).
W reakcjach oznaczonych numerem ! stosunek molowy aptamer:Dicer wynosit 1:1, numerem 2 - 10:1, numerem 3 - 100:1.
Przeprowadzono dwie reakcje kontrolne- K+ (bez aptameru) i K- (bez enzymu).

Stwierdzono, ze obecne na autoradiogramie prazki odpowiadajg substratowi
i produktom jego ciecia (Rysunek 39). Zaobserwowano, ze wraz ze wzrostem stezenia

aptameréw malata ilos¢ produktow trawienia. Efekt ten byt bardziej widoczny, gdy substratem
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w reakcji byt hsa-miR-210. Przy stosunku molowym aptamerenzym - 1:1, ATD15.14
inhibowat ciecie substratu o0 25%, a przy stukrotnym molowym nadmiarze aptameru o 41%.

W przypadku substratu hsa-miR-33a efekt inhibitorowy byt mniej widoczny. Przy
stosunkach molowych 1:1, 10:1 i 100:1, ATD15.14 obnizat efektywno$¢ trawienia substratu
odpowiednio o okoto 10%, 15% i 30% (Wykres 8).

S.

3

£

n

0

vip . .
hsa-miR-33a hsa-miR-210

m kontrola 100% 100%
m Reakcja 1 90% 75%
m Reakcja 2 84% 71%
m Reakcja 3 70% 59%

Wykres 8. Wptyw ATD15.14 na zdolnos$¢ Dicer do trawienia hsa-miR33a oraz hsa-miR210.
W reakcji oznaczonej numerem | stosunek molowy aptamenDicer wynosit 1:1, numerem 2 -10:1, numerem 3 -100:1. Wyniki
sg$rednimi z trzech przeprowadzonych eksperymentow.

Podsumowujac, aptamer ATD15.14 jedynie w niewielkim stopniu wplywat
na aktywnos$¢ Dicer. Wyraznie stabiej hamowat proces powstawania miRNA 33a niz miRNA

210,

Aptamer ATD15.26

K+ K- 1 2 3 K+ K- 1

Rysunek 40. Wptyw ATD15.26 na zdolno$¢ Dicer do trawienia hsa-miR33a (A) oraz hsa-miR210 (B).
w reakcjach oznaczonych numerem ! stosunek molowy aptamer:Dicer wynosit +:4, numerem 2 - 10:t, numerem 3 - 100:1.
Przeprowadzono dwie reakcje kontrolne- K-i- (bez aptameru) i K- (bez enzymu).
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Zaobserwowano, ze wzrostowi stezenia aptameru towarzyszyto zmniejszenie ilosci
produktéw trawienia (Rysunek 40). Efekt ten byt porownywalny dla obu substratow. Trawienie
hsa-miR-33a przy stosunku molowym aptamerienzym 1:1 bylo obnizone o 11%. Poziom
inhibicji wzrastat wraz ze wzrostem ilosci aptameru, osiggajac 32% przy stukrotnym molowym
nadmiarze ATD15.26. W przypadku matrycy hsa-miR-210 efekt inhibitorowy byt zblizony.
Przy stosunkach molowych ATD15.26:Dicer 1:1, 10:1 i 100:1, aktywno$¢ enzymu obnizata sie
0 okoto 14%, 22% i 35%, odpowiednio (Wykres 9).

a
.g
i
hsa-mIR-33a hsa-miR-210
m kontrola 100% 100%
m Reakcja ! 89% 86%
m Reakcja 2 83% 78%
[ Reakcja 3 68% 65%

Wykres 9. Wptyw ATD15.26 na zdolno$¢ Dicer do ciecia jest hsa-miR33a i hsa-miR210.
w reakcji oznaczonej numerem | stosunek molowy aptamer:Dicer wynosit 1:1, numerem 2 -10:1, numerem 3 -100:1. Wyniki
sg$rednimi z trzech przeprowadzonych eksperymentow.

Podsumowujac, aptamer ATD15.26 w niewielkim stopniu hamowat powstawanie

produktéw trawienia. Efekt inhibitorowy byt zblizony dla obu substratow.

Aptamer ATD15.52

B
Kt K- 1 2 3 Kt K- 1 2 3

Rysunek 41. Wptyw ATD15.52 na zdotno$¢ Dicer do ciecia hsa-miR33a (A) i hsa-miR210 (B).
w reakcjach oznaczonych numerem ! stosunek molowy aptamerenzym wynosit 1:1, numerem 2 - 10:1, numerem 3 -100:1.
Przeprowadzono dwie reakcje kontrolne- K+ (bez aptameru) i K- (bez enzymu).
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Dla obu substratbw zaobserwowano, ze ilo$¢ produktéw trawienia malata
wraz ze wzrostem stezenia aptameru (Rysunek 41). Efekt ten byt bardzo wyrazny dla substratu
hsa-miR-210, gdzie juz przy stosunku molowym aptamerrenzym 1:1, zaobserwowano
obnizenie wydajnosci ciecia 0 19%. Przy dziesieciokrotnym molowym nadmiarze aptameru
zaobserwowano okoto 50% inhibicje, a dla stukrotnego nadmiaru - 84%. Dla substratu
pre-miR-33a efekt inhibitorowy byt znacznie nizszy (30% inhibicji dla stukrotnego nadmiaru
ATD15.52) (Wykres 10).

N D

MhSo =

u fo

hsa-mIR-33a hsa-miR-210
m kontrola 100% 100%
m Reakcja | 100% 81%
O Reakcja 2 93% 51%
O Reakcja 3 70% 16%

Wykres 10. Wptyw ATD15.52 na zdolnos¢ Dicer do trawienia hsa-miR-33a i hsa-miR-210.
W reakcji oznaczonej numerem ! stosunek molowy aptamer;Dicer wynosit 1:1, numerem 2-10:1, numerem 3 -100:1. Wyniki
sg Srednimi z trzech przeprowadzonych eksperymentéw.

Podsumowujac, wykazano, ze ATD 15.52 hamowat aktywnos$¢ Dicer, gdy substratem
byt hsa-miR-210. Tymczasem hsa-miR-33a byt wydajnie ciety nawet przy stukrotnym
molowym nadmiarze aptameru. Poziom inhibicji Dicer wobec tego substratu byt zblizony
do poziomu obserwowanego dla ATD 15.14 i ATD 15.26.
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Aptamer ATDI3.6

A B
K+ K- 1 2 3 K+ K-1 2 3

Rysunek 42. Wptyw ATD13.6 na zdolnos$¢ Dicer do ciecia hsa-miR33a (A) i hsa-miR210 (B).
W reakcjach oznaczonych numerem ! stosunek molowy aptamer:enzym wynosit 1:1, numerem 2 - {O:l, numerem 3-100:1.
Przeprowadzono dwie reakcje kontrolne- K-i- (bez aptameru) i K- (bez enzymu).

Na podstawie przeprowadzonych eksperymentow stwierdzono, ze ATD 13.6 efektywnie
hamowat trawienie substratu hsa-miR-210. Dla stukrotnego molowego nadmiaru aptameru
zaobserwowano okoto 89% inhibicje Dicer, a przy rownomolowym stosunku aptamerrenzym
inhibcja wynosita jedynie 13%. Dla dziesieciokrotnego molowego nadmiaru aptameru
zaobserwowano 54% inhibicje. ATD13.6 inhibowat takze ciecie hsa-miR-33a, jednak
zdecydowanie mniej wydajnie. Dla stukrotnego nadmiaru molowego aptameru wydajnosc,
z jakg powstawaty produkty trawienia hsa-miR-33a zostata zredukowana o0 24% (Rysunek 42,

Wykres 11).

£
3
)
3
£
hsa-miR-33a hsa-miR-210
m kontrola 100% 100%
m Reakcja | 93% 87%
m Reakcja 2 85% 46%
[ Reakcja 3 76% 11%

Wykres 11. Wplyw ATD13.6 na zdolno$¢ Dicer do ciecia hsa-miR-33a i hsa-miR-210.
W reakcji oznaczonej numerem | stosunek molowy aptamer:Dicer wynosit 1:1, numerem 2 -10:1, numerem 3 -100:1. Wyniki

sg $rednimi z trzech przeprowadzonych eksperymentow.
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Podsumowujac, mozna stwierdzi¢, ze ATD13.6 byt efektywnym inhibitorem
rybonuklazy Dicer, gdy jako substrat zastosowano hsa-miR-210. Niski poziom inhibicji

zaobserwowano dla substratu hsa-miR-33a.

S.2.4.3 Okreslanie statej dysocjacji kompleksu ATD13.6-Dicer

W zwigzku z tym, ze ATD15.14 i ATD15.26 byly mato efektywnymi inhibitorami
Dicer, a ATD15.52 byt trawiony przez ten enzym zdecydowano si¢ wyznaczy¢ statg dysocjacji
jedynie dla ATD13.6 i Dicer. Do jej wyznaczenia wykorzystano te samg metode,
co w przypadku HIV-1 RT, polegajaca na okresleniu jak zmienia sie iloS¢ wigzanego RNA
ze wzrostem stezenia biatka (rozdziat 4.2.24). Wyznakowany radioizotopowo na korcu 5'
aptamer renaturowano na wstepie przez podgrzanie do 95"C i powolne schtodzenie
do osiggniecia temperatury pokojowej. Dicer (w stezeniach od 13,3 pM do 1,33 pM)
preinkubowano w buforze najpierw w temperaturze pokojowej, a pdzniej w 4°C w celu
obnizenia aktywnosci nukleazowej. Nastepnie do enzymu dodawano aptamer i inkubowano
catos¢ przez 20 minut w 4°C. Mieszaniny reakcyjne rozdzielano w 8% zelu
poliakryloamidowym w warunkach natywnych. Probka kontrolna zawierata tylko
wyznakowane radizotopowo RNA. Po rozdziale elektroforetycznym stopien wigzania
analizowano  wykorzystujac ~ skaner  materiatbw  znakowanych radioizotopowo
(Pho.sphorimager, Typhoon 8600). Na podstawie komputerowej analizy intensywnosci
prazkdw na autoradiogramie (program Image Quant), okre$lano jaki procent RNA zostat

zwigzany przez Dicer.

1 Dicer:RNA

- niezwigzany RNA

Rysunek 43. Okreslenie statej dysocjacji kompleksu Dicer/ATD13.6

Probki zawierajace aptamer i biatko rozdzielano w 8% natywnym zelu poliakryloamidowym. Na autoradiogramie zaznaczono
potozenie kompleksu aptamer:biatko i niezwiazanego RNA. Jako K- oznaczono kontrole zawierajaca tylko RNA, do prébek
oznaczonych numerem 1, 2, 3, 4, 5 dodawano nastepujace ilosci Dicer: 0,013 pM, 0,133 pM, 0,4 pM, 0,93 pM, 1,33 pM.
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Zaobserwowano, ze wraz ze wzrostem ilosci podawanego do mieszaniny reakcyjnej
biatka zaczynajgq pojawiaé sie kompleksy aptamer:Dicer (Rysunek 43). Niezwiagzane RNA
migrowaty bowiem szybciej, niz te zwigzane z biatkiem.

Aby wyznaczy¢ statg dysocjacji okreSlono zalezno$¢ pomiedzy stezeniem Dicer
a stopniem zwigzania RNA (Wykres 12). W oparciu 0 uzyskang krzywa ustalono wielko$¢
statej dysocjacji. Dla kompleksu Dicer;ATD13.6 wynosita ona 6 x 10-” M.

Wykres 12. Zalezno$¢ pomiedzy stezeniem Dicer a wyrazonym w procentach stopniem zwigzania aptameru
ATD13.6.

Wynik jest warto$cig $rednig z trzech przeprowadzonych eksperymentéw. Wedtug dcFinicji wartos¢ Kd oznacza takie stezenie
biatka, przy ktérym 50% RNA zostaje zwigze przez biatko.

5.2.4.4Badania mechanizmu inhibicji dziatania aptamerow ATD 15.52 i ATD 13.6
Przeprowadzone dotychczas badania pozwolity stwierdzié¢, ze uzyskano dwa efektywne
inhibitory Dicer - ATD15.52 i ATD13.6. Jeden z nich (ATD13.6) hamowat powstawanie
miRNA 210, ale sam nie byt ciety przez rybonukleaze, moznaby zatem przypuszczac, ze jest
inhibitorem allosterycznym. Drugi aptamer - ATD15.52 - ulegat cieciu, mégtby zatem dziata¢
jako inhibitor kompetycyjny. Aby potwierdzi¢ przypuszczalny mechanizm dziatania obu
aptameréw badano jak zmienia sie ich zdolno$¢ do inhibowania Dicer w czasie. Zatozono, ze
jesli aptamer dziata jako inhibitor allosteryczny to powinien przez caty czas hamowac biatko
na podobnym poziomie. Inhibitor kompetycyjny po czasie, w ktorym ulegt strawieniu,
powinien przesta¢ inhibowaé enzym. Z danych dostarczonych przez producenta wynika,
ze Dicer zachowuje aktywnos¢ przez 16h. Prébki zawierajace rybonukleaze, substrat oraz
jeden z aptamerow (ATD15.52 lub ATD 13.6), w stosunku molowym wobec Dicer 100:1,
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inkubowano wiec przez 10, lh, 5h, 16h. Rownocze$nie przeprowadzono reakcje kontrolne

bez dodatku aptameru, a takze reakcje kontrolne bez dodatku enzymu.

K-1 2 3 4 K- 1 2 3 4

Rysunek 44. Hydroliza hsa-miR-210 w obecnosci stukrotnego nadmiaru ATD15.52 (A) w poréwnaniu z

reakcjg kontrolng bez dodatku aptameru (B).
Probki inkubowane 10°, lh, 5h i 16h, o0znaczono numerami odpowiednio 1, 2, 3 i 4. Reakcje kontrolne nie zawieraly
aptameru. Jako K- oznaczono proébki, do ktorych nie dodano enzymu.

Na podstawie przeprowadzonych do$wiadczen stwierdzono, ze w miare wydtuzania
czasu inkubacji w niewielkim stopniu wzrastata ilos¢ produktéw ciecia dla stukrotnego
molowego nadmiaru aptameru ATD 15.52 (Rysunek 44). Efekt inhibitorowy widoczny byt
nawet podczas szesnastogodzinnej inkubacji mieszanin reakcyjnych.

Bardzo zblizony obraz otrzymano dla aptameru ATD13.6 (Rysunek 45).
Na autoradiogramie wyraznie wida¢ prazki odpowiadajacre substratowi i produktom ciecia.
oS¢ powstajgcych produktéw ciecia tylko nieznacznie wzrastata podczas wydtuzonego czasu

inkubacji prébek.
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K-1 2 3 4 K-1 2 3 4

Rysunek 45. Hydroliza hsa-miR-210 w obecnosci stukrotnego nadmiaru ATD13.6 (A) w poréwnaniu z

reakcja kontrolng (B).
Probki inkubowano 10°, Th, 5h i 16h, oznaczono je numerami 1, 2, 3 i 4. W reakcjach kontrolnych nie podawano aptameru.
Jako K- oznaczono prébki, do ktérych nie podano enzymu.

W zwigzku z tym, ze przy stukrotnym molowym nadmiarze aptameru wobec biatka
poziom inhibicji byt bardzo wysoki nie obserwowano wyraznego przyrostu produktow
trawienia substratu. Postanowiono zatem w kolejnym eksperymencie zastosowac jedynie
pieciokrotny nadmiar kazdego z aptamerow. Na wstepie przeprowadzono pieciogodzinng
inkubacje ATD 15.52 lub ATD 13.6 z Dicer. Przeprowadzono jag, by pozwoli¢ na catkowite
strawienie aptameru bedacego substratem dla Dicer. Do probek podawano nastepnie
wyznakowane radioizotopowo hsa-miR-210 i inkubowano cato$¢ kolejne 5h. Roéwnolegle
prowadzono reakcje, w ktérych réwnoczesnie podawano aptamer, substrat i enzym, inkubujac
cato$¢ 5h i 10h. Jako reakcje kontrolne zastosowano mieszaniny reakcyjne, w ktorych
inkubowano tylko substrat hsa-miR-210 z enzymem przez 5h i IOh. Wyniki dla kazdego

aptameru sg Srednimi z trzech eksperymentow.

109






Wyniki i dvskusia

K-1 2 3 4 5 K-1 2 3 4 5

Rysunek 46. Hydroliza hsa-miR-210 w obecnosci ATD15.52 (A) i ATD13.6 (B).

Numerami ! i 2 oznaczono probki, w ktorych substrat inkubowano z Dicer odpowiednio przez 5h i 10h, numerami 3 i 4
prébki, w ktérych jednoczesnie podawano substrat. Dicer i aptamer i inkubowano odpowiednio 5h i 10h, numerem 5 probke, w
ktérej aptamer preinkubowano z enzymem 5h, a nastepnie podano substrat i inkubowano kolejne 5h. Jako K- oznaczono
reakcje kontrolng bez enzymu.

Na podstawie przeprowadzonych eksperymentéw stwierdzono, ze w miare wydtuzania
czasu inkubacji wzrastata ilos¢ produktow trawienia, zaréwno dla reakcji kontrolnych,
jak i dla tych, w ktérych jednocze$nie podawano substrat i aptamer (Rysunek 46). Podczas
dziesieciogodzinnej inkubacji substratu, aptameru i enzymu trawienie substratu zostato
obnizone o okoto 34,4% i 31,6%, odpowiednio dla ATD 15.52 i ATD 13.6. llo$¢ powstajacych
produktéw trawienia byta o okoto 7% mniejsza dla pieciogodzinnej inkubacji mieszanin
reakcyjnych, dla obu aptameréw. Zaobserwowano ponadto, ze preinkubacja aptameru
z enzymem powodowata niemal dwukrotne obnizenie ilosci powstajgcych produktéw
trawienia, 0 67,9% dla ATD 15.52 i 0 65,2% dla ATD 13.6.

Analogiczne reakcje przeprowadzono dla dziesieciokrotnego molowego nadmiaru
aptameru w stosunku do Dicer (dane zilustrowane na Wpykresie 13B). Stwierdzono,
ze jednoczesne podawanie do mieszaniny reakcyjnej aptameru, substratu i enzymu powoduje
obnizenie powstawania produktow ciecia 0 44,4% i 37% dla ATD15.52 (odpowiednio 5h i 10h
inkubacji) i 0 56,8% i 51,7% dla ATD13.6 (odpowiednio 5h i 1Oh inkubacji). W wyniku
pieciogodzinnej preinkubacji tej ilosci aptameru (zarbwno ATD15.52, jak i ATD13.6)
z enzymem zaobserwowano 90% inhibicje ciecia hsa-miR-210 (Wykres 13).

Dla obu aptameréw zaobserwowano wiec bardzo podobne efekty inhibitorowe.
Pozwala to sgdzi¢, ze oba aptamery dziataty allosterycznie, przy czym jeden z nich (ATD13.6)

najprawdopodobniej wigzat sie z enzymem, ale nie byt ciety, drugi natomiast wigzat sie
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z Dicer, byt trawiony, ale pozostawat zwigzany z biatkiem i w ten spos6b hamowat jego

aktywnosc.
B
100% 100%
90% 90%
—  80% _ 80%
70%
1 60% g 60%
1 50%
2 40% I
s 30% g 30%
1> 20%
10%
0% 0%
ATD15.52 ATD13.6 ATD15.52 ATD13.6
m kontrola 100,0% 100,0% m kontrola 100,0% 100,0%
m reakcja 1 65,6% 68,4% m reakcja 1 63,0% 48,3%
m reakcja 2 59,5% 61,5% Oreakcja 2 56,6% 43,2%
Creakcja 3 32,1% 34,8% Creakcja 3 6,7% 8,5%

Wykres 13. Wptyw aptameréw ATD15.52 i ATD13.6 na zdolno$¢ Dicer do ciecia h.sa-miR-210 przy
pieciokrotnym (A) i dziesieciokrotnym (B) nadmiarze aptameru.

Numerami | i 2 oznaczono prébki, w ktérych jednoczesnie podawano substrat i aptamer i inkubowano je odpowiednio
5h i 10h, numerem 3 prébke, w ktérej aptamer preinkubowano z enzymem 5h, a nastepnie podawano substrat i inkubowano
kolejne 5h. Wyniki sa $rednimi z trzech przeprowadzonych eksperymentow.

Podsumowujac, wykazano, ze oba aptamery na podobnym poziomie hamujg aktywnos¢
Dicer dla substratu hsa-miR-210. Preinkubacja aptamerdw z Dicer dodatkowo znaczgco obniza

ilo$¢ powstajgcych produktow trawienia.

