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WPROWADZENIE I CEL PRACY

1. WPROWADZENIE I CEL PRACY

U podstaw funkcji kwaséw nukleinowych leza precyzyjne i specyficzne relacje
sekwencji 1 struktury. Warunkuja one swoiste oddzialywania z czasteczkami RNA, matymi
ligandami, czy biatkami. Katalityczne RNA (tzw. rybozymy, RNAzymy) charakteryzuja si¢
obecno$cia specyficznych wewnatrzczasteczkowych oddziatywan trzeciorzedowych. Moga
katalizowaé transestryfikacje RNA, powstawanie i rozktad wigzan P-O, C-C oraz wielu
innych. Przebiegaja one bez bezposredniego udziatu dodatkowych czynnikoéw biatkowych w
przebiegu reakcji.

Rozpoznawanie sekwencji docelowej przez kwasy nukleinowe na zasadzie
komplementarno$ci sprawia, ze stanowia one obecnie obiekt intensywnych badan jako
potencjalne czynniki mogace znalezé zastosowanie w terapii genowej Nowotworéw
[Mulhbacher i in. 2010]. Rybozym o strukturze glowy mlotka (ang. hammerhead, HHRz) jest
najmniejszym katalitycznym RNA pochodzenia naturalnego. Ze wzgledu na niewielkie
rozmiary i duza aktywnos$¢ od 25 lat stanowi dobry model do badan relacji struktury i funkcji
RNA. Zidentyfikowano go w genomach wielu organizméw w tym u cztowieka, co czyni go
najczescie] wystgpujacym motywem autokatalitycznym w przyrodzie. Mechanizm reakcji
transestryfikacji uwarunkowany jest odpowiednia aranzacja atomoéw centrum Katalitycznego.
Jego aktywno$¢ zalezy od obecnosci dodatkowych elementdéw strukturalnych i rézni si¢ W
minimalnym rybozymie hammerhead oraz jego wydluzonych wariantach. Projektowane sa
ich nowe pochodne o zwigkszonej aktywnos$ci, ktore moga zosta¢ wykorzystane w biologii i
medycynie molekularnej. Mimo rozleglej wiedzy na temat jego budowy, dynamiki
konformacyjnej oraz wpltywu trzeciorzgdowych motywow stabilizujacych, wiele pytan
dotyczacych relacji sekwencji, struktury i funkcji pozostaje bez odpowiedzi.

Duze zainteresowanie budzi proces interferencji RNA [Bora i in. 2012]. Jednakze,
pomimo, ze siRNA moga by¢ efektywnymi czynnikami inaktywacji gendéw w stosunku do
wigkszosci RNA cytoplazmatycznych, nie sa aktywne wzglgdem RNA zlokalizowanych w
jadrze komoérkowym, mitochondriach czy chloroplastach. Ponadto, niektére wirusy
wyksztalcity mechanizmy obronne przed RNAi. Technologia ta nie jest tez wolna od
niespecyficznych efektow ubocznych (ang. off-target effects). W tym konteks$cie, bardzo
atrakcyjna alternatywe¢ stanowia nadal czasteczki matych katalitycznych RNA, a w

szczegblnosci rybozymy typu hammerhead.
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Celem moich badan bylo wyselekcjonowanie nowego wydhuzonego rybozymu typu
hammerhead wysoce aktywnego w obnizaniu ekspresji docelowych genéw w ludzkich liniach
komorkowych oraz okreslenie wewnatrzczasteczkowych determinantow warunkujacych jego
wlasciwosci.

W pracy podjetam probe wyjasnienia aspektow strukturalno-funkcjonalnych istotnych
dla mechanizmu transestryfikacji RNA z udzialem rybozymu hammerhead jako modelu w
oparciu o zaproponowana przez siebie hipotez¢ kompensacji parametrow rdzenia

katalitycznego.

Zatozone cele realizowatam w nastepujacych etapach:

e Zaprojektowatlam rybozymy typu hammerhead przeprowadzajace transestryfikacje
MRNA genéw GFP oraz DNMT1

e Przeanalizowalam aktywnos$¢ zaprojektowanych rybozyméw in vitro oraz w liniach
komoérkowych

e Przeprowadzitlam weryfikacjg struktury drugorzedowej rybozymow

¢ Woyselekcjonowany wariant rybozymu zastosowatam do obnizania poziomu ekspres;ji
dwoch genow docelowych GLI1 oraz CRYAB

e Przeprowadzitam symulacje komputerowe oraz analizy obliczeniowe rybozyméw w

kompleksie z substratami

Istotnym osiagnigciem tej pracy jest zaproponowanie nowego wariantu wydhizonego
rybozymu hammerhead oraz opracowanie metody przewidywania wewnatrzkomorkowej
aktywnosci rybozymoéw w oparciu o hipotez¢ kompensacji parametrow rdzenia
katalitycznego. Szersze rozpatrywanie zagadnienia zaleznosci struktury i funkcji oraz
wzbogacenie jej o badanie wptywu elementu sekwencji i oparcie w metodach obliczeniowych
umozliwia powro6t do badan nad rybozymami w od$wiezonym kontekscie. Zaproponowana
metoda obliczeniowa stanowi pierwsze podejscie in  silico do przewidywania
wewnatrzkomorkowej aktywno$ci RNA. Moze ona znalez¢ szerokie zastosowanie do
projektowania innych RNA o sprecyzowanej funkcji.

Wyniki byly prezentowane w formie wystapienia ustnego na Polsko-Niemieckiej
Konferencji  Biochemicznej potaczonej z 47 zjazdem Polskiego Towarzystwa

Biochemicznego w Poznaniu w dniach 11-14 wrzesien 2012.
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WYKAZ SKROTOW

2. WYKAZ SKROTOW STOSOWANYCH W PRACY

AA - aminokwas

ACTB - beta aktyna

APS - nadsiarczan amonu

ATP - 5' trifosforan adenozyny

BrEt - bromek etydyny

CFPS - system translacji w $rodowisku pozakomorkowym (ang. cell-free protein
synthesis)

CFQ - ang. charge flow and quenching

CLLM - (ang. conditional log-linear model)

CMCT - 1-cyclohexyl-(2-morpholinoethyl)carbodiimide metho-p-toluene sulfonate

CTP - 5' trifosforan cytydyny

D1 - odlegtos¢ G12(N1)-C17(2°0)

D2 - odlegtos¢ G8(2°0)-C1.1(5°0)

D3 - odlegtos¢ G5(N1)-C1.1(5°0)

DEPC - eter dietylowy kwasu pirowgglowego

DMS - siarczek dimetylu

DNMT1 - metylotransferaza 1 DNA

DNMT?2 - metylotransferaza 2 DNA

DNMT3A - metylotransferaza 3A DNA

DNMT3B - metylotransferaza 3B DNA

dNTP - 5' trifosforan nukleotydu

DTT - ditiotreitol

EDTA - wersenian dwusodowy

FBS - ptodowa surowica bydleca (ang. fetal bovine serum)

FGF-2 - czynnik wzrostu fibroblastow 2 (fibroblast growth factor 2)

FMN - mononukleotyd flawinowo-adeninowy

FRET - transfer energii rezonansu fluorescencji (ang. fluorescence resonance energy
transfer)

GAPDH - dehydrogenaza aldehydu 3-fosfo-glicerynowego

GBM - wielopostaciowy glejak zarodkowy (tac. glioblastoma multiforme)

GFP - biatko zielonej fluorescencji (ang. green fluorescent protein)

Glil - czynnik transkrypcyjny zwiazany z glioma (ang. glioma-associated oncogene 1)

12
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GlilAN
GTP
HCV
HDV
HHRz
HHRz
HHRz"

HPRT
IRES
Kcat
KCI
kDa

Kobs
m.cz.
MFE
MgCl,
min
mRNA
NaCl
NAIM

NcRNA
NGF- 3
NMR
nt

obj.
oD

ON
PAA
PEG
PCR
PDB

pz
gPCR

wariant biatka GLI1 z delecja przy koncu N

5' trifosforan guanozyny

wirus zapalenia watroby typu C (ang. hepatitis C virus)

wirus zapalenia watroby typu D (ang. hepatitis D virus)

rybozym typu hammerhead (ang. hammerhead ribozyme)

minimalny rybozym typu hammerhead (ang. minimal hammerhead ribozyme)
wydluzony rybozym typu hammerhead (ang. extended or full-length
hammerhead ribozyme)

fosforybozylotransferaza hipoksantynowa

wewngtrzne miejsce wigzania rybosomu (ang. internal ribosome entry site)
stata szybkosci katalizy

chlorek potasu

kilodalton, 1000 daltonow

stata Michaelisa

obserwowana stata szybkosci reakcji

masa czasteczkowa

minimalna energia swobodna (ang. minima free energy)

chlorek magnezu

minuta

informacyjny RNA (ang. messenger RNA)

chlorek sodu

mapowanie miejsc interferencji analogow nukleotydow (ang. nucleotide analog
interference mapping)

niekodujacy RNA (ang. non-coding RNA)

czynnik wzrostu nerwow beta (ang. nerve growth factor 3)

magnetyczny rezonans jadrowy (ang. nuclear magnetic resonance)
nukleotyd

objetosc

gestos¢ optyczna

oligonukleotyd

poliakrylamid, akrylamid-N,N'-metylenobisakrylamid

glikol polietylenowy

tancuchowa reakcja polimerazy (ang. polymerase chain reaction)

baza danych struktur bialkowych (ang. protein data bank)

para zasad

ilo$ciowy PCR w czasie rzeczywistym (ang. quantitative real-time PCR)
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WYKAZ SKROTOW

RNAI
RPA
rpm
RT

SANS
SAXS
SDS
SDSL
SEA
SHAPE

SiRNA
Sma

SSRNA
STRSV

TEMED
tGLI
TL
TLR
Tris
tRNA
tRNA™
tRNAM
TSM

UTP
UTR
VEGF

interferencja RNA (ang. RNA interference)

ang. RNase protection assay

liczba obrotéw na minute

reakcja odwrotnej transkrypcji (ang. reverse transcription)

sekunda

ang. small angle neutron scattering

ang. small angle X-ray scattering

dodecylosiarczan sodu

ang. site-directed spin labeling

aranzacja elementow strukturalnych (ang. structure elements arrangement)
selektywna acylacja grup 2’hydroksylowych analizowana technika wydtuzania
startera (ang. selective 2'-hydroxyl acylation analyzed by primer extension)
krotkie interferencyjne RNA (ang. short interfering RNA)

Schistosoma mansoni alpha

jednoniciowy RNA (ang. single-stranded RNA)

satelitarny RNA wirusa pierScieniowej plamistos$ci tytoniu (ang. satellite RNA
of tobacco ringspot virus)

N,N,N',N'-tetrametyloetylenodiamina

wariant biatka GLI1 skrécony o 48 aminokwasow

czteronukleotydowa petla (ang. tetraloop)

receptor czteronukleotydowej petli (ang. tetraloop receptor)
hydroksymetyloaminometan

transportujacy RNA

tRNA N-formylometioninowy

tRNA inicjatorowy

motyw stabilizujacy strukture trzeciorzedowa (ang. tertiary stabilizing motif)
jednostka aktywnosci enzymatycznej

5' trifosforan urydyny

region nie ulegajacy translacji

czynnik wzrostu $rodbtonka naczyn (ang. vascular endothelial growth factor)
kat C1.1(5°0)-C17(2°0)-P

kat C17(2°0)-G12(N1)-P

kat C1.1(5°0)-G8(2°0)-P
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3. OPRACOWANIE LITERATUROWE

3.1. Hierarchiczna budowa katalitycznych czasteczek RNA

Organizacja RNA wynika z hierarchicznej natury struktury. Sekwencja nukleotydow
(zwana tez struktura pierwszorzedowa) warunkuje strukture¢ drugorzedowa oOraz
trzeciorzedowa, definiowane przez zréznicowane oddziatywania wybrzuszen, helis, petli oraz
elementéw taczacych (Rys. 3.1). Determinuja one funkcje oraz oddzialywanie z ligandami.
Cztery nukleotydy RNA cechuje niska chemiczna réznorodno$¢ w porownaniu do 21
aminokwasow budujacych biatka. Jednoczesnie jednak umozliwia to elastyczno$¢ zmian
konformacyjnych, czyniac z RNA wysoce funkcjonalny biopolimer [Schultes i Bartel 2000].

Geometria lancucha fosforanowo-cukrowego opisana jest za pomoca 11 torsyjnych
stopni swobody w poréwnaniu do 2 charakteryzujacych tancuch w peptydach [Laing i Schlick
2011]. Wzgledna stabilno$¢ estrow fosforanowych oraz ich chemiczna elastycznos¢ sa
uznawane za przyczyny, dla ktorych w toku ewolucji zostalty one wybrane do budowania
czasteczek odpowiedzialnych za przechowywanie i transfer informacji genetycznej [Emillson
i in. 2003].

Poza analiza transkryptomu, obejmujaca badanie sekwencji i pozioméw ekspresji RNA,
nowe narz¢dzia biologii molekularnej (takie jak technika SHAPE — ang. selective 2'-hydroxyl
acylation analyzed by primer extension czy FRET - ang. fluorescence resonance energy
transfer) i bioinformatyki pozwalaja na odkrywanie tzw. ,strukturomu RNA” [Wan i in.
2011]. Wsrod czynnikow ograniczajacych przewidywanie struktury RNA wymienia sig: i)
niekompletnos¢ regut termodynamicznych; ii) przyjmowanie przez niektore RNA struktur
drugorzedowych, czgsciowo zalezne od kinetyki zwijania; iii) wykorzystywanie przyblizen
przez algorytmy przewidywania struktur; iv) mozliwos¢ zwijania si¢ niektorych RNA w
wigcej niz jedna strukturg [Mathews 1 Turner 2006]. R6znorodne mozliwosci upakowania
RNA, elementy struktury drugorzedowej oraz 46 mozliwych konformacji nukleotydow
stanowi ogromne wyzwanie dla biologii obliczeniowej.

Przyjmowanie struktury drugorzedowej przez RNA jest opisane za pomoca ogolnie
akceptowanych regut termodynamicznych, ale relacja struktury drugorzedowej z catkowita
konformacja struktury trzeciorzedowej pozostaje nadal stabo zrozumiana [Bailor i in. 2010].
Wyzwanie dla biologii molekularnej stanowi projektowanie czasteczek in silico o

sprecyzowane] strukturze i funkcji. Wigkszo$¢ wspodlczesnych strategii angazuje metody
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selekcji in vitro i/lub in vivo. Jednym z interesujacych podej$¢ biologii kwaséw nukleinowych
jest tzw. tektonika RNA. Polega ona na projektowaniu modulowych jednostek RNA
(tektoRNA), ktére moga zosta¢ zaprogramowane do wzajemnego sktadania w nowe nano- |
mezoskopowe konstrukty o zadanym rozmiarze i ksztatcie [Horiya i in. 2003, Nasalean i in.
2006]. Strategia ta wywodzi si¢ od pogladu, ze czasteczki o zdefiniowanych ksztattach i
funkcjach mozna projektowaé¢ w oparciu o taczenie jednostek strukturalnych [Westhof i in.

1996].

3 3 5 5 3 5 5 35 3 5
| J k t
5 3
5 3, 5 5 3
% 5 3 g 5'
5 3 5 3 E ’ ¥
5 3 3 5 3 3 5 3 5

Rys. 3.1. Niektore elementy struktury drugorzedowej RNA. (a) odcinek jednoniciowy, (b) helisa, (c) struktura
typu spinka do wloséw, (d) jednoniciowe korice 3', () jednoniciowe korice 5', (f) niesymetryczne wybrzuszenie
obustronne, (g) wybrzuszenie jednostronne, (h) symetryczne wybrzuszenie obustronne, (i) kontakt petli z
wybrzuszeniem (ang. hairpin loop-bulge contact), (j) kontakt dwoch struktur typu spinka do wloséw (ang. kissing
hairpins), (k) pseudowezet (ang. pseudoknot), (1) polqczenie trzech helis (ang. three-way junction), (¢) polaczenie
czterech helis (ang. four-way junction).
3.1.1. Elementy struktury RNA

Ilos¢ potencjalnych konformacji nukleotydow zaangazowanych w tworzenie par zasad
w helisie jest zdeterminowana przez ograniczong liczbg¢ mozliwych wiagzan wodorowych oraz
oddziatywan warstwowych [Hermann i Patel 2000]. Nukleotydy w odcinkach jednoniciowych
I niesparowanych elementach struktury drugorzgdowej maja wigcej mozliwosci aranzacji w
przestrzeni. Ich konformacja zalezy od strukturalnego kontekstu oraz wzajemnego wptywu
reszt niesparowanych oraz par zasad w helisie [Hermann i Patel 2000].

Geometria elementéw jednoniciowych jest w duzej mierze zalezna od oddzialywan

warstwowych helis zamykajacych. Oddzialywania warstwowe wplywaja na stabilnos¢ RNA
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poprzez ograniczanie ekspozycji hydrofobowych powierzchni zasad do polarnego
rozpuszczalnika [Hermann i Patel 2000]. Niesparowane nukleotydy moga uczestniczy¢ w
oddziatywaniu warstwowym z helisa lub zosta¢ wypchnigte w kierunku roztworu. Zginanie
tancucha fosforanowo-cukrowego zwiazane z obecnoscia fragmentow niesparowanych, takich
jak wybrzuszenia, moze prowadzi¢ do zblizenia ujemnie natadowanych reszt fosforanowych.
W ten sposob powstaja miejsca wiazania jondw metali oraz rozpoznawania ligandow, a
niektore pary zasad budujace helise staja si¢ bardziej dostepne do oddziatywan [Herman i
Westhof 1998].

Charakter oddzialywan migdzy nukleotydami w RNA mozna tatwo obserwowac
dzigki nowej aplikacji EteRNA (http://eterna.cmu.edu) [Dunning 2012]. Program umozliwia
dopasowywanie sekwencji do wybranej struktury drugorzedowej. Mozna w ten sposob
obserwowa¢ globalne zmiany w strukturze czasteczki spowodowane lokalng zmiang nawet
pojedynczego nukleotydu.

Oddzialywania RNA-RNA zachodza poprzez tworzenie par zasad typu Watsona-Cricka
(AU, GC, GU Wooble) oraz specyficzne oddzialywania niekanoniczne, ktéore mozna
uporzadkowa¢ w 12 rodzin geometrycznych w zaleznosci od orientacji wiazania
glikozydowego (cis lub trans), oddziatujacych krawedzi zasad (ptaszczyzna typu Watson-
Crick, Hoogsteen lub ryboza, ang. sugar-edge), lokalnej orientacji nici (réwnolegta,
antyrownoleglta) oraz 10 typow interakcji zasady z reszta fosforanowa RNA (Tab. 3.1)
[Leontis i Westhof 2001, Leontis i in. 2002, Laing i Schlick 2011]. Wigkszo$¢ zasad w
petlach tworzy niekanoniczne wigzania wodorowe, co pozwala na utworzenie specyficznych
motywow (Rys. 3.2) [Leontis i in. 2006].

Motywy RNA to powtarzajace si¢ elementy strukturalne zawierajace wiele
migdzyczasteczkowych oddziatywan RNA-RNA (Rys. 3.2) [Leontis i in. 2006]. Catkowita
konformacja RNA jest zdefiniowana przez geometri¢ odcinkow A-helikalnych, potaczonych
przez elementy, z ktoérych 70% stanowia potaczenia dwoch helis [Bailor i in. 2010]. Jednymi
z czgsciej wystgpujacych motywow trzeciorzgdowych w RNA sa helisy oddzialujace
wspotosiowo (32%), motyw typu A-minor (37%), zamek rybozowy (20%), pseudowezet
(6%), petla-receptor (3%), oddziatywanie dwoch struktur typu spinka do wlosow (ang. kissing
hairpin) (1%) oraz petle D i T w tRNA (1%) [Xin i in. 2008]. 67% adenozyn w RNA znajduje
si¢ w regionach jednoniciowych zaangazowanych w oddziatywania trzeciorzgdowe. W kazde
oddziatywanie pgtla-receptor zaangazowany jest przynajmniej jeden motyw zamka

rybozowego, a wigkszo$¢ z nich (73%) posiada nukleozydy zwiazane z oddziatywaniem typu
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A-minor [Xin i in. 2008]. Wraz z r6znymi konformacjami tancucha fosforanowo-cukrowego
obrazuje to olbrzymi repertuar oddzialywan RNA.

Oddziatywania pomigdzy fragmentami RNA mozna podzieli¢ na kategorie w zaleznosci
od typu interakcji: i) tworzenie par zasad Watsona-Cricka (pseudowezel, potaczenie dwoch
petli); ii) oddziatywania z udziatem petli T (ang. T-loop), helisa-helisa, z udzialem motywu
drugorze¢dnych adenozyn (ang. A-minor) [Geary i in. 2008]. Na podstawie analizy motywow
w rybosomie stwierdzono, ze sposrdd nich oddziatywania typu A-minor wystepuja najczesciej
i dotycza ~66% filogenetycznie zachowawczych reszt adenozyny [Nissen i in. 2001].

Waznym elementem strukturalnym czasteczki RNA jest grupa 2'OH, ktéora moze
uczestniczy¢ w tworzeniu wigzania wodorowego zaréwno jako donor, jak i akceptor protonu
[Butcher i Pyle 2011]. Najpowszechniejszym typem interakcji 2'OH sa motywy tzw. zamkow
rybozowych (ang. ribose zipper). Umozliwiaja one zblizenie tancuchéw fosforanowo-
cukrowych, co stabilizuje sasiadujace elementy strukturalne [Butcher i1 Pyle 2011].
Odgrywaja one istotna rol¢ w centrum katalitycznym introndéw grupy I [Cate i in. 1996].

Postuluje sig, ze powtarzalne segmenty helikalne posiadajace charakterystyczna
konfiguracje tancucha fosforanowo-cukrowego stanowia odrgbne motywy (jak np. bakteryjna
sekwencja Shine-Dalgarno) [Leontis i in. 2006]. Z kolei rdzne elementy strukturalne RNA
moga prowadzi¢ do utworzenia topologicznie rownowaznych oddziatywan helis [Geary 1 in.
2011]. Zaleza one od szerszego strukturalnego kontekstu, w jakim si¢ znajduja. Poszukuje si¢
nowych motywow RNA wyrdzniajacych si¢ konfiguracja tancucha fosforanowo-cukrowego.

Elementy strukturalne RNA odgrywaja istotna role¢ w procesach alternatywnego
sktadania (np. Tau), wyciszania genéw przez niekodujace RNA (np. Xist), zakonczeniu
transkrypcji (kwadrupleksy w mitochondriach), inicjacji translacji (np. element IRES),
lokalizacji (Hacl, ATM1) i stabilno$ci transkryptow (np. BDNF) [Wan i in. 2011, Goodarzi i
in. 2012]. Zidentyfikowano 8 motywow strukturalnych typu spinka do wloséw, znajdujacych
si¢ przy koncu 5’ lub 3" mRNA odgrywajacych znaczaca role w regulacji jego stabilnosci
[Goodarzi i in. 2012].

18



OPRACOWANIE LITERATUROWE

Tab. 3.1. Oddzialywania niekanoniczne pomiedzy zasadami w RNA wg [Leontis i Westhof 2001].

Typ oddzialywania Nazewnictwo Symbol
GeA cis W.C./W.C.
CeC cis W.C./W.C. (wobble) -@-
Cis Watson-Crick/Watson-Crick | G+U cis W.C./W.C. (wobble)
U«C cis W.C./W.C.
UeU cis (wobble) W.C./W.C.
AeU trans W.C./W.C.
AcA trans W.C./W.C.
G+G trans W.C./W.C.
. G+C trans W.C./W.C.
Trans Watsocnr-icctl:lck/Watson- A<C trans W.C/W.C. O
G-U trans W.C./W.C.
UeC trans W.C./W.C.
CeC trans W.C./W.C.
U-U trans W.C./W.C.
G+G cis W.C. /Hoogsteen
. . U-A cis W.C. /Hoogsteen o
Cis Watson-Crick/Hoogsteen GeA cis W.C. /Hoogsteen
A++G cis W.C. /Hoogsteen
AeA trans W.C. /Hoogsteen
. GG trans W.C. /Hoogsteen o1
Trans Watson-Crick/Hoogsteen UeA trans W.C. /Hoogsteen
CeA trans W.C. /Hoogsteen
. . A+G cis W.C. /ryboza O—>
Cis Watson-Crick/ryboza A*U cis W.C. /ryboza
. A+G trans W.C. /ryboza o>
Trans Watson-Crick/ryboza C+G trans W.C. /ryboza
Cis Hoogsteen /Hoogsteen -
Trans Hoogsteen /Hoogsteen A-«A trans Hoogsteen/ Hoogsteen -}
Cis Hoogsteen /ryboza >
A°G trans Hoogsteen/ ryboza
Trans Hoogsteen /ryboza Ac*A trans Hoogsteen/ ryboza 0>
CeU trans Hoogsteen/ ryboza
Cis ryboza/ryboza ——
Trans ryboza/ryboza G+G trans Hoogsteen/ ryboza —D—
Rozwidlone pary zasad (5 ]
(posrednie migdzy dwoma
ukladami)
Para zasad z udzialem wody @
Pojedyncze wiazanie wodorowe -
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Rys. 3.2. Struktura drugorzedowa (po lewej) oraz trzeciorzedowa (PO prawej) motywow wystepujqcych
powszechnie w RNA. (4) Skrecony zwrot (ang. kink turn), (B) petla T, (C) petla C, (D) skret U, (E) petla 6-
nukleotydowa, (F) ostry skret (ang. hook turn), (G) ang. tandem sheared, (H) ang. sarcin-ricin, (I) ang. A-
minor, (J) petla E, (K) ang. G-ribo, (L) polqczenie trzech helis: rodzina A, (M) rodzina B, (N) rodzina C, (O)
receptor czteronukleotydowych petli/platforma AA/motyw A-minor[Masquida i in. 2010].
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3.1.2. Metody analizy struktury RNA

Ze wzgledu na trudnos$ci zwiazane z precyzyjnym okresleniem budowy duzych RNA
(powyzej 700 nukleotydow) istnieje duze zapotrzebowanie na nowe wysoko-rozdzielcze
metody przewidywania struktury oraz rozwiazania eksperymentalne (Tab. 3.2) [Popenda i in.
2012].

Przewidywanie struktury drugorzedowej RNA opiera si¢ o: i) minimalizacj¢ energii
swobodnej (ang. minimal free energy, MFE); ii) kinetyk¢ zwijania; iii) wykorzystanie
parametrow z puli znanych struktur drugorzgdowych [Mathews i Turner 2006]. Nowe
strategie optymalizacji przewidywania struktury drugorzedowej RNA wykorzystuja: 1)
statystyczna mechanike zwijania RNA; ii) algorytmy umozliwiajace przewidywanie
pseudoweztoéw; iii) poszukiwanie struktury drugorzedowej wspolnej dla grupy sekwencji
homologicznych (Tab. 3.3) [Mathews i Turner 2006].

Minimalizacja energii swobodnej stanowi najbardziej popularna metod¢ przewidywania
struktury drugorzegdowej RNA, ktora polega na analizie zalezno$ci sekwencji od stabilno$ci
termodynamicznej tworzonych kanonicznych par zasad [Mathews i Turner 2006]. Dla
sekwencji krotszych niz 700 nukleotydow pozwala ona na prawidtowe przewidzenie struktury
drugorzedowej w 70% [Wan i in. 2011]. Dla dluzszych sekwencji doktadnos$¢ spada do 20-
60%. Wada modelowania w oparciu o MFE jest ujednolicenie znaczenia poszczegdlnych
elementow strukturalnych dla procesu zwijania RNA, ktory zachodzi w sposdb kooperatywny
i zalezny od kontekstu strukturalnego. W celu udoktadnienia przewidywanych struktur RNA

tworzone sa algorytmy, umozliwiajace aplikacj¢ wynikow eksperymentalnych (Tab. 3.4).
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Tab. 3.2. Wzajemne relacje pomiedzy otwartymi zagadnieniami biologicznymi a podejsciami eksperymentalnymi
dotyczqcymi kwasow nukleinowych [Giége i in. 2011]. W biologii molekularnej mozna wyrozni¢ wiele zagadnien
dotyczqcych kwasow nukleinowych, ktore nadal nie zostaly precyzyjnie wyjasnione (A). Coraz szersze zaplecze
eksperymentalne pomaga w zrozumieniu zaleznosci strukturalno-funkcjonalnych RNA (B). SAXS - ang. small
angle X-ray scattering, SANS - ang. small angle neutron scattering, SHAPE - ang. selective 2'-hydroxyl
acylation analyzed by primer extension, NMR - ang. nuclear magnetic resonance.

A. Podstawowe zagadnienia biologiczne

Wiedza cze¢$ciowa:

Roéznorodnosé sekwencji i struktur
trzeciorzedowych

Reguty zwijania RNA

Hierarchiczny charakter budowy RNA

Otwarte kwestie:

Przetacznik stanow konformacyjnych
Dynamika

Polimorficzne i ,,patogeniczne” zmiany w
strukturze

Identyfikatory funkcji oraz znaczniki ewolucyjne

obecne w strukturze

Mechanizm przej$¢ allosterycznych
Nietrwate aspekty plastycznosci strukturalnej
Struktury w warunkach komoérkowych

B. Rozwigzania eksperymentalne

Przygotowanie RNA

Izolacja

Chromatografia

Narzedzia biotechnologiczne

Synteza chemiczna

Biochemia analityczna

Chromatografia

Elektroforeza

Spektrometria mas

Enzymologia

Metody biofizyczne analizy w roztworach
SAXS

SANS

NMR

Mikroskopia elektronowa

Temperatura topnienia
Sekwencjonowanie

Na poziomie RNA (wraz z modyfikacjami)
Na poziomie DNA

Metody chemiczne

Analiza struktury

Technologia SHAPE

Synteza RNA (wraz z modyfikacjami)
Chemiczne modyfikacje
Zaawansowana bioinformatyka
Analiza sekwencji

Zwijanie

Dynamika molekularna
Krystalografia

Modelowanie

Na podstawie danych z analiz w roztworach
Na podstawie analogii

Analiza pojedynczych czasteczek
Metody wysokoprzepustowe
Sekwencjonowanie

Krystalogeneza

Krystalografia
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Tab. 3.3 Charakterystyka programow umozliwiajacych przewidywanie struktury drugorzedowej
jednoniciowych RNA (ssRNA). CLLM - ang. conditional log-linear model, MFE — minimalna energia swobodna

(ang. minimal free energy).

Program Charakterystyka Referencje
AlteRNA Algorytm umozliwiajacy poszukiwanie alternatywnych struktur Saffarian 2012
drugorzedowych danej sekwencji
CentroidFold Uogolnione oszacowanie proponowanych struktur Sato i in. 2009
CentroidHomfold | Wykorzystuje informacje o sekwencjach homologicznych Hamada i in. 2009
CONTRAfold Warunkowe modelowanie CLLM (ang. conditional log-linear Do i in. 2006
model), elastyczna grupa uogodlnianych modeli probabilistycznych
Cylofold Lokowanie helis pozwalajace na tworzenie pseudowgziow Bindewald i in. 2010
Kinefold Kinetyka zwijania RNA z uwzglgdnieniem pseudowegzlow oraz Xayaphoummine | in.
implementacji rozdzialu funkcji weztow 2005
Mfold Algorytm obliczania MFE RNA Zuker i Stiegler 1981
Pknots Dynamiczny algorytm dla optymalnego przewidywania Rivas i Eddy 1999
pseudoweztow z wykorzystaniem modelu energii najblizszego
sasiedztwa
PknotsRG Dynamiczny algorytm dla przewidywania ograniczonej grupy Reeder i in. 2007
pseudoweztow
RNAfold Algorytm obliczania MFE RNA; zawiera implementacje rozdziatu | Hofacker 2004
funkcji dla obliczen prawdopodobienstwa parowania zasad oraz
mozliwos$¢ zwijania kolistych czasteczek RNA
RNAshapes Algorytm obliczania MFE RNA na bazie oddzielonych ksztattow Steffen i in. 2006
RNAstructure Algorytm obliczania MFE oraz prawdopodobienstwa parowania Reuter i Mathews 2010
zasad RNA oraz DNA,; przewidywanie struktur mozna uzupetnic o
dodatkowe informacje eksperymentalne
Sfold Statystyczne losowanie wszystkich mozliwych struktur Ding i in. 2004
UNAFold Potaczony system programoéw symulujacych zwijanie, Markham i Zuker 2008
hybrydyzacje oraz krzywe topnienia dla jednej lub dwdch
sekwencji kwasow nukleinowych
RNAmetaserver Zapewnia jednoczesny dostep do 20 programow przewidywania Puton i in.; w druku
struktur drugorzgdowych SSRNA oraz 10 programéw dziatajacych
na zasadzie metod poréwnawczych
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Tab. 3.4. Metody chemiczne oraz enzymatyczne okreslania struktury RNA. DMS - siarczek dimetylu, DEPC - eter
dietylowy kwasu piroweglowego, CMCT - 1-cyclohexyl-(2-morpholinoethyl)carbodiimide metho-p-toluene
sulfonate, NAIM - ang. nucleotide analog interference mapping, CFQ - ang. charge flow and quenching.

Metoda Charakterystyka Referencja
V1 Hydroliza wiazania fosfodiestrowego po dowolnych nukleotydach
zaangazowanych w oddzialywania drugorzgdowe lub warstwowe,
pozostawiajac wolng grupe 3'OH
T1 Hydroliza wiazania fosfodiestrowego po resztach guanozyny,
pozostawiajac fosforan przy koncu 3’
T2 Hydroliza wiazania fosfodiestrowego po resztach adenozyny
A>C, U, G), pozostawiajac fosforan przy koncu 3’
U2 ;Iydroliza vjiaiania fosfojdiestrowegoI;)O};esztach adenozyny, Eh resmann
Rybonukleazy o iin. 1987
pozostawiajac fosforan przy koncu 3’
CL3 Hydroliza wiazania fosfodiestrowego po resztach cytozyny,
pozostawiajac fosforan przy koncu 3’
PhyM Hydroliza wiazania fosfodiestrowego po resztach adenozyny i
urydyny, pozostawiajac fosforan przy koncu 3’
S1 Hydroliza wigzania fosfodiestrowego po dowolnych nukleotydach
Fasola Mung w odcinkach jednoniciowych, pozostawiajac wolna grupe 3'OH
Neurospora crassa
H Hydroliza wiazania fosfodiestrowego RNA w dwuniciowych Dutkiewicz
fragmentach RNA-DNA i in. 2008
DMS Metylacja reszt guaniny w pozycji N7, adeniny w N1 oraz
cytozyny w N3, jezeli nie sq zaangazowane w tworzenie wiazan
Reagenty wodorowych lub oddziatywanie z biatkami
specyficzne DEPC Karboksymetylacja reszt purynowych w regionach Ehresmann
wobec zasad jednoniciowych iin. 1987
Ketoksal Modyfikacja guaniny (N1, N2) w regionach jednoniciowych
CMCT Modyfikacja urydyny (N3) i guaniny (N1, w mniejszym stopniu)
w regionach jednoniciowych
Jony otowiu Selektywne wiazanie z fragmentami jednoniciowymi RNA i Chevalier i
Analiza nastepcza hydroliza sasiadujacych wiazan fosfodiestrowych in. 2009
dostepnosci Wolne rodniki *OH | Generowanie wolnych rodnikow, ktore oddziatuja z rdzeniem Ding i in.
czgsteczki fosforanowo-cukrowym (z ryboza), prowadzac do jego pekania, 2012
poprzez odciagniecie protonu od atomu rybozy C4', C5’ lub obu;
pokazuje dostgpno$é rdzenia fosforanowo-cukrowego
SHAPE Selektywna acylacja grup 2'OH analizowana technika wydtizania | McGinnis i
startera; reaktywnos¢ spada, gdy ruchliwo$¢ nukleotydéw in. 2012,
ograniczona jest przez sparowanie komplementarnych zasad Merino i in.
2005
Inne Analiza ,,In-line” Wykorzystuje naturalng niestabilno$¢ RNA w wysokim pH, Regulski i
analizujac zdolno$¢ nukleotydéw do spontanicznej wewngtrznej Breaker
transestryfikacji 2008
Mikromacierze Wykorzystanie specyficznych sond, komplementarnych ,.krok po Fratczak i
izoenergetyczne kroku” do sekwencji RNA; wyznacznikami sa $rodKki in. 2011
komplementarnych fragmentow RNA silnie wiazacych sondy
NAIM Mapowanie za pomoca interferencji analogami nukleotydow, Cochrane i
wprowadzanymi do czasteczki RNA w trakcie transkrypcji in Strobel
vitro 2004
CFQ Wprowadzenie tadunku elektrycznego do czasteczki i Leung i Sen
monitorowanie jego przeptywu; daje informacje o oddziatywaniu 2010
helis, dynamice okreslonych zasad, zwijaniu i nietypowych
wiasciwosciach nukleotydow
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Tab. 3.5. Charakterystyka programéw umozliwiajqcych —przewidywanie — struktury trzeciorzedowej
jednoniciowych RNA (ssRNA).

Program Charakterystyka Referencje
BARNACLE | Modelowanie struktury trzeciorzgdowej na podstawie podanej Frellsen iin. 2009
struktury drugorzedowej
FARNA Automatyczna metoda przewidywania natywnych struktur Das i Baker 2007
trzeciorzedowych RNA de novo
iFoldRNA Przewidywanie struktury trzeciorzedowej i zwijania RNA Sharma i in. 2006
MC-Fold Funkcjonuje na bazie termodynamiki oraz cyklicznych motywow Parisien i Major
MC-Sym nukleotydow; struktury 2D i 3D 2008
NAST Przyblizone modelowanie duzych czasteczek RNA z niska Jonikas i in. 2009
doktadnos$cia
ModeRNA Metoda porownawcza na bazie zdefiniowanej przez uzytkownika Rother i in. 2011
sekwencji
RNAComposer | Funkcjonuje na zasadzie thumaczenia informacji zawartej w bazie Popenda i in. 2012
danych fragmentéw 2D RNA FRABASE na struktury 3D
SETTER Algorytm do poréwnywania struktur trzeciorzgdowych na podstawie | Cech i in. 2012
podane;j struktury drugorzedowej z wykorzystaniem podziatu
czasteczki na elementy strukturalne

Do badania struktur drugorzedowych i/lub trzeciorzgdowych RNA w komorkach
wykorzystuje si¢ siarczek dimetylu (DMS), jony otowiu, wolne rodniki [Zemora i Waldsich
2010]. DMS jest najczesciej stosowany do analiz strukturalnych RNA in vivo od bakterii po
eukarionty. Szybko przenika do komorki i nie powoduje jej permeabilizacji [Liebeg i
Waldsich 2009]. W komoérce DMS metyluje reszty guaniny w pozycji N7, adeniny w N1 oraz
cytozyny w N3, jezeli nie sa zaangazowane w tworzenie wigzan wodorowych lub
oddzialywanie z biatkami. Octan otowiu jest wykorzystywany migdzy innymi do okres$lania
struktury RNA w bakteriach, poniewaz tatwo przenika do komorek i powoduje specyficzna
hydrolizg¢ RNA w pozycjach silnego wiazania jonoéw metali [Lindell i in. 2005]. Miejsca te
wizualizowano technika wydtuzania startera (ang. primer extention).

W odrdznieniu od ogromnej liczby rozwiazanych struktur trzeciorzgdowych bialek, ilos¢
struktur RNA w bazie danych PDB jest niewielka. Stanowi to duze ograniczenie na drodze
do zrozumienia aspektow strukturalno-funkcjonalnych kwaséw nukleinowych. Tworzone sa
nowe narzedzia przewidywania struktury trzeciorzgdowej RNA (Tab. 3.5). Jednym z nich jest
RNAComposer (Rys. 3.3) [Popenda i in. 2012]. Pozwala on na automatyczne przewidywanie
struktury trzeciorzgdowej RNA na podstawie zdefiniowanej przez uzytkownika struktury
drugorzedowej. Aplikacja funkcjonuje w oparciu 0 baze danych RNA FRABASE, ktora
dostarcza informacji na temat struktury trzeciorzgdowej fragmentéw o zdefiniowanej

strukturze drugorzedowej [Popenda i in. 2010]. RNAComposer wykazuje wyzszo$¢ nad
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innymi metodami przewidywania budowy trzeciorzgdowej we wszystkich aspektach jakosci

stereochemicznej oraz doktadno$ci uzyskanych struktur.

A A Translacja
U G RNA FRABESE
| ]

struktura trzeciorzedowa

B Woprowadzone dane
GCUCCUAGAAAGGCGGAAACGCGUGGAGC
S I ((€....)))..))))

Maszyna translacji struktury RNA

Fragmentacja A/G’A“\A
struktury . J o &
drugorzedowej c): ¢ L %%,

) /é\c :
5 {JA},% Uy /Q{'AGA Petla 2

RNA FRABASE

Stownik elementéw
strukturalnych

SV, Helisa2 7 / /
~ Helisa 1 Petla 2

Naktozone elementy Wstepna struktura 3D

Udoskonalenie struktury 3D

Ostateczna
struktura 3D

Rys. 3.3. Metodologia programu RNAComposer. (4) Schemat dziatania bazy danych FRABASE, (B) Etapy
modelowania struktury trzeciorzedowej RNA w programie RNAComposer [Popenda i in. 2012].
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3.1.3. Zwijanie RNA

RNA w odréznieniu od bialek nie posiadaja silnie hydrofobowych centréw utatwiajacych
zwijanie. Helisy sa polaczone ze soba niewielka liczba motywoéw oddziatujacych
trzeciorzedowo, w ktérych zakodowana jest struktura natywna [Leontis 1 in. 2006]. Orientacja
I topologia (rozwinigcie, wydtuzenie i usztywnienie) fragmentow helikalnych RNA sg istotne
dla pelienia przez czasteczke funkcji biologicznych [Montange i Batey 2008].

Zwijanie RNA (faldowanie RNA, ang. RNA folding) kierowane jest przez
maksymalizacje oddziatywan warstwowych zasad, ktore =zapewniaja odseparowanie
wigkszosci pierscieni hydrofobowych od roztworu oraz stabilizacj¢ elektrostatyczna fancucha
fosforanowo-cukrowego [Butcher i Pyle 2011]. Efektem zwijania RNA w roztworze jest pula
czasteczek przyjmujacych wiele mozliwych stanow konformacyjnych. Znajduja si¢ one w
stanie rOwnowagi dynamicznej, a ich ilo§ciowa nadreprezentacja zalezy od tego, ktory z nich
jest najbardziej zblizony do stanu natywnego.

Sekwencja nukleotydow nie dostarcza wystarczajacych informacji dla metod
obliczeniowych do precyzyjnego okreslenia unikalnego zestawu struktur drugorzedowych i
trzeciorzegdowych, ktére moze przyja¢c RNA w trakcie zwijania. Wtasciwosci RNA zaleza od
jego konformacji, ktéra ma charakter dynamiczny [Scott 2010]. Kazdy czynnik, ktory wptywa
na proces przyjmowania przez RNA natywnej struktury, determinuje wlasciwosci RNA w
kontek$cie czasu i przestrzeni. Proces zwijania RNA zostal do$¢ wnikliwie przebadany in
vitro, ale nadal trudno jest scharakteryzowac¢ go w warunkach in vivo [Zemora i Waldsich
2010]. Warunki jonowe zwijania RNA in vitro czg¢sto znacznie odbiegaja od komérkowych
(np. 500 mM jony monowalentne, 100 mM Mg?, 42°C dla intronéw grupy II) [Zemora i
Waldsich 2010].

Oddziatywania molekularne, ktoére stabilizuja struktur¢ RNA sa stale w warunkach
fizjologicznych i nawiazuja si¢ spontanicznie bardzo szybko [Woodson 2010A]. Zwijanie
RNA zwiazane jest z wystgpowaniem probleméw takich jak ograniczona zlozonosc
chemiczna polinukleotydow, wigksza stabilno$¢ struktur drugorzedowych wzgledem
trzeciorzgdowych oraz ujemny tadunek elektrostatyczny rdzenia fosforanowo-cukrowego
[Chen 2008]. W komorce proces ten zalezy od transkrypcji, translacji, udziatu biatek oraz
innych makroczasteczek, metabolitow, jonow itd.

Interakcje segmentéw helikalnych i niehelikalnych prowadza do organizacji RNA w
struktury trzeciorzgdowe. Jednak badania pokazuja, ze schemat ten jest zbyt uproszczony, aby
opisa¢ ztozony i specyficzny charakter mechanizmu zwijania [Woodson 2010A]. Wiele
sekwencji RNA moze tworzy¢ wigcej niz jedna stabilna strukture wyzszego rzedu, co jest
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zwiazane z chemicznym podobienstwem czterech podstawowych zasad azotowych. Zanim
czasteczka przyjmie natywna strukturg trzeciorzegdowa, konieczne jest wyselekcjonowanie
poprawnego uktadu drugorzedowego sposrod wielu energetycznie do siebie podobnych
[Woodson 2010A]. Badania pokazuja, ze tworzenie helis zalezy od oddziatywan
trzeciorzegdowych w trakcie zwijania si¢ RNA w stanach przejSciowych i moze wplywaé na
doktadnos¢ ich formowania [Woodson 2010B].

Czes¢ trzeciorzedowych elementow RNA jest zaleznych od kontekstu strukturalnego i w
niektérych przypadkach zasady przyjmuja wlasciwa konfiguracj¢ tylko w obecnosci
oddziatujacego motywu [Lescoute i Westhof 2006]. Proces przyjmowania natywnej
konformacji moze odbywac si¢ poprzez lokalna reorganizacj¢ parowania zasad oraz
oddziatywan warstwowych lub nawet wigksze zmiany w obrebie struktury drugorz¢dowe;j

[Woodson 2010A].

Rys. 3.4. Krajobraz energii swobodnej dla czaqsteczki RNA podczas procesu zwijania. (4) Czgsteczka po
transkrypcji. (B) Konformacja natywna. Strzatki obrazujq rézne mozliwosci, jakimi moze przebiegac¢ proces
zwijania RNA. Ksztalt krajobrazu zalezy od wzglednych wartosci energii specyficznych konformacji oraz
kinetycznych barier miedzy nimi, obrazowanymi w postaci wzniesien i zaglebien.

Proces zwijania RNA prowadzi poprzez wiele roznych konformacji, a liczba mozliwych
struktur zmniejsza si¢ w miarg, jak tancuch RNA oddziatuje z elementami wlasnej czasteczki.

Prawdopodobienstwo przyjecia specyficznej konformacji jest opisywane jako tzw. ,,krajobraz

energii swobodnej”, ktory zalezy od wzglednych warto$ci energii specyficznych konformacji
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oraz kinetycznych barier migdzy nimi (Rys. 3.4) [Woodson 2010A]. Czg$¢ populacji
czasteczek RNA szybko przyjmuje struktur¢ natywna, podczas gdy wiele innych pozostaje
uwiezionych w alternatywnej nieaktywnej konformacji. Indywidualne niezwiniete RNA moga
przyja¢ rézne struktury poczatkowe i podaza¢ dalej odmiennymi $ciezkami w kierunku
uzyskania struktury natywnej, dajac subpopulacje czasteczek zwijajacych si¢ szybciej lub
wolniej [Thirumalai i Woodson 1996]. Niektére z nich moga wymaga¢ minut lub nawet
godzin, aby przearanzowac strukture i przyja¢ konformacje natywna [Woodson 2010B].

Specyficzna konformacja rdzenia fosforanowo-cukrowego RNA oraz jego interakcje sa
istotne dla wilasnosci katalitycznych RNA, wiazania czasteczek oraz oddzialywania z
biatkami [Richardson i in. 2008]. Konformacja nukleotydu w obrgbie RNA lub DNA jest
zdefiniowana przez sze$¢ katow torsyjnych rdzenia fosforanowo-cukrowego a, B, v, 9, € oraz
¢, glikozydowy kat torsyjny ¥, orientacj¢ pseudorotacji cukru furanozowego P (0-360°) oraz
amplitude @ [Julien i in. 2008]. Pseudorotacja furanozy ogranicza si¢ do dwoch konfromerow
C3’-endo (0-36°, A-helisa) oraz C2'-endo (144-180°, B-helisa) [Julien i in. 2008]. Regiony
nichelikalne moga zawiera¢ nukleotydy w jednej z tych dwoch konformacji lub wykazywaé
stan rownowagi pomig¢dzy tymi dwoma stanami. Lacznie zidentyfikowano 46 odrgbnych
konformeréw opisujacych rozktad katow torsyjnych i geometri¢ jednostki fosforanowo-
cukrowej [Richardson i in. 2008]. Ponad 75% przecigtnego dwuniciowego RNA jest
opisanych za pomoca jednego z nich. Zmiana choc¢by jednego kata torsyjnego prowadzi do
lokalnych zmian, dajac czasteczki rdzniace si¢ wlasciwosciami [Richardson 1 in. 2008].

Wigkszos¢ nukleotydéw w czasteczce RNA wystgpuje w konformacji C3'-endo. Chociaz
C2'-endo wystepuje rzadziej, czgsto pojawia si¢ w miejscach katalitycznych [Richardson i in.
2008, Julien i in. 2008]. W niektorych przypadkach konformacja C2'-endo rybozy
okreslonego nukleotydu powodowala powolne zwijanie czasteczki [Mortimer i Weeks 2009].
Sugeruje si¢, ze nukleotydy C2'-endo moga funkcjonowaé jako molekularne zegary
determinujace tempo przemian w procesach zwijania RNA oraz reakcjach rozpoznawania
ligandow [Mortimer 1 Weeks 2009]. Do RNA, ktére wykazuja powolne tempo zwijania
naleza czasteczki réznych rozmiardw od malych ryboprzetacznikéw i katalitycznych RNA,
poprzez $redniej wielkosci samowycinajace si¢ introny az do duzych rybosomalnych RNA
[Mortimer i Weeks 2009].

Wykazano, ze tRNA w zaleznosci od st¢zenia jonoéw metali moze zwija¢ si¢ w dwie
alternatywne struktury: nieaktywnej typu spinka do wloséw lub aktywnej typu liscia
koniczyny [Madore i in. 1999, Shelton i in. 2001]. Komérka potencjalnie moze regulowac
konformacje RNA, a przez to ich aktywno$¢ na zasadzie zaleznej od gradientu jonoéw
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magnezu lub ich uwalniania/wiazania. = Rezultatem roéznorodnosci  warunkoéw
wewnatrzkomoérkowych sa olbrzymie mozliwosci wplywania na struktur¢ czasteczki.
Zjawisko to daje przewage adaptacyjna wielu funkcjonalnym RNA [Marek 1 in. 2011].
Zaburzenia regulacji tego procesu stanowia potencjalne zagrozenie dla komorki.

Heterogenno$¢ procesu zwijania scharakteryzowano mig¢dzy innymi dla introndéw grupy I
Tetrahymena [Solomatin i in. 2010]. Subpopulacje tego rybozymu wykazywaly szerokie
zroznicowanie (>800-krotne) statej rownowagi przylaczania substratu z jednoczesnym
zachowaniem aktywnoS$ci katalitycznej. 94% czasteczek posiadato ta sama stala szybkosci
katalizy. Podobna sytuacj¢ opisano dla rybozymu HDV, hairpin, czy aptameru AN58
[Solomatin i in. 2010]. Wykazano, ze rybozym HDV moze zwina¢ si¢ w alternatywna
strukturg, ktéra ma aktywnos$¢ ligazy LIG1 [Schultes i Bartel 2000]. Taka réznorodnos¢
konformacyjna niesie za soba korzysci dla czasteczki RNA w postaci mozliwosci adaptacji do
niekorzystnych warunkéw (np. obecnosci inhibitora) [Solomatin i in. 2010]. W przypadku
niektorych wydluzonych wariantow rybozymow hammerhead, ktére wykazywaty niska
aktywno$¢ in vitro obserwowano tworzenie alternatywnych struktur kompleksow
rybozym:substrat wolniej migrujacych w zelu poliakrylamidowycm [Roychowdhury-Saha i
in. 2011]. Etap alternatywnego zwijania si¢ czasteczek moze by¢ czynnikiem limitujacym
szybkos¢ reakcji [Buskiewicz i Burke, 2012].

Duze nadzieje budzi metoda analizy lokalnych cech dynamiki strukturalnej
makroczasteczek SDSL (ang. site-directed spin labeling), ktora polega na monitorowaniu
kowalentnie przylaczonego stabilnego chemicznie rodnika NO z uzyciem spekroskopii EPR
(ang. elektron paramagnetic resonance) [Nguyen i Qin 2011]. Pozwala ona na badanie
dynamiki zdefiniowanych standéw strukturalnych oraz przej$¢ konformacyjnych RNA. Metoda
ta zostala wykorzystana do badania zmian konformacyjnych wydluZzonego rybozymu
hammerhead pod wplywem jonéw Mg®* [Kim i in. 2010]. Wykazano, ze wzrost stezenia
magnezu jest skorelowany ze zmniejszeniem dynamiki konformacyjnej. Wplyw jonow na
rybozym rézni sie¢ w aspekcie dynamiki konformacyjnej, katalizy oraz ich roli strukturalnej.
Technik¢ SDSL wykorzystano réwniez do analizy interakcji zachodzacych pomigdzy
czteronukleotydowa petla (ang. tertraloop, TL) i jej receptorem (ang. tertraloop receptor,
TLR) [Kim i in. 2005]. Wykazano, ze w roztworze zarobwno Mg?* jak i TL sa niezbedne do
stabilizacji konformacji zwiazanego receptora. Sugeruje to energetyczne sprzezenie pomiedzy
zmianami konformacyjnymi receptora, koordynacja specyficznych jondw magnezu oraz

wigzaniem TL [Nguyen i Qin 2011].
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Wprowadzenie substytucji zmieniajacych oddzialywania trzeciorzgdowe w intronach
grupy I wykazato, ze wigkszo$¢ tych interakcji ma maty wpltyw na stabilno$¢ struktury
natywnej [Behrouzi i1 in. 2012]. Tworzenie rdzenia Kkatalitycznego oraz motywow
strukturalnych w produktach posrednich zwijania bliskich strukturze natywnej ma charakter
kooperatywny i zalezy od orientacji natywnych helis. Pojawienie si¢ sieci wzajemnych
oddzialywah na wczesnym etapie zwijania przeciwdziala przyjmowaniu alternatywnych,
nieaktywnych struktur, prowadzac do przyjecia stanu natywnego [Behrouzi i in. 2012].

Wysoce kooperatywny i specyficzny proces zwijania RNA jest rezultatem selekcji
naturalnej i nie wynika jedynie z wiasnosci helis [Behrouzi i in. 2012]. Syntetyczne
sekwencje RNA o tej samej dtugosci i sktadzie zasad nie posiadaja specyficznosci zwijania,
takiej jak czasteczki, bedace wynikiem dziatania ewolucji [Schultes i in. 2005]. Z tego
wzgledu przewidywanie i projektowanie RNA powinno wzia¢ pod uwage energetyczna
kooperatywnos¢ zwijania RNA [Behrouzi i in. 2012]. Projektowane czasteczki, posiadajace
elementy strukturalne roznych RNA moga zatem wykazywaé inne cechy, niz fragmenty te w
natywnych strukturach pochodzenia naturalnego. Podejscie to stanowi alternatywe, dla
strategii opartej o tzw. tektonik¢ RNA [Westhof'i in. 1996].

3.1.4. Oddzialywania dalekiego zasi¢gu i allosteria RNA

Wiele biatek wykazuje zmiany powinowactwa chemicznego do czasteczek (efekt
allosteryczny) poprzez mozliwos¢ przyjmowania dwédch lub wigcej nieznacznie rézniacych
si¢ struktur natywnych, ktoérych wzgledna stabilno$¢ 1 wystgpowanie zaleza od obecnosci
ligandow, substratow lub efektoréw [Schurr i in. 1998]. Dotyczy to zwlaszcza biatek
zbudowanych z wielu podjednostek lub domen, oddzialujacych kooperatywnie. Wszystkie te
cechy posiadaja tez czasteczki RNA.

Efekty dalekiego zasiggu w kwasach nukleinowych wynikaja z korelacji struktury oraz
zwiazanych z nig wtasciwosci [Schurr i in. 1998]. Juz w latach 70-tych XX wieku wykazano,
ze denaturacja regionu DNA zalezy od sekwencji oddalonych o 35 lub wigcej par zasad oraz
przytaczania dodatkowych czynnikow do DNA [Burd i in. 1975, Wells i in. 1977]. Zjawisko
to nazwano telestabilnos$cia.

Kazda czasteczka, ktora zmienia swoja konformacje w wyniku oddziatlywania z inna
czasteczka moze by¢ okreSlona mianem chemicznego przetacznika [Silverman 2003].
Ryboprzetaczniki to RNA, ktore reguluja ekspresje gendw poprzez zmiany konformacyjne

zwiazane z przylaczeniem ligandu [Mironov i1 in. 2009]. Rybozymy allosteryczne to
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katalityczne RNA, ktorych aktywnos¢ zostata zmodyfikowana i jest kontrolowana poprzez
oddzialywanie z malymi czasteczkami organicznymi, biatkami czy oligonukleotydami
(Rys. 3.5) [Silverman 2003]. Moga one by¢ projektowane na bazie takich czasteczek jak
rybozymy hammerhead, HDV, hairpin, introny grupy | Tetrahymena. Indukowany teofiling
rybozym hammerhead zastosowano do kontroli ekspresji genu reporterowego [Auslander i in.
2010]. Wsrdd innych czasteczek efektorowych stosowano ATP, FMN, cykliczne
monofosforany nukleotydow, doksycykling, 3-metyloksantyng, pefloksacyne i1 rézne jony
metali [Silverman 2003].

biatko

substrat efektorowe substrat

aptamer

tacznik

Zmiana aktywnosci rybozymu

biatko '”b.'

efektorowe
{/su/bstrat ‘

substrat

substrat =~
inhibitor

substrat

substrat

atenuator

Rys. 3.5. Przyklady allosterycznych efektow modyfikowanych rybozyméw typu hammerhead.(A) Aptamer
przytacza biatko efektorowe, co powoduje zmiane aktywnosci rybozymu, (B) W obecnosci biatka efektorowego
dochodzi do zmian w strukturze rybozymu, co umozliwia przylqczenie i nastepnie transestryfikacje substratu (C)
Hybrydyzacja oligonukleotydu inhibitora powoduje odlqczenie elementu regulatorowego hybrydyzujqcego do
centrum katalitycznego rybozymu, (D) Przylqczenie atenuatora, komplementarnego do nici rybozymu i substratu
zwigksza aktywnosé katalityczng. Na podstawie [Silverman 2003].
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RNA moze funkcjonowac jako aptamer, czyli czasteczka mogaca specyficznie wiazac
ligand. Zwiazanie czasteczki docelowej powoduje stabilizacje struktury aptameru poprzez
zmiany strukturalne [Soukup 2004]. Naturalne aptamery wystepuja w regionach 5'UTR
prokariotycznych mRNA, gdzie reguluja ekspresj¢ poprzez zmiany konformacji indukowane
zwiazaniem liganda [Soukup 2004]. Rybozym moze by¢ potaczony z aptamerem tworzac tzw.
aptazym, co daje mozliwo$¢ kontrolowania jego aktywnos$ci. Oba elementy zjednoczone sa
przez tzw. tacznik. Nie jest jasne w jaki sposob element ten determinuje drogi alternatywnego
zwijania czasteczki RNA [Laing 1 Schlick 2011]. Dziatanie aptazymu opiera si¢ o modularny
charakter RNA, co oznacza, ze element aptameru, tacznik i rybozym funkcjonuja niezaleznie
od siebie. Jednak badania pokazaty, ze w praktyce elementy te wzajemnie wplywaja na
wlasng aktywno$¢ [Silverman 2003].

Modutowe taczenie trzech elementow RNA posiadajacych sprecyzowane funkcje:
odebrania sygnatu, przekazywania informacji oraz odpowiedzi na bodziec pozwala na
zbudowanie platformy regulatorowej [Liang i Smolke 2012]. Zwiazanie liganda w regionie
odczytu jest przekazywane w postaci zmian strukturalnych przez helikalny tacznik do
aktywatora oddziatujacego z maszyneria transkrypcyjna komorki. Aktywnos¢ elementu
efektora zalezy od przyjecia przez niego dwoch alternatywnych konformacji [Liang i Smolke
2012]. Umozliwia to zmiany poziomu ekspresji genu. Najwazniejszym elementem tej strategii
jest przeniesienie informacji strukturalnej przez fragment helikalny (Rys. 3.6). W tym
przypadku zwigzanie liganda prowadzi do obnizenia energii swobodnej, promujac wybrana
konformacj¢. Na podobnej zasadzie projektowane sa nowe warianty rybozymow, posiadajace
dodatkowe elementy strukturalne przy koncach 5, 3’ lub obu, w ktorych za element
przekazujacy informacje mozna uzna¢ jedno lub oba ramiona oddzialujace z substratem
[Fedoruk-Wyszomirska i in. 2009B, Val i in. 2011]. Funkcjonowanie takiego uktadu jest
$cisle zalezne od komorkowego kontekstu.

Woprowadzenie odcinka o dtugosci 16 par zasad do fragmentu DNA o dlugosci ponad
tysiaca par zasad powoduje zmiany strukturalne w regionach oddalonych nawet o 330-550 par
zasad, tzw. efekt dalekiego zasiggu [Kim 1 in. 1993]. Miejsca oddzialywan trzeciorzegdowych
sa czesto oddalone w natywnej strukturze o 25-35 A od centrum czasteczki, ale efekty
lokalnych zmian strukturalnych moga by¢ przenoszone na duze odlegtosci poprzez sztywnos¢
helis [Behrouzi i in. 2012]. Moze to wyjasnia¢, dlaczego mata ilo$¢ fragmentow
dwuniciowych jest wystarczajaca do kierowania zwijaniem czasteczki i precyzuje jej
strukture trzeciorzedowa. Swiadczy to réwniez o duzym znaczeniu sktadu i dlugosci
fragmentow helikalnych.

33



OPRACOWANIE LITERATUROWE
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Rys. 3.6. Efekty dalekiego zasiegu w czqsteczkach RNA. Przylqczenie dodatkowych elementow strukturalnych
(kolor czerwony) Ilub zmiana struktury trzeciorzedowej prowadzi do przeniesienia informacji strukturalnej
poprzez helikalny element Zqczqcy (kolor szary). Uzyskany rezultat moze powodowaé zmiany allostaryczne W
odleglym miejscu, co przypomina przenoszenie energii w tzw. perpetuum mobile.

Wiazanie fragmentow kwaséw nukleinowych na zasadzie komplementarnos$ci lezy u
podstaw wielu proceséw biologicznych np. translacji, dimeryzacji RNA wirusow,
interferencji RNA, aktywnosci katalitycznych RNA [Serikov i in. 2011]. Zaproponowano
mechanizm tzw. inwazji oligonukleotydu (ON) (ang. oligonucleotide invasion) do natywnej
struktury RNA. Pokazuje on w jaki sposob moze doj$¢ do indukcji zmian strukturalnych RNA
I zwigkszenia jej dostgpnosci poprzez wymuszenie przej$cia z formy dwuniciowej do
jednoniciowej [Serikov i in. 2011]. Drozdzowy tRNA™ inkubowano z oligonukleotydem
komplementarnym do jego konca 3’, a ich oddziatywania monitorowano z wykorzystaniem
fluoroforu i ,,wygaszacza” (ang. quencher). Pierwszym etapem bylo utworzenie nietrwatych
komplekséw pomigdzy nukleotydami tRNA i ON, w ktérym uczestnicza poczatkowo dwie
czasteczki oligonukleotydu. Jedna z nich oddziatuje z petla T, co prowadzi do rozplecenia
ramienia akceptorowego tRNA, stanowiacego miejsce wigzania drugiego oligonukleotydu.
Pierwszy ON oddysocjowuje od petli T. Te kooperatywne przejécia zwiazane sa z efektem
strukturalnym oraz wewnetrzng destabilizacja, wywieranymi kazdorazowo poprzez czgsciowe
zwiazanie lub dysocjacje kazdego z ON. Do inicjacji procesu inwazji oligonukleotydow

wystarczy tworzenie jedynie kilku par zasad lub wiazan wodorowych. W podobny sposob
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mozna doprowadzi¢ do inwazji oligonukleotydu w ksztalcie litery Z (tzw. ssZorro) do
dupleksu DNA [Zaghloul i in. 2010]. Taki ON posiada dwa fragmenty komplementarne do
DNA oraz element taczacy.

Proces zwijania RNA (in cis) ma charakter kooperatywny, ale podobne oddziatywania
moga zachodzi¢ réwniez migdzy dwoma czasteczkami in trans. Znane sa efektywne i
specyficzne mechanizmy rozpoznawania czasteczeck RNA w oparciu o strukture
trzeciorzedowa (np. rozpoznanie tRNA przez RNaze¢ P) [Harris 1 Christian 2003].
Oddziatywanie elementow strukturalnych RNA wymaga ich rearanzacji, ktora w przypadku
elementow typu spinka do wilosow jest zalezna od wielkosci i sktadu nukleotydowego
zaréwno petli, jak 1 helisy [Scott 1 in. 2009].

W komorce wystepuje olbrzymia puli fragmentéw czasteczek RNA [Tuck i Tollervey
2011]. W éwietle tych doniesien regulacja aktywnosci rybozymu poprzez oddziatywanie z
oligonukleotydem (inhibitorem, atenuatorem, [Silverman 2003]) oraz mechanizm inwazji
oligonukleotydu [Serikov i in. 2011] ukazuje mozliwosci zlozonych mechanizmow
wplywajacych na aktywno$¢ i struktur¢ RNA in vivo.

Rozpoznawanie tRNA przez syntetaz¢ aminoacylo-tRNA jest zalezne od nawet
najmniejszych zmian w sekwencji antykodonu tRNA [Stello i in. 1999]. Przylaczenie
aminokwasu przy koncu 3’ (CCA) zmienia wlasciwosci strukturalne czasteczki. tRNA bez
aminokwasu nie dostaja si¢ do rybosomu. Zwiazanie tRNA do kodonu mRNA moze
powodowa¢ rearanzacje struktury, ktorych rezultatem jest ustawienie aminokwasu wobec
tworzacego si¢ wigzania peptydowego. Potwierdzaja to poréwnania struktur tRNA wolnych i
zwigzanych na rybosomie [Giegé 1 in. 2011]. Wprowadzenie do ukladu miRNA
hybrydyzujacego do regionu 5'UTR mMRNA poprawia wydajnos¢ translacji w $rodowisku
pozakomorkowym (ang. cell-free protein synthesis, CFPS), co stanowi obiecujaca alternatywe
dla produkcji biatek in vivo [Freischmidt i in. 2012]. Przylaczenie miRNA powoduje
prawdopodobnie zmiany strukturalne utatwiajace dostgpnos¢ sekwencji Shine-Dalgarno dla
rybosomow. Niewykluczone, ze niektore nickodujace RNA (ang. non-coding RNA, ncRNA)
moga w podobny sposob dziata¢ in vivo. Stosowane w eksperymencie biatka opiekuncze
RNA oraz helikazy RNA obnizaty efektywnos$¢ translacji [Freischmidt i in. 2012].

W latach 70-tych XX wieku odkryto, ze tRNA jest podatny na hydroliz¢ z udziatem
jonéw olowiu w obrgbie petli D [Brown 1 in. 1983]. Okazalo sig, ze skrocony tRNA
(pozbawiony petli T) nie ulega reakcji [Krzyzosiak 1 in. 1988]. Sugerowano, ze efekt ten jest
zwigzany z zmianami konformacyjnymi dalekiego zasiggu. Niektore tRNA wykazuja
podatnos¢ na degradacj¢ w rezultacie dhugiego przechowywania, np. ros§linny oraz ludzki
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inicjatorowy tRNA;M

ulega hydrolizie w pgtli antykodonu [Perbandt i in. 2003]. Nie dotyczy
to jednak tRNAM® z drozdzy i tRNA™® E. coli. Za efekt ten odpowiadaja duze zmiany
konformacyjne zwiazane z réznica w jednym nukleotydzie petli antykodonu (U33 lub C33),
ktora zwigksza podatnos¢ na hydroliz¢ [Perbandt i in. 2003].

Wprowadzenie mutacji do miejsc zaangazowanych w oddziatywania trzeciorzgdowe
oddalone od centrum Katalitycznego rybozymu Tetrahymena prowadzitlo do spadku jego
aktywno$ci  (20-100-krotnego) [Benz-Moy i Herschlag 2011]. Wplyw elementoéw
stabilizujacych strukturg trzeciorzedowa przenosi si¢ w postaci efektow dalekiego zasiggu i
moze determinowac aktywnos¢ katalityczng RNA. RNA i biatka maja podobna organizacjg
centrow katalitycznych, ale w przypadku kwaséw nukleinowych niewiele wiadomo na temat
wplywu zmian szerszego strukturalnego kontekstu na aktywno$¢ czasteczki [Benz-Moy i

Herschlag 2011].

3.2. Katalityczne kwasy nukleinowe

Katalityczne kwasy nukleinowe (rybozymy, DNAzymy, leadzym) charakteryzuja si¢
obecno$cia wewnatrzczasteczkowych oddziatywan trzeciorzgdowych 1 przeprowadzaja
transestryfikacjc¢ RNA, hydroliz¢/ligacje, syntez¢ peptydu, fosforylacje, adenylacje
aminokwasow, polimeryzacj¢ RNA, reakcje aldolowa, utlenianie alkoholi, redukcje
aldehydow, syntez¢ nukleotydow pirymidynowych, aminoacylacj¢ i wiele innych [Silverman
2008]. Reakcje katalizowane przez RNA oraz DNA przebiegaja bez udzialu dodatkowych
czynnikow biatkowych [Scherer 1 Rossi 2003].

3.2.1. Rybozym typu hammerhead

Rybozym o strukturze typu glowa mtotka (ang. hammerhead ribozyme, HHRz) ze
wzgledu na niewielkie rozmiary 1 duza aktywnos¢ od 25 lat stanowi model do badan relacji
struktury i funkcji RNA [Perrault i in. 2011]. Zostat odkryty jako samowycinajacy si¢

fragment genomowego RNA roslinnych wiroidéow i wirusoidow [Bruening, 1989].
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Rys. 3.7. Minimalny (po lewej) i wydluzony (po prawej) rybozym typu hammerhead w kompleksach z
substratami. (4) Struktury drugorