Badania wiasciwosci strukturalnych oraz
fizykochemicznych G-kwadrupleksow
potencjalnie zwigzanych z aktywnoscia

antyproliferacyjng

Streszczenie

Pomimo znacznego postepu w leczeniu wielu nowotwordéw, choroby te zajmujg drugie
miejsce na swiecie pod wzgledem umieralnosci. Wskazuje to na to konieczno$c¢
rozwoju nowych podejs¢ terapeutycznych i diagnostycznych oraz kontynuowania
intensywnych badan nad czynnikami predysponujgcymi do powstawania nowotworow.

G-kwadrupleksy to struktury DNA lub RNA tworzone przez sekwencje bogate w
guanozyne. Zdolnos¢ tworzenia tetramerycznych struktur przez te zwigzki jest znana
od 1962 roku, jednak dopiero w ciggu ostatnich dwéch dekad zaczeto rozwazac
mozliwos¢ ich wykorzystania w celach terapeutycznych. Struktury te stanowig
obiecujgce narzedzia molekularne, ktére mogg by¢ nacelowane na réznorodne ligandy
0 znaczeniu biologicznym. Ponadto, G-kwadrupleksy majg stosunkowo mate rozmiary,
mogg by¢ tatwo modyfikowane chemicznie i wykazujg wysokg stabilnos¢. Mozna je
réowniez produkowaé¢ w duzej skali w sposdb ekonomiczny i sg relatywnie tatwo
wchtaniane przez komorki, wykazujgc przy tym swietng odpornos¢ na nukleazy, co
czyni je rowniez uzytecznymi i ukierunkowanymi transporterami.

Gtownym celem moich badan byto okreslenie cech strukturalnych oraz
fizykochemicznych wtasciwosci roznorodnych G-kwadruplekséw i skorelowanie ich z
biologicznym potencjatem badanych czagsteczek, jako czynnikéw
przeciwnowotworowych.

W celu poznania najnowszych postepow zwigzanych z narzedziami
molekularnymi opartymi na G-kwadrupleksach wykonaliSsmy badania przeglgdowe
skupiajgce sie na aptamerach tworzacych struktury
G-kwadruplekséw i ich potencjalnych zastosowaniach terapeutycznych oraz
diagnostycznych. ZauwazyliSmy, ze tworzenie struktur G-kwadrupleksow jest
niezbedne do skutecznego hamowania proliferacji komorek nowotworowych, jednak

brakuje informacji na temat korelacji miedzy ich elementami strukturalnymi a



potencjalnymi witasciwosciami przeciwnowotworowymi. Majgc to na uwadze
przeprowadziliSsmy badania eksperymentalne, ktére doprowadzity do analizy
potencjalnej korelacji pomiedzy wiasciwosciami fizykochemicznymi
G-kwadrupleksow, ich elementami strukturalnymi oraz potencjatem terapeutycznym.
Badania rozpoczelismy od wybrania pieciu sekwencyjnie spokrewnionych czgsteczek
DNA tworzacych G-kwadrupleksy, analizy ich wtasciwosci termodynamicznych oraz
strukturalnych, jak rowniez ich stabilnosci enzymatycznej oraz transportu przez btone
komorkowg. Do dalszych badan wybraliSmy trzy sekwencje, ktére wykazywaty
najlepszy potencjat antyproliferacyjny. Przeanalizowalismy wptyw modyfikowanych
reszt nukleotydowych (LNA, UNA, oraz 2'-O-metylo-RNA) na wtasciwosci strukturalne,
fizykochemiczne oraz biologiczne G-kwadrupleksow. W tym celu modyfikacje zostaty
wprowadzone w wybrane pozycje petli oraz rdzeni G-kwadrupleksow,
w rezultacie dajgc dwadziescia siedem modyfikowanych wariantéw. W celu lepszego
zrozumienia korelacji pomiedzy strukturg G-kwadrupleksu a jego chemicznym
charakterem wykonalismy réwniez trzeci rodzaj badan. Obejmowat on analize puli
sekwencyjnie spokrewnionych G-kwadruplekséw RNA oraz poréwnanie ich
wtasciwosci do G-kwadrupleksow DNA o] tej samej sekwencji
i umozliwit skorelowanie struktury, trwatosci termodynamicznej oraz aktywnosci
biologicznej powyzszych czgsteczek. Badane G-kwadrupleksy réznity sie nieznacznie
dtugoscig petli, iloscig G-tetrad oraz jednorodnoscig rdzenia, umozliwiajgc znalezienie
strukturalno-funkcjonalnych zaleznosci, ktére mogg okaza¢ sie pomocne w
opracowaniu potencjalnych zwigzkéw przeciwnowotworowych.

Wyniki zaprezentowane w niniejszej rozprawie doktorskiej sugerujg, ze elementy
strukturalne G-kwadrupleksoéw sg niezbedne dla ich aktywnosci biologicznej oraz ze
niewielkie zmiany w sekwencji mogg przyczynic¢ sie do zmian w ich wtasciwosciach.
G-kwadrupleksy zbudowane z krotszych rdzeni i diuzszych petli bardziej efektywnie
hamowaty wzrost komorek nowotworowych, a takze lepiej wigzaty sie z nukleoling.
Natomiast, efektywnos¢ wnikania oligonukleotydéw do komérek oraz ich trwato$é
enzymatyczna sg scisle zwigzane z ich charakterystykg termodynamiczng, wskazujgc
preferencje wzgledem czasteczek ustrukturalizowanych, posiadajgcych wydtuzony
rdzeh oraz krotsze petle. Modyfikacje UNA okazaty sie wydajnymi modulatorami
stabilnosci termodynamicznej G-kwadruplekséw, ale nie wykazaty potencjatu do
poprawy ich wtasciwosci przeciwnowotworowych. W odréznieniu od G-kwadrupleksow

modyfikowanych resztami UNA, warianty posiadajgce reszty LNA oraz 2'-O-Me-RNA



wykazaty pewien potencjat antyproliferacyjny. Ponadto, G-kwadrupleksy
w serii DNA okazaty sie lepszymi inhibitorami wzrostu komoérek nowotworowych w
poréwnaniu z G-kwadrupleksami w serii RNA.

Zrozumienie cech strukturalnych G-kwadrupleksow i ich roli w inhibicji wzrostu
komorek moze utatwiC¢ projektowanie nowych, obiecujgcych lekéw opartych na

strukturze G-kwadrupleksoéw o wyjgtkowych wtasciwosciach przeciwnowotworowych.