Kompetycja miedzy hsa-miR-33a i hsa-miR-210

Uzyskane dotychczas wyniki badan pozwalajg sadzi¢, ze Dicer moze preferencyjnie
wigzac sie z niektorymi RNA i to wiasnie one ulegajg strawieniu. Te, ktére wykazujg wyzsze
powinowactwo wobec enzymu powinny zatem hamowaé ciecie czasteczek 0 nizszym
powinowactwie. Sprawdzono wiec czy kompetycja 0 miejsce wigzania i cigcia moze zachodzi¢
takze miedzy czasteczkami bedacymi naturalnymi substratami Dicer (hsa-miR-33a
i hsa-miR-210). Wykonano zatem eksperymenty, w ktoérych do mieszanin reakcyjnych
podawano:

A. hsa-miR-210 wyznakowany radioizotopowo na koncu 5' i hsa-miR-33a w trzech
stosunkach molowych wobec Dicer (1:1, 10:1, 100:1),

B. hsa-miR-33a wyznakowany radioizotopowo na koncu 5' i hsa-miR-210 w trzech

stosunkach molowych wobec Dicer (1:1, 10:1, 100:1).
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K+ K- 1 2 3 K+ K- 1 2 3

Rysunek 47. Wplyw hsa-miR-33a na zdolno$¢ Dicer do trawienia hsa-miR-210 (A) i hsa-miR-210 na
zdolno$¢ Dicer do trawienia hsa-miR-33a (B).

W reakcjach oznaczonych numerem | stosunek molowy substrat:enzym wynosit 1:1 wobec Dicer, numerem 2 10:1,
numerem 3-100:1. Przeprowadzono dwie reakcje kontrolne- K-f (bez aptameru) i K- (bez enzymu).

Na podstawie uzyskanych wynikow wida¢ wyraZnie, ze substraty konkurowaty ze sobg
0 miejsce wiazania Dicer. Efekt ten byt znacznie bardziej wyrazny, gdy wyznakowanym
radioizotopowo substratem byt hsa-miR-210. Poziom inhibicji ciecia tego pre-miRNA wzrastat
wraz ze wzrostem ilosci dodawanego niewyznakowanego hsa-miR-33a. Zaobserwowano
88.4% inhibicje przy stukrotnym molowym nadmiarze hsa-miR-33a. Znacznie stabszy wptyw
inhibitorowy wykazywat podawany w nadmiarze hsa-miR-210, gdy wyznakowanym
radioizotopowo substratem w reakcji byt hsa-miR-33a. Przy réwnomolowej ilosci hsa-miR-
210 i rybonukleazy Dicer obserwowano zaledwie 4% obnizenie iloSci produktéw trawienia,

dla dziesieciokrotnego nadmiaru - 11%, dla stukrotnego - 25%.

Wykres 14. Wptyw hsa-miR-33a na zdolno$¢ Dicer do trawienia hsa-miR-210 i hsa-miR-210 na zdolnos¢

Dicer do trawienia hsa-miR-33a.
w reakcji 0znaczonych numerem 1 stosunek molowy substrat:enzym wynosit 1:1 wobec Dicer, numerem 2 - 10:1, numerem 3
-100:1. Wyniki sg$rednimi z trzech przeprowadzonych eksperymentéw.
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Podsumowujac, wykazano, ze naturalne dla Dicer substraty - pre-mikroRNA konkurujg
0 miejsce wigzania i ciecia w enzymie. hsa-miR-210 ma nizsze powinowactwo wobec enzymu

niz hsa-miR-33a.

5.2.5 Analiza bioinformatyczna
Sprawdzono réwniez czy wyselekcjonowane sekwencje sg kodowane w ulegajacej
transkrypcji czesci genomu ludzkiego. Dla 72. czasteczek znaleziono w transkryptomie
szesnastonukleotydowe, badZ dtuzsze, fragmenty sekwencji losowych, dla 48. czgsteczek nie.
Whyniki analizy zamieszczono ponizej. Na zielono zaznaczono wyniki dla czterech aptameréw
wybranych do dalszych badan, czyli ATD13.6, ATD15.14, ATD15.26 i ATD15.52, reszte
zamieszczono w Aneksie 2.
84,3% sekwencji aptamerow uzyskanych drogg selekcji in vitro a zidentyfikowanych
w genomie, znajduje sie w intronach, 14,1% w eksonach, a 1,6% w rejonach miedzygenowych.
Dla niektorych aptameréw zidentyfikowane sekwencje wystepujg w transkryptomie cztowieka
wielokrotnie, np.: 10.19 - 15 razy, 139 - 24 razy, 15.14 - 28 razy, 1531 - 12 razy,
15.65 - 10 razy i 15.69 - 13 razy.
Sposrdd gendw, w ktdrych wystepujg poszukiwane sekwencje wyrdézni¢ mozna miedzy
innymi geny kodujace:
biatka receptorowe (THRA, IL3RA, IL17RD, PTPRN2, GRBIO, GPR120, PRIC285,
RARB, CHRM3, PTPRN2, TGFBR2, PTPRS, TGFR-2),
biatka transporterowe (nalezgce do rodziny SLC (ang. Solute Carrier Family) -
SLC8A2, SLC26A10, SLC1A7, SLC7A14, SLC30A10, SLC24A3, SLC9AS3, a takze
biatko MTCHI odpowiedzialne za lokalizacje mitochondrialng),
kinazy (NEKII, MAP2K3, MAP3K1, rfPKI, SNRK, PIK3C2G, MAGII),
biatka tworzace kanaty jonowe (potasowe - KCNMB2 i KCNQ5, wapniowe -
CACNAIHB i CACNA2D3 i sodowy - ACCN4),
biatka uczestniczace w procesie ubikwitynylacji (USP13, UBAP2, UBE2H i FBXLTY),
biatka posiadajgce motywy palca cynkowego (ZMYM4, ZNF533, ST18, ZMIZI,
ZGPAT, ZNF764, ZNF498, PRIC285). Ponizej przedstawiono wyniki wystepowania
sekwencji losowych czasteczek ATD13.6, ATD15.14, ATD15.26 i ATD15.52.
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Tabela 21. Wyniki analizy transkyptomu cztowieka pod katem wyselekcjonowanych wobec Dicer sekwencji
losowych czasteczek ATD13.6, ATOIS.Id, ATD15.26 i ATD15.52.
W tabeli przedstawiono fragment sekwencji losowej aptameru zidentyfikowanej w ludzkim genomie, gen,

w ktorym dana sekwencja wystepuje i lokalizacje na chromosomie.
' w nawiasie podano dtugos$¢ sekwencji losowej aptameru
A w nawiasie podano dtugos¢ sekwencji identycznej lub prawie identycznej (zidentyfikowanej w genomie

cztowieka) z sekwencjg losowa aptameru
N wyttuszczono Jedno-, dwu- lub trzynukleotydowe réznice miedzy sekwencjg zidentyfikowang w genomie

a sekwencja losowa aptameru

Nazwa
aptameru

136
(20 nty*

15.14
(20 nt)

Nazwa genu, w ktérym zidentyfikowano
fragment sekwencji losowej aptameru
RARB. retinoic acid receptor, beta

CACNAZ2D3, calcium channel, voltage-
dependent, alpha 2/delta 3 subunit

HMGCLLLI, 3-hydroxymethyl-3-methylglutaryl-
Coenzyme A lyase-like !

ROPNIL, ropporin 1-like

CDH23, cadherin-like 23

THRA, thyroid hormone receptor, alpha
(erythroblastic leukemia viral (v-erb-a) oncogene

homolog, avian)

ITGAE, integrin, alpha E (antigen CD103,
human mucosal lymphocyte antigen 1; alpha
polypeptide)

NFATCI, nuclear factor of activated T-cells,
cytoplasmic, calcineurin-dependent !

LYPD3, LY6/PLAUR domain containing 3
IL31RA. interleukin 31 receptor A
AFF3, AF4/FMR2 family, member 3

MTCHI, mitochondrial carrier homolog 1 (C.
elegans)

VAV?2, vav 2 guanine nucleotide exchange factor
IL17RD, interleukin 17 receptor
IL17RD, interleukin 17 receptor D

DLGAP4, discs, large (Drosophila) homolog-
associated protein 4

PIK3C2G, phosphoinositide-3-kinase, class 2,
gamma polypeptide

ZADHI, zinc binding alcohol dehydrogenase,
domain containing !

Lokalizacja genu
w chromosomie

3p24, intron 3

3p21.1, intron

6pl2.1, intron

5pl5.2, intron

10g21-g22, intron

17qll.2, intron

17pl3, intron

18923, intron

19913.31, intron
5qll.2, intron
2qll.2-qgl2, intron

6pter-p24.1, intron

9934.1, intron
3g21, intron
3pl4J, intron

20qgll.23, intron

12pl2, intron

14924.3. intron

Zidentyfikowany w
ludzkim genomie
fragment sekwencji
losowej aptameru
(dtugose, nt)

ggtgtgtgagtegtgg (16)*

ggtgtgtgagtggtggty (18)

cctecccatecctgee (16)

ggcctccccatccectg (16)

gggcctccccatecct (16)

gcctceccateectgce (16)

ggcctccccatecectg (16)

cctecccatecctgee (16)

cctecccateectgee (16)
cctecccateectgece (16)
cctecccatecctgee (16)

cctecccatecctgee (16)

gggcctccccatecct (16)
ggcctccccaccectgee (17)
gggcctecccatecctg (17)

gcctecccatcectgee (17)

ggcctccccatecatgee” (18)

ggcctcccctteectgee (18)
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15.26
15.68
15.79
(20 nt)

15.30
15.52
(20 nt)

PPCDC, phosphopaniothenoylcysteine

decarboxylase

HIF3A , hypoxia inducible factor 3, alpha subunit

APOLS6. apolipoprotein L, 6

PHC2, polyhomeotic homolog 2 (Drosophila)

ASBI, ankyrin repeat and SOCS box-containing

1

PTPRN2. protein tyrosine phosphatase, receptor

type, N polypeptide 2

GRBIO, growth factor receptor-bound protein 10

PSD, plecksuin and Sec7 domain containing
GPR120, G protein-coupled receptor 120
NUMAI, Nuclear mitotic apparatus protein !

peroxisomal proliferator-activated receptor A

interacting complex 285

CENTD3, centaurin, delta 3

TRIM13, tripartite motif-containing 13
TRIM 13, tripartite motif-containing 13
BANP, BTG3 associated nuclear protein

ASXL2. additional sex combs like 2 (Drosophila)

SPOCKI, sparc/osteonectin, cwcv and kazal-like

domains proteoglycan (testican) !

MAGII, membrane associated guanylate kinase,

WW and PDZ domain containing |

ADARBI, Adenosine deaminase, RNA-specific,

B! (RED! homolog rat)

TAC4, tachykinin 4 (hemokinin)

15g24.2. intron

19ql3.32, 3 nt
eksonu, reszta
intronu
22ql2.3, ostatni
ekson

1p34J, intron

2937, ostami ekson

7936, intron

7pl2-pll.2, ekson
4

10924, intron
10g23.33, intron
11gl3, intron

20q13.33, intron

5q313, intron

13ql4, intron !
13ql4, intron 3

16q24.2-924.3,
intron

2p24.1, intron

5931, intron

3pl4.1, intron

21922J, intron

17q2U3, intron

Wyniki i dyskusja
gggcttccccateectge (18)
cgggcctceccagecectg (18)
gggccteeccaccectge (18)

ggcctccccaccectgee (18)

ggcctccccagecctgec (18)
gggcctccgceateectge (18)
gggcctccccatgectg (18)

ggcctcgecateectgece (18)
ggcctcccctteectgee (18)

gggccttcccateectgee (19)
gggccttcccalcectgee (19)

cggcccteeccatecctgec (20)

attgagtgttgccectt (16)
attgagtgttgccctt (16)

attgagtgtttcccttcc (18)

attgagttttgcccttcc (18)

tgagtcgttgtgctge (16)
gcagtgagtggttgtgct (18)
agtgagtcggtgtgctgc (18)

gcagtgagtegtgettgtgetge
(23)
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5.2.6 Dyskusja

Do tej pory nie wiadomo jaki jest mechanizm regulacji aktywnosci rybonukleazy Dicer
w komédrkach. Jak dotad w literaturze nie ukazata sie zadna informacja o prébie hamowania
aktywnosci rybonukleazy Dicer z pomocg kwasow rybonukleinowych. Postanowiono zatem
sprawdzi¢ czy krotkie czasteczki RNA moga by¢ nie tylko jej substratami, lecz takze
regulatorami aktywnosci tego enzymu. Wykorzystujagc metode selekcji in vitro uzyskano
facznie 143 czagsteczki zdolne do wigzania sie z ludzka rybonukleaza Dicer. Przeprowadzono
15 cykli selekcji uzyskujgc dziesieciokrotne wzbogacenie puli czasteczek RNA wigzacych sie
z Dicer.

W wyniku podjetych badan zidentyfikowano dwie czasteczki (ATD15.14 i ATD15.26),
ktore wiazg sie z Dicer i w podobnym stopniu hamujg trawienie dwoch substratow - hsa-miR-
33a i hsa-miR-210 (patrz Rysunek 39, 40). Inhibicja ciecia substratu przy stukrotnym
molowym nadmiarze aptameru ATD15.14 wobec Dicer wynosita 30% i 41%, odpowiednio
dla hsa-miR-33a i hsa-miR-210 (patrz Wykres 8). ATD15.26 hamowat powstawanie
produktéw trawienia o 32% dla substratu hsa-miR-33a i 0 35% dla hsa-miR-210 (patrz Wykres
9). Inhibicja Dicer byta mato wydajna, nie dochodzono wiec jaka jest natura oddziatywan
aptamerenzym. Przeprowadzono jednak reakcje, w ktorych testowane aptamery postuzyty
jako substraty dla Dicer. ATD 15.26 byt hydrolizowany przez Dicer dajgc jeden widoczny
produkt, natomiast dopiero po 16h inkubacji ATD15.14 z enzymem zaobserwowano
pojawienie sie dwoch produktéw ciecia (patrz Rysunek 37 C i D). Program RNAstructure
wygenerowat trzy potencjalne struktury drugorzedowe ATD15.14 (patrz Rysunek 33). Dwie
z nich zbudowane .s3 z dwdch szpilek, jedng strukture tworzy pojedyncza szpilka. Wszystkie
posiadajg petle wewnetrzne lub niesparowania, a zakonczone sg petlami terminalnymi
Z jednym niesparowaniem na konicu 3’ lub 5°. Dla ATD15.26 RNAstructure wygenerowat
tylko jedng strukture drugorzedows, w obrebie ktdrej wystepujg dwie szpilki zawierajgce petle
wewnetrzng i niesparowanie (patrz Rysunek 34). Na koricu 3' wystepuje jeden niesparowany
nukleotyd. Struktury zaproponowane dla ATD14.15 i ATD15.26 rdznig sie od struktur
typowych substratow dla Dicer. Nie znaczy to jednak, ze nie sg rozpoznawane i ze nie moga
by¢ ciete przez ten enzym. Efektywnos¢ ciecia, szczegdlnie dla ATD15.14, jest jednak niska.
Nalezy rowniez wzig¢ pod uwage fakt, iz struktury te nie zostaly powierdzone
eksperymentalnie i te rzeczywiste mogg sie rézni¢ od zaproponowanych przez program
RNAstructure. W zwigzku z tym, ze czasteczki ATD15.14 i ATD15.26 sg stabymi inhibitorami

ludzkiej Dicer postanowiono zaniecha¢ przeprowadzanie dalszych eksperymentow.
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Wykonane testy pozwolity takze zidentyfikowa¢ dwie czasteczki RNA (ATD 15.52
i ATD13.6), ktore inhibowaty proces trawienia tylko jednego (hsa-miR-210) z dwoch
zastosowanych do badan substratdw. Obie czasteczki hamowaly ciecie hsa-miR-210
na podobnym poziomie, ATD15.52 w 84% (patrz Rysunek 41, Wykres 10), a ATD13.6 w 89%
(patrz Rysunek 42, Wykres 11), przy stukrotnym molowym nadmiarze aptameru wobec Dicer.
Co ciekawe, na podstawie wczesniejszych eksperymentdw wykazano, ze analogicznie,
jak w przypadku ATD15.14 i ATD15.26, obie czasteczki ATD15.52 i ATD13.6 wiazaly sie
z Dicer (patrz Rysunek 36), ale tylko jedna z nich (ATD 15.52) byla przez nig efektywnie cieta
(patrz Rysunek 37 A i B). Wynik ten jest bardzo interesujacy, poniewaz nasuwa sie pytanie,
w jaki sposéb wyselekcjonowano czasteczki (ATD15.52 i ATD15.26), ktore sg substratem
dla Dicer, a uzyskano je w catosci? W Swietle przeprowadzonych badah i uzyskanych
wynikow wydaje sie, ze procesy wigzania i ciecia substratu przez Dicer nie zachodza
rownoczesnie. Najprawdopodobniej najpierw dochodzi do rozpoznania substratow, a dopiero
w kolejnym etapie ten z nich, ktory wykazuje wyzsze powinowactwo wobec enzymu ulega
trawieniu. Moze to tlumaczy¢ funkcjonowanie aptameru ATD15.52 jako inhibitora
hsa-miR-210. Uzyskane dane pozwalajg sadzi¢, ze nie istnieje jedna uniwersalna czasteczka
hamujgca aktywno$¢ Dicer. Dla konkretnych substratbw mogg wiec istnie¢ czasteczki
inhibitorowe, ktore wykazujg wyzsze powinowactwo do rybonukleazy Dicer.

Rozpatrujagc powinowactwo roznych czasteczek RNA do biatka stwierdzono takze,
ze sekwencje losowe aptamerow ATD13.6 i ATD15.52 (silne inhibitory hsa-miR-210) cechuje
obecno$¢ duzej liczby reszt guanozyny. W ATD13.6 jest az 10 reszt G, czyli stanowigone 50%
sekwencji losowej tej czasteczki. W przypadku ATD15.52 w obrebie sekwencji losowej jest
8 reszt G. Dla czasteczek ATD15.14 i ATD15.26, a wiec stabych inhibitorow, w sekwencji
losowej znajdujg sie tylko 4 reszty G. Wydaje sie zatem, ze za site rozpoznawania
i oddziatywania moze odpowiada¢ takze sktad nukleotydowy aptamerdéw. Oczywiscie nie jest
to jedyny czynnik odpowiadajacy za oddziatywanie substrat:Dicer. Bardzo istotna jest réwniez;
sekwencja, struktura drugorzedows, obecno$¢ lub brak petli wewnetrznych (symetrycznych
badZz niesymetrycznych), a takze obecno$¢ niesparowan, zarébwno w trzonie dsRNA,
jak i na koncach 3' i 5’ czasteczki.

W kolejnym etapie badan nalezatoby zatem okreslic eksperymentalnie struktury
drugorzedowe inhibitorow Dicer, czyli czasteczek ATD13.6 i ATD15.52. Program
RNAstructure wygenerowat tylko jedng potencjalng strukture ATD 13.6, dla ktorej warto$é
energii swobodnej (AG) wynosita -9.5 kcal/mol (patrz Rysunek 32). Na koncu 5 wystepuje

dtugi szesnastonukleotydowy odcinek jednoniciowy, a nastepnie struktura szpilki do wtoséw

117






Wyniki i dyskusja

z dwiema petlami wewnetrznymi i petlg terminalng. Na koncu 3’ znajduje sie jeden
niesparowany nukleotyd. Dla ATD15.52 RNAstructure przewidziat dwie struktury
drugorzedowe (patrz Rysunek 35). Jedna zbudowana jest ze szpilki i zawiera jedno
wybrzuszenie, dwie petle wewnetrzne i petle terminalng. Na koricu 5 wystepuje niesparowany
nukleotyd. Druga struktura zaproponowana przez program komputerowy zbudowana jest
z dwodch szpilek potaczonych  czteronukleotydowym  odcinkiem  jednoniciowym
i zakonczonych petlami terminalnymi. Na koncach 5 i 3’ wystepuja odpowiednio 13-
nukleotydowy odcinek jednoniciowy i pojedyncze niesparowanie. We wczesniejszych
badaniach wykazano, ze typowe substraty dla Dicer powinny zawiera grupe
monofosforanowg na konicu 5’ i dwa niesparowane nukleotydy na koncu 3’ [158]. Czasteczki
dsRNA posiadajgce na koncu 5 grupe monofosforanowag lub  trojfosforanowg
i dwa nukleotydy na koncu 3’, badZ tepe konce, moga by¢ rowniez substratami dla
rybonukleazy Dicer [115]. Ciete przez rybonukleaze moga by¢ réwiez czasteczki posiadajgce
niesparowany nukleotyd na koncu 5 [122], a trawienie dsRNA postepuje od koncow
czasteczki [54, 159]. Brak ciecia ATD13.6 moze wynika¢ zatem z obecnosci diugiego
jednoniciowego odcinka przy koncu 5' czasteczki. Struktury przewidziane przez program
komputerowy nalezy jednak potwierdzi¢ eksperymentalnie. Dla ATD 13.6 okre$lono réwniez
statg dysocjacji (patrz Rysunek 43). Jej warto$¢ wynosi 6 x 10" pM (patrz Wykres 12).

Wyniki pierwszych eksperymentéw pozwalaty przypuszczaé, ze ATD 15.52 hamowat
trawienie hsa-miR-210 na zasadzie kompetycji, a ATD13.6 na zasadzie zawady przestrzennej.
Zatozono wiec, ze jesli aptamer dziatat jako inhibitor allosteryczny to powinien przez caty czas
hamowac Dicer na podobnym poziomie. W przypadku inhibitora kompetycyjnego powinno sie
zaobserwowaé stopniowy wzrost ilosci produktéw trawienia w miare wydtuzania czasu
inkubacji. Na podstawie wynikdw uzyskanych w Kkolejnych eksperymentach, w ktorych
stosowano piecio-, dziesiecio- i stukrotne molowe nadmiary aptameru w stosunku do biatka
stwierdzono, ze oba aptamery w podobny spos6b hamowaty enzym (patrz Rysunek 44, 45, 46,
Wykres 13). Wydaje sie zatem, ze oba aptamery dziataty na zasadzie inhibitoréw
allosterycznych, przy czym jeden z nich (ATD13.6) najprawdopodobniej wigzat sie
z enzymem, ale nie byt ciety, drugi natomiast (ATD15.52) wigzat sie z Dicer, byt trawiony,
ale pozostawat zwigzany z biatkiem i w ten sposéb hamowat jego aktywnos¢. Aby potwierdzic¢
wyniki tych eksperymentow nalezatoby przeprowadzi¢ bardziej szczeg6towe badania.

Jezeli przypuszczenia, ze najpierw dochodzi do konkurencji o miejsce wigzania
w Dicer, a dopiero potem dochodzi do ciecia sg stuszne, to wdwczas prekursory miRNA

powinny uktadaé sie w szereg powinowactwa wobec Dicer. Za takim schematem biogenezy
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miRNA przemawia takze fakt, iz aptamery ATD15.52 i ATD13.6 inhibowaty ciecie tylko
jednego pre-miRNA, praktycznie nie wplywajgc na drugi. Ostatecznych dowoddéw
potwierdzajacych te hipoteze dostarczyt eksperyment, w ktérym hsa-miR33a hamowat ciecie
hsa-miR-210 (patrz Rysunek 47A). Z drugiej strony nawet duzy nadmiar hsa-miR-210
nie wptywat znaczgco na zdolno$¢ Dicer do trawienia hsa-miR-33a (patrz Rysunek 47B).
Wykazano zatem, ze hsa-miR-33a wykazuje wyzsze powinowactwo do enzymu
niz hsa-miR-210.

Pula wszystkich czasteczek wyselekcjonowanych wobec ludzkiej rybonukleazy Dicer
jest bardzo zrdznicowana, zaréwno pod wzgledem sekwencji, jak i struktury. Wcze$niej
wykazano, ze Dicer tnie spinki RNA zbudowane z powtérzen CNG (praca doktorska J. Krél).
Stwierdzono takze, ze reaktywno$¢ Dicer zalezy od typu zasad wchodzacych w skfad
powtorzenia (praca doktorska J. Krdl). OkreSlono ponadto, ze struktura drugorzedowa
prekursora miRNA moze wplywa¢ na powstawanie aktywnych miRNA. Wykazano,
ze w strukturze prekursorbw mIiRNA wzdtuz trzonu wystepuje mozaika stabilnych
i niestabilnych rejonéw. Zasugerowano, ze miejsca stabilne mogg odpowiada¢ za wigzanie
z biatkami uczestniczacymi w $ciezce RNAI [t60J. Niestabilne natomiast moga wyznacza¢
miejsca ciecia dla Dicer [160J. Stwierdzono roéwniez, ze wystepowanie struktur typu
jednostronne wybrzuszenia, czy niesymetryczne petle wewnetrzne powoduje stabsze
oddziatywanie z rybonukleaza Dicer, a co za tym idzie takze mniej efektywne ciecie. Elementy
destabilizujgce strukture dsRNA wptywaja rowniez na dtugo$¢ powstajgcych produktow ciecia
(rozprawa doktorska J. Krol). Posrod sekwencji wszystkich czasteczek uzyskanych droga
selekcji in vitro zidentyfikowano tylko 18 wspélnych motywow. Wykorzystujac program
RNAstructure wyrdzniono aptamery tworzace trzy rodziny: z jedng, dwiema lub trzema
szpilkami, z pojedynczymi lub wielokrotnymi jednostronnymi lub dwustronnymi
wypetleniami, niesparowaniami i petlami terminalnymi. Liczba wspdlnych motywow
sekwencyjnych jest niska, natomiast r6znorodno$¢ struktur zaproponowanych przez program
RNAstructure wysoka. Wskazuje to, iz Dicer moze oddziatywa¢ z bardzo réznorodnymi
substratami.

Aby stwierdzi¢, czy aktywno$¢ Dicer moze by¢ regulowana przez czasteczki RNA
zakodowane w genomie cztowieka, poréwnano zidentyfikowane sekwencje losowe
ze wszystkimi znanymi transkryptami ludzkimi. Dla 72. sposréd wyselekcjonowanych
czasteczek RNA, zidentyfikowano co najmniej jeden szesnastonukleotydowy, badZz dtuzszy,
fragment sekwencji losowej identyczny, badZz prawie identyczny, z tym wystepujagcym

w ulegajacej transkrypcji czesci genomu. Dla sekwencji losowych 48. aptameréw takich
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fragmentéw nie znaleziono. Sposréd gendw, w ktérych wystepujg poszukiwane sekwencje
wyrozni¢ mozna geny kodujace: biatka receptorowe, biatka transporterowe, kinazy,
czy tez tworzace kanaty jonowe (potasowe, wapniowe, sodowy). Zidentyfikowano réwniez
geny biatek uczestniczgcych w procesie ubikwitynylacji czy tez posiadajgce motywy palca
cynkowego. Stwierdzono ponadto, ze sekwencje niektorych aptameréw wystepuja
wielokrotnie w transkryptomie cztowieka, np.: 15.65 - 10 razy, 15.31 - 12 razy, 15.69 - 13
razy, 10.19 - 15 razy, 139 - 24 razy, 15.14 - 28 razy. Bardzo ciekawe sg takze wyniki
wskazujgce na istnienie wielokrotnych powtérzen danej sekwencji w konkretnym genie.
Dla ATD10.11 (ATD10.13) znaleziono dwie sekwencje siedemnastonukleotydowe
w intronach 13. 1 14. genu NEKI ! (ang. NIMA (Never In Mitosis Gene A}- Related Kinase 11).
Podobnie dla ATD 10.34 - 16 nukleotyddw sekwencji losowej wystepuje dwukrotnie w obrebie
intronéw 4. i 5. genu kodujgcego biatko ZNF533 (ang. Zinc Finger Protein 533). Fragmenty
sekwencji losowej dtugosci 18. nukleotydéw (z jednym niesparowaniem) aptameru ATD13.9
zidentyfikowano sze$¢ razy w obrebie genu kodujgcego biatko ptaca cynkowego ZGPAT (ang.
Zinc Finger, CCCH-Type With G Patch Domain). Az siedem razy w obrebie genu SLC9A3
(ang. Solute Carrier Family 9 (Sodium/Hydrogen Exchanger), Member 3) kodujgcego biatko
transporterowe, wystepuje fragment sekwencji losowej (od 16. do 20. nukleotyddw) aptameru
ATD 15.69. Nie stwierdzono, by istniaty proste zwigzki pomiedzy biatkami zakodowanymi
w genach, a ewentualnymi wiasciwosciami regulatorowymi kodujacych je transkryptow.

Posrod sekwencji losowych aptameréw zidentyfikowanych w transkyptomie cztowieka
84,3% znajduje sie w intronach, 14,1% w eksonach, a 1,6% w rejonach miedzygenowych.
Introny stanowig okoto 30% genomu i az 80% pre-mRNA cztowieka i mogg by¢ gtéwnym
zrodtem srRNA produkowanych rownolegle z biatkami [161, 162]. Wykazano, ze niemal
wszystkie snoRNA i znaczna cze$¢ miRNA jest zakodowana w intronach, zaréwno
w sekwencjach kodujgcych, jak i niekodujacych biatka [76-79]. Wcze$niej sadzono, ze introny
po wycieciu z pierwotnych transkryptow ulegajg degradacji. Obecnie wiadomo juz, ze moga
by¢ ciete do krotszych czasteczek dsRNA o znaczacym okresie poOttrwania w organizmie
i specyficznych subkomorkowych lokalizacjach [163, 164]. Stwierdzono ponadto, ze ilos¢
intronbw ro$nie wraz ze wzrostem ziozonosci organizméw [162], a takze, ze wiele
konserwatywnych i ultrakonserwatywnych sekwencji znajdowanych jest w intronach [165].
Do tej pory nie okreSlono jednak jaka czes¢ informacji zawartej w intronach ulega
przeksztatceniu do srRNA. Problem ten wydaje sie jednak bardzo interesujacy i sadze,
iz wymaga dalszych pogtebionych badan.
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6. PODSUMOWANIE

Podstawowym celem podjetych badan byto znalezienie aptametéw RNA inhibujgcych
aktywno$¢ nukleazowg HIV-1 RT oraz Dicer i stwierdzenie, czy wyselekcjonowane
czasteczki moga by¢ obecne w transkryptomie czlowieka. Najistotniejsze rezultaty

przeprowadzonych prac oraz wyptywajace z nich wnioski przedstawione zostaty ponizej.

1. W wyniku przeprowadzenia selekcji aptameréw RNA wobec odwrotnej transkryptazy
wirusa HIV-1 uzyskano tylko jeden aptamer ATHI.
2. SzczegOtowe badania uzyskanego aptameru i jego zmodyfikowanych wariantow
pozwolity stwierdzié, ze:

ATHI.I redukowat aktywno$¢ nukleazowg HIV-1 RT o 82% przy stosunku
molowym aptamer : enzym 50:1, warto$¢ ICso dla tego aptameru wynosita
8 pM.
ATHI.2 redukowat aktywno$¢ nukleazowg HIV-1 RT o 32% przy stosunku
molowym aptamer : enzym 50:1.
ATHI redukowat aktywno$¢ nukleazowg HIV-1 RT o 15% przy stosunku
molowym aptamer : enzym 50:1.
w zastosowanym uktadzie badawczym, zidentyfikowany przez innych badaczy
aptamer MD16 redukowat aktywnos¢ nukleazowa HIV-1 RT o 17%,
przy stosunku molowym aptamer : enzym 50:1. We wcze$niejszych badaniach
wykazano, ze MD 16 efektywnie inhibowat aktywno$¢ nukleazowg HIV-1 RT
(ICs0 = 7,8 X 10" M). Tym samym stwierdzono, ze kroétkie czasteczki RNA
moga w rozny sposob wpltywaé na aktywnos$¢ HIV-1 RT pochodzacych
z roznych wariantow wirusa HIV-1.
zaden z przetestowanych aptameréw nie wptywat na aktywnos$é polimerazowa
HIV-1 RT.
ATHLI i ATHI.2 nie wptywaty na aktywno$¢ rekombinacyjng HIV-1 RT,
a ATHI i MD 16 stymulowaty powstawanie rekombinantow.
zaden z aptamer6w nie wptywat na aktywnosci odwrotnej transkryptazy wirusa
Mu-MLYV ani RNazy H z E.coli.

3. Stwierdzono, ze aptamery ATHI.l i ATHI.2 wigzaly sie specyficznie z HIV-1 RT,

warto$¢ statej dysocjacji wynosita odpowiednio 2,4 x 10" M i 2,8 x 10" M.
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4. Stwierdzono, ze w ulegajacej transkrypcji czesSci genomu cziowieka nie wystepuja
sekwencje identyczne lub prawie identyczne z sekwencjami aptameréow ATHI.I
i ATHI.2.

5. W wyniku przeprowadzenia selekcji aptameréw RNA wobec ludzkiej rybonukleazy
Dicer zidentyfikowano tgcznie 143 czasteczki.

6. Analiza strukturalna pozwolita zidentyfikowa¢ w obrebie sekwencji losowych
18 wspdlnych motywow sekwencyjnych. Biorgc pod uwage struktury drugorzedowe
aptamerdw, podzielono je na 3 rodziny.

7. Stwierdzono, ze 4 wybrane do dalszych szczeg6towych badan czasteczki ATD 15.14,
ATD15.26, ATD 15.52 i ATD 13.6 wigzaly sie z rybonukleazg Dicer, dla jednej z nich -
ATD 13.6 wyznaczono warto$¢ statej dysocjacji (K<j= 6 x 104 M).

8. Wykazano, ze ATD13.6 i ATD15.14 nie byly substratami dla Dicer, podczas gdy
ATD15.52 i ATD15.26 byly trawione przez ten enzym.

9. W wyniku przeprowadzonych badan wptywu wybranych aptameréw RNA
na aktywnosc¢ Dicer, stwierdzono, ze:

+ aptamer ATD15.14 jedynie w nieznacznym stopniu hamowat trawienie
substratow przez Dicer. Dla hsa-miR-210 wykazywat nieco silniejsze
wiasciwosci inhibitorowe niz dla hsa-miR-33a.
aptamer ATD15.26, podobnie jak ATD15.14, tylko w niewielkim stopniu
redukowat aktywno$¢ Dicer. Efekt inhibitorowy byt zblizony dla obu
substratow.

+ ATD15.52 istotnie redukowat zdolno$¢ Dicer do ciecia pre-miRNA-210. Efekt
ten byt najprawdopodobniej spowodowany kompetycja miedzy hsa-miR-210,
a aptamerem. Na podstawie przeprowadzonych badan wnioskowaé mozna tez,
ze produkt ciecia pozostawat zwigzany z enzymem. Réwnoczesnie ATD 15.52
jedynie w ograniczonym stopniu wptywat na aktywno$¢ Dicer wobec
hsa-miR-33a.

+  ATD13.6 efektywnie obnizat zdolnos¢ Dicer do ciecia hsa-miR-210. Wykazano
ponadto, ze efekt ten utrzymywal sie podczas wielogodzinnej inkubacji.
W przypadku zastosowania hsa-miR-33a, jako substratu Dicer, efekt
inhibitorowy byt znacznie stabszy.

10. Wykazano, ze ludzkie pre-mikroRNA wykazuja r6zne powinowactwo wobec Dicer -

hsa-miR-210 byt efektywniej ciety niz hsa-miR-33a.
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Podsumowanie

11. W przypadku 72. aptamer6éw wigzacych sie z Dicer stwierdzono, ze co najmniej
szesnastonukleotydowe fragmenty ich sekwencji losowej wystepujg w transkryptomie
cztowieka. 84,3% zidentyfikowanych sekwencji ulokowanych jest w intronach, 14,1%

w eksonach, a 1,6% w rejonach miedzygenowych. Dla 48. aptameréw sekwencji takich
nie znaleziono.
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12. Aneks 2

Tabela 22 Woyniki

czasteczek.

W tabeli przedstawiono fragment sekwencji losowej aptameru zidentyfikowanej w ludzkim genomie, gen,

w ktorym dana sekwencja wystepuje i lokalizacje na chromosomie.

' w nawiasie podano dtugos¢ sekwencji losowej aptameru

M w nawiasie podano dtugos¢ sekwencji identycznej lub prawie identycznej (zidentyfikowanej w genomie

cztowieka) z sekwencja losowg aptameru

N wyttuszczono jedno-, dwu- lub trzynukleotydowe réznice miedzy sekwencjg zidentyfikowang w genomie
a sekwencja losowa aptameru

analizy transkyptomu cziowieka pod katem wyselekcjonowanych wobec Dicer

Zidentyfikowany w ludzkim genomie

Nazwa Nazwa genu, w ktorym zidentyfikowano Lokalizacja genu w . :
aptameru fragment sekwencji iosowej aptameru chromosomie fragment sekwenqlnlosowej aptameru
(dtugosé, nt)
10.5 GRAMDIB, GRAM domain containing 11g24.1, intron gctgetgcatacctag (16)
(19nt)" B
10.8 KRT75, keratine 75 12qI3, intron caacagcacaccc-cccge (19)
(20 nt)
10.11  NEKII, NIMA (never in mitosis gene a)-  3022.1, intron 13  aataagtaaaccgcctg (17)
10.13  related kinase 11
(20 nt)
NEKII, NIMA (never in mitosis gene a)- ~ 3g22.1, intron 14  aataagtaaaccgcctg (17)
related kinase 11
10.19  SSX2, synovial sarcoma, X breakpoint 2 Xpll.23-pll.22,  ctcactgccttcttct (16)
(20 nt) intron
SIM2, single-minded homolog 2 21022.2; gcactcactgccttct (16)
(Drosophila) 21022.13, intron
AQR, aquarius homolog (mouse) 15ql4, intron cactcactgccttctt (16)
KHAA1333 14ql2, intron cactcactgccttctt (16)

rejon miedzygenowy

chromosom X

ctcactgccttcttct (16)

FAM120C, family with sequence Xpll.22, intron agcattcactgccttctt (16)
similarity 120C
XAGEIC, X antigen family, member 1C  Xpll.22, intron gcactcactgcecttc (16)

SOHLH2, spermatogenesis and oogenesis
specific basic helix-loop-helix 2

SOHLH2, spermatogenesis and oogenesis
specific basic helix-loop-helix 2

TNSI, tensine !
PLBI, phospholipase B1

ASXL2, additional sex combs like 2
(Drosophila)

13ql3.3, intron

13ql3.3, intron 9

2035-q36, eksonl
2p23.2, intron

2p24.1, intron

agcactcactgccttct (17)

agcactcactgccttct (17)

cactcgctgccttcttct” (18)
cactcactgccgtcttct (18)

agcactccctgccttctt (18)






10.22
(20 nt)

10.24
(20 nt)

10.27
(20 nt)

10.29
(20 nt)

10.32
(20 nt)

10.34
(20 nt)

10.35
(20 nt)

10.37
(20 nt)

10.40

CSMDI, CUB and Sushi multiple domains
1

MAP3K1, mitogen-activated protein
kinase kinase kinase 1

ZMY M4, zinc finger, MYM-typ 4

CNTNAP2, contactin associated protein-
like 2

SLCB8A2, solute carrier family 8 (sodium-
calcium exchanger), member 2

RFX3, regulatory factor X, 3 (influences
HLA class Il expression)

RFX3, regulatory factor X, 3 (influences
HLA class Il expression)

FAMA43B, family with sequence similarity
43, member B

RAPIGAP, RAPI GTPase activating
protein

ACYI, aminoacylase |

KCNMB2, potassium large conductance
calcium-activated channel, subfamily M, (3
member 2

EAF2, ELL associated factor 2

AIGI, androgen-induced !

TTC12, tetratricopeptide repeat domain 12

WHSCI, Wolf-Hirschhom syndrome
candidate 1

ZNF533, zinc finger protein 533

ZNF533, zinc finger protein 533

HD, huntingtin (Huntington disease)

ST18, suppression of tumorigenicity 18
(breast carcinoma) (zinc finger protein)

KHDRBS2, KH domain containing, RNA
binding, signal transduction associated 2

LGII, leucine-rich, glioma inactivated !

8p23.2, intron

5qll.2, intron

1p32-p34, intron

7935-g36, intron

19ql3.3, intron

9p24.2, 5ss_int

9p24.2, ekson

1p36.12, ekson

1p36.1-p35, intron

3p21.1, intron

3026.2-g27.1,
intron

3ql3.33, intron

6q24.2, intron

llq, intron

4pl6.3, ekson

2qg31.2-g31.3,
intron 5

2q31.2-gq31.3,
intron 4

4pl6.3, ekson

8qll.23, intron

6qll.l, intron

10g24, intron

Aneks 2

agcattcactgccttctt (18)

cactcactgccttcttct (18)

gcactcaggctgecttcttct (21)

cccaatccctccacte (16)

ccaatccctccacteg (16)

tgacctcaaccgtgtc (16)

tgacctcaaccgtgtc (16)

cagcctccaacceegg (16)

cagcctccagececcggte (18)

cagcctccaacccctgtc (18)

catattccacccgactttc (19)

catattccacccgactttc (19)

catagtccaccctgacttt (19)

gccacctgcagegagtgt (18)

cacctgcagcgagtgtge (18)

tggtgccgtatccatg(16)

tggtgccgtatccatg (16)

cccattcattgecceg (16)

tgcccattcattgecc (16)

tatccctcgageccatge (18)

tacacactgtccgtgtcc (18)
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Aneks 2

(20 nt)

10.42  BPI, bactericidal/permeability-increasing ~ 20qll.23-gl2, gcagtaaccccacgtc (16)
(20 nt)  protein ekson

10.54  hypothetical LOC401180 5pl3.2, intron gacacctccttccagtce (18)
10.57
(20 nt)

10.63 RERE, arginine-glutamic acid dipeptide 1p36.2-p36.1, tacccactcgcecttggee (18)
10.66  (RE) repeats intron
(20 nt)

13.2 TNFSF9, tumor necrosis factor (ligand) 19pl3.3, intron gtcccgctecctgeec (16)

(20 nt)  superfamily, member 9

ARFGAPI, ADP-ribosylation factor 20913.33, intron I agtcccgctecctgecece (17)
GTPase activating protein |

13.3 RELN, reelin 7922, intron tagtgcatctccctct (16)
(20 nt)
SLC26A10, solute carrier family 26, 12ql3, intron agtgcatctccctctc (16)
member 10
CULL, cullin 1 7936.1, intron gcatctccctctegee (16)
KLC4, kinesin light chain 4 6p21.1, intron agttcatctccctctege (18)
13.9 CHSTS6, carbohydrate (N- 16922, intron ! acagtcctctgctctc (16)
(20 nt)  acetylglucosamine 6-0) sulfotransferase 6
CHST®, carbohydrate (N- 16922, 5ss_int_| acagtcctctgctctc (16)
acetylglucosamine 6-0) sulfotransferase 6
CHRMS, cholinergic receptor, muscarinic  1g43, inuon cagtcctctgctctcce (16)
3
viral DNA polymerase-transactivated 2933.1, intron cacagtcctctgctct (16)
protein 6
GAA, glukosidase alfa, acidic (Pompe 17925.2-9253, tgcacagtcctctgctc (17)
disease, glycogen storage disease type I1) intron
P1AS-like protein hZimplO 10q, intron acagtcctctgctctee (17)
hypothetical protein LOG 146713 17g25.3, intron acagtcctctgctctee (17)

ZMIZI, zinc finger, MIZ-type containing  10g22.3, intron acagtcctctgctctee (17)
1

ALPPL2, alkaline phosphatase, placental- 2g37, intron cacagtcctctgetgtee (18)
like 2
DIS3L2, DIS3 mitotic control homolog (S. 2g37.1, intron tgcacagccectctgctct (18)

cerevisiae)-like 2
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15.3
(19 nt)

15.7
15.71
(20 nt)

15.8
15.73
(20 nt)

15.10
(20 nt)

PTPN23, protein tyrosine phosphatase,
non-receptor type 23

RGNEF, Rho-guanine nucleotide
exchange factor

ARHGAP21, Rho GTPase activating
protein 21

RANBPIO, RAN binding protein 10

NLRPI, NLR family, pyrin domain
containing |

CD226, CD226 molecule

CBLC, Cas-Br-M (murine) ecotropic
retroviral transforming sequence ¢

ZGPAT, zinc finger, CCCH-type with G
patch domain

ZGPAT, zinc finger, CCCH-type with G
patch domain

ZGPAT, zinc finger, CCCH-type with G
patch domain

ZGPAT, zinc finger, CCCH-type with G
patch domain

ZGPAT, zinc finger, CCCH-type with G
patch domain

ZGPAT, zinc finger, CCCH-type with G
patch domain

ARHGAP22, Rho GTPase activating
protein 22

HTRAZ2, HtrA serine peptidase 2

SLC1A7, solute carrier family 1 (glutamate

transporter), member 7

OTUDTYA, OTU domain containing 7A

ASTN2, astrotactin 2

MUCS6, mucin 6, oligomeric mucus/gel-
forming

ACCN4, amiloride-sensitive cation
channel 4, pituitary

3p21.3, intron

5ql3.2, intron

—

10pl2.3, ekson

16g22.1, intron

17pl3.2, intron

18q22.3, intron

19ql3.2, intron

20ql3.3, intron 4

20ql3.3, 3ss_int_4

20ql3.3, ekson

20qgl3.3, intron 4

20ql3.3, ekson

20qgl3.3, ekson

10qll.22, intron

2pl2, ekson

1p323, intron 2

15ql3.3, intron 3

9g33.1, intron

11pl5.5-pl5.4,

intron, 2 nt eksonu

23S, intron

Aneks 2

tgcccagtcctctgcetct (18)

gcacactcctctgctctc (18)

tgcacagccctctgctct (18)

cacaggcctctgctctce (18)

cacagacctctgctctcc (18)

cacagtcctctgctttcc (18)

cacattcctctgetctec (18)

tgcacagtcctctgececte (19)

tgcacagtcctctgececte (19)

tgcacagtcctctgeccte (19)

tgcacagtcctctgeccte (19)

tgcacagtcctctgeccte (19)

tgcacagtcctctgeccte (19)

tgcacagtccttctgetctee (21)

ccgtectegeegecgtee (18)

gggtctatctccacactec (19)

gggtctatctccacactec (19)

tcactacacactccce (16)

caccacacactccccgcee (18)

ccacgtcctgtcccce (16)
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15.13
(22 nt)

15.15
(20 nt)

15.16
(20 nt)

15.18
(20 nt)

15.19
(20 nt)

15.21
(21 nt)

15.27
(20 nt)

15.31
(18 nt)

SLC7A14, carrier family 7 (cationic amino 3¢26.2, intron

acid transporter, y+ system), member 14

COLEC12, collectin sub-family member

12

IGF2, insulin-like growth factor 2

(somatomedin A)

USP13, ubiquitin specific peptidase 13

(isopeptidase T-3)

DNMIL, dynamin 1-like

PTPRN2, protein tyrosine phosphatase,
receptor type, N polypeptide 2

GPX7, glutathione peroxidase 7

rejon miedzygenowy

similar to suppressor of initiator codon
mutations, related sequence !

LINGOI, leucine rich repeat and Ig

domain containing |

hypothetical protein LOC28387!

CYP3A7, cytochrome P450, family 3,
subfamily A, polypeptide 7

ADD2, adducin 2 (beta)

hypothetical protein LOC283755
similar to hect domain and RLD 2

HERC2P2, hect domain and RLD 2

pseudogene 2

TGFBR2, transforming growth factor, beta

receptor 11 (70/80kDa)

ATPIBI, ATPase, Na-(-/K+ transporting,

beta 1 polypeptide

LAMAI, laminin, alpha |

EPNS, epsin 3

EPNS, epsin 3

18pter-pll.3,
intron 6

lIplS.S, ekson

3026.2-926.3,
intron

12pll.21, intron !

7q36, intron

1p32, intron

chromosom 1

1g25.3

15g24.3,intron

16pl3.3, ekson !

7921-g22.1, intron

2pl4-pl3, intron
15qll.2, intron
15ql3.1, intron

15qll.2, intron 24

3p22, intron

1924, intron

18pll.31, intron

17g21.33, 5ss_int-
1

17qg21.33, intron |

cgtcctgtceccccgece (16)

accacgtcttgtccccege (19)

accacgtcctgcecccccgec (20)

gtgtgtagtgtgtgec (16)

gtgtgtagtgtgtgeeg (17)

gtgtgtagtgtgtggegt (18)

tgtgtagtgtgtgcctttc (19)

gcgtgacatcttccctee (18)

tggcgtgacaacttccect (18)

tggacgtgctgtgtatce (18)

gcaccgcgctctacctge (18)

ctecteegtctctacc (16)

ctgtggtcccgtaaccct (18)
ctgtggccccgtcaccct (18)
ctgtggcecccgtcaccct (18)

ctgtggccccgtcaccct (18)

catagtgtgctgccgece (17)

ctcectggecccctee (16)

ctcectggececcctee (16)

ctcectggecccctee (16)

ctcectggecccctee (16)

Aneks 2
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15.34
(20 nt)

15.35
(20 nt)

15.39
(20 nt)

15.40
(20 nt)

15.41
(19 nt)

15.43
(20 nt)

15.44
(20 nt)

15.45
(20 nt)

ITPKI, inositol 1,3,4-triphosphate 5/6
kinase

putative serine/threonine protein kinase
variant C

GAS?7, growth arrest-specific 7

NDSTI, N-deacetylase/N-sulfotransferase
(heparan glucosaminyl) !

PDSS2, prenyl (decaprenyl) diphosphate
synthase, subunit 2

CD82, CD82 molecule

NPAS3, neuronal PAS domain protein 3

SPTB, spectrin, beta, erythrocytic
(includes spherocytosis, clinical type 1)

LINGO2, leucine rich repeat and Ig
domain containing 2

NTNI, netrin !

ACACA, acetyl-Coenzyme A carboxylase
alpha

MARCH4, membrane-associated ring
finger (C3HC4) 4

SLC30A10, solute carrier family 30,
member 10

SNRK, SNF related kinase

KCNQS5, potassium voltage-gated channel,
KQT-like subfamily, member 5

CRTACI, cartilage acidic protein !

SPOCDI, SPOC domain containing !

CPVL, carboxypeptidase, vitellogenic-like

KIAA1303, pl50 target of rapamycin
(TOR)-scaffold protein containing WD-
repeats

hypothetical protein MGC31957

14931, intron
ADDIN EN.CITE

lip, intron !

17pl3.1, intron

5033.1, ekson

6921, intron

lIpll.2, ostami
ekson

14ql2-ql3, intron

14923-g24.2,
intron

9p21.2-p21.1,
intron

17pl3-pl2, intron

17921, ekson

2q35, intron

Ig41, intron

3p22.1, intron

6ql4, intron

10922, intron

1p35.2, intron

7pl5-pl4, intron

17q25.3, intron

8p21.2, intron

Aneks 2

ctcectggcececcctee (16)

gtctccctggecccct (16)

gtctccctggecccct (16)

tcteectggecccectec (17)

tcteectggececcectece (17)

gtctccctggctecectee (18)

gtctccatggecccctee (18)

gtctccctggeteecctee (19)

ttacacatgttgcc-ctge (19)

aacgctggtgtcctgt (16)

ccaatgctggtgtcctgt (18)

ccacc-tcatcecatgetg (19)

acatggactgtgttgt (16)

gacagggactgtgttgtg (18)

acatgggctgtgttgtgc (18)

tactgcacaccctgcc (16)

attactgcagaccctgcc (18)

atcacactcaacccgc (16)

ccattgccgtgecctcte (18)

tggtcacttccccaccgte (19)
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15.48
(20 nt)

15.49
(20 nt)

15.53
(20 nt)

15.54
(20 nt)

15.55
(20 nt)

15.58
(20 nt)

15.59
(19 nt)

15.60
(21 nt)

15.65
(20 nt)

ARHGEFIO, Rho guanine nucleotide
exchange factor (GEF) 10

EIF3S7, eukaryotic translation initiation
factor 3, subunit 7 zeta, 66/67kDa

TMEM16B, transmembrane protein 16B

WBP2, WW domain binding protein 2

ACTLS, actin-like 8

UBAP2, ubiquitin associated protein 2

SLC24A3, solute carrier family 24
(sodium/potassium/calcium exchanger),
member 3

FAM19A1, family with sequence
similarity 19 (chemokine (C-C motif)-like),
member Al

LOXL2, lysyl oxidase-like 2

ALKBHS, alkB, alkylation repair homolog
8 (E. coll)

MCCCI, methylcrotonoyl-Coenzyme A
carboxylase 1 (alpha)

WDRA40A, WD repeat domain 40A

C160rf30, chromosome 16 open reading
frame 30

hypothetical LOC645733

DYNCIII, dynein, cytoplasmic 1,
intermediate chain !

YYI, YYI transcription factor

MAP2K3, mitogen-activated protein
kinase, kinase 3

SIPA1L3, signal-induced proliferation-
associated 1 like 3

SIPA1L3, signal-induced proliferation-
associated 1 like 3

8p23, intron

22ql3.1, ekson |

12pl3.3, intron

17q25, ekson

1p36.2-p35, intron

9pl3.3, intron

20pl3, intron

3pl4.1, intron

8p21J-p21.2,
intron

11g22.3, intron

3927, intron

9pl3.3, intron

16pl3.3, intron

2ql4.2, intron

7921.3-g22.1,
intron

14q, ekson !

17qll.2, intron

19ql3.13, intron 6

19ql3.13, intron 8

Aneks 2

ggtctcatccccaccgtee (19)

caatcacacctctcgegt (18)

aatcacacctcacgagtt (18)

atgtctatcccccgee (16)

ccattgccgtgecctcte (18)

tacgatcttcgcccac (16)

ccatagacacacctgttg (18)

gtgttctgttcectge (16)

gtgttctgttcectge (16)

atcgt-ttetgttcectge (19)

ccaaccacactggccgcec (18)

atgcacacttcggctg (16)

aggccacctctceccc (16)

ccacctctcecccegee (17)

aggccccctcteeccceeg (18)

gccceccteteececegec (18)

ggccacctcteccteeege (19)

aggccacctctccccctgee (20)

aggccacctctccccctgee (20)
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15.67
(20 nt)

15.68
(20 nt)

15.69
(20 nt)

15.75
(20 nt)

REN, Renin

PLEKHAG®, pleckstrin homology domain
containing, family A member 6

UBE2H, ubiquitin-conjugating enzyme
E2H (UBC8 homolog, yeast)

UBE2H, ubiquitin-conjugating enzyme
E2H (UBC8 homolog, yeast)

SPOCDI, SPOC domain containing !

TRIM13, tripartite motif-containing 13

TRIM13, tripartite motif-containing 13

CACNAIHB, calcium channel, voltage-
dependent, T type, alpha IHb subunit

VPS13A, vacuolar protein sorting 13
homolog A (S. cerevisiae)

LRRFIPI, leucine rich repeat (in FLU)
interacting protein |

SLC9AS, solute carrier family 9
(sodium/hydrogen exchanger), member 3

SLC9AS3, solute carrier family 9
(sodium/hydrogen exchanger), member 3

SLC9AS, solute carrier family 9
(sodium/hydrogen exchanger), member 3

SLC9AS, solute carrier family 9
(sodium/hydrogen exchanger), member 3

SLC9AS, solute carrier family 9
(sodium/hydrogen exchanger), member 3

SLC9AS, solute carrier family 9
(sodium/hydrogen exchanger), member 3

SLC9AS, solute carrier family 9
(sodium/hydrogen exchanger), member 3

FBXLY7, F-box and leucine-rich repeat
protein 7

rejon miedzygenowy

PTPRS, protein tyrosine phosphatase,
receptor type, S

CDHZ23 protein, cadherin-like 23

1932, intron

1g32.1, intron

7932, intron 4
7932, intron 3

1p35.2, intron

13ql4, intron 3

13ql4, intron 1

chromosom 16,
intron

9921, intron
2373, intron
SplSJ, ekson 16
5pl5.3, intron 17
SplSJ, intron 17
5pl5.3, ekson 5
5pl5.3, intron |
5pl5.3, intron !
Spl5.3, intron 1

SplS.1, ekson 2

19pI3.3

19pl3.3, intron !

1Qg21-g22, intron
1

Aneks 2

aggccacctc-ccecccgee (20)

aggccacctce-ccececcgee (20)

tccattgtcgtgactg (16)

tccattgtcgtgactg (16)

cattgccgtgactgtgcee (18)

attgagtgttgccectt (16)

attgagtgttgccctt (16)

cccatggtcactcecc (16)

tggtcactccccgecc (16)

catggtctctccecgecc (18)

ccatggtcactccccacce (19)

ccatggtcactccccaccce (19)

ccatggtcactccccaccce (19)

ccatggtcactccccaccc (19)

ccatggtcactccccacce (19)

ccatggtcactccccacce (19)

ccatggtcactccccacce (19)

ccatggtgcactcccegecc (20)

cccatggtcaccccccgecc (20)

cccatggtcaccccccgecc (20)

99999gtgagt-gtgtgtcc (20)
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15.76
(20 nt)

15.77
(20 nt)

15.79
(20 nt)

15.83
(20 nt)

15.84
(20 nt)

15.86
(20 nt)

CDHZ23 protein, cadherin-like 23

ZNF764, zinc finger protein 764

ZNF498, zinc finger protein 498

ZNF498, zinc finger protein 498

CNOT6, CCR4-NOT transcription
complex, subunit 6

ZNF764, zinc finger protein 764

AVIL, Advillin (p92), Ca(2-t-)-regulated
actin-binding protein

AVIL, Advillin (p92), Ca(2+)-regulated
actin-binding protein

TRIM13, tripartite motif-containing 13

TRIM13, tripartite motif-containing 13

ARTS-1, type | tumor necrosis factor

receptor shedding aminopeptidase regulator

ELOFI, elongation factor 1 homolog

TGFR-2, TGF-beta receptor type-2
precursor

SH2D2A, SH2 domain containing adapter

protein 2 transcript variant 4

10921-g22, intron
27

16pll.2, ekson

7q922.1, ekson

7922.1, intron 7

5g35.3, intron

16pll.2, ekson

12ql4.1,
3ss_int_14

12ql4.1, intron 14

13ql4, intron 3

13ql4, intron 1

5ql5, intron

19pl3.2, intron

3p22, intron

1g21-g23, intron

Aneks 2

99999gtgagt-gtgtgtce (20)

getgtgtggagtgtgg (16)

getgtgtggagtgtgg (16)

getgtgtggagtgtgg (16)

cgetgtgtggagtgtgg (17)

cgctgtctggagtgtggcec (19)

catc-tgtgctctectegec (20)

catc-tgtgctctectegec (20)

attgagtgttgccctt (16)

attgagtgttgccectt (16)

agtgggtcgtgegtgt (16)

tgtagtgggt-gtgegtgtg (20)

catagtgtgctgccgee (17)

ctgccaacgtcetgctgtee (19)
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13. Aneks 3 - dorobek naukowy

Zgtoszenia patentowe

Zgtoszenie patentowe nr P 384 455 w Urzedzie Patentowym RP ,,Spos6b inhibowania rybonukleazy
Dicer, inhibitor rybonukleazy Dicer oraz zastosowanie aptameréw RNA jako inhibitoréw rybonukleazy
Dicer”, 14.02.2008

Komunikaty konferencyjne ustne

1. Inhibition of HFV-RT and HCV RdRp by oligonucleotides.

Seminarium polsko-niemieckie: Perspectives of stuctural and computational biology and their practical
applications, 25.11.2002, Poznan

2. Selekcja aptameréw RNA wobec odwrotnej transkryptazy wirusa HIV-1
Sesja sprawozdawcza Instytutu Chemii Bioorganicznej PAN, 1.04.2004, Poznan

3. In search of short RNAs that infuence activity of human ribnuclease Dicer
EMBO Practical Course on Advanced Analysis and Informatics of Microarray Data, 25.06-1.07.2006,
Hinxton, UK

Komunikaty konferencyjne pisemne (plakaty)

1. M. Alejska, M. Figlerowicz, A. Tyczewska, A. Kurzynska-Kokorniak, T. Twardowski,
M. Figlerowicz

Selekcja oligonukleotydowych inhibitordbw polimeraz wirusowych - otrzymywanie odwrotnej
transkryptazy HIV oraz polimerazy HCV

XXXVIII Zjazd Polskiego Towarzystwa Biochemicznego, 18-22.09.2002, Wroctaw

2. A. Tyczewska, M. Figlerowicz, T. Twardowski
In vitro selection of oligoribonucleotides as potential inhibitors of HFV-I RT
Sesja sprawozdawcza Instytutu Chemii Bioorganicznej PAN, 28-29.04.2003, Poznan

3. A. Tyczewska, M. Figlerowicz, T. Twardowski

RNA aptamers as potential inhibitors of HIV-1 RT
XXXIX Zjazd Polskiego Towarzystwa Biochemicznego, 16-20.09.2003, Gdarisk
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4. A. Tyczewska, M. Figlerowicz, T. Twardowski
Selekcja aptameréw RNA jako potencjalnych inhibitoréw HIV-1 RT
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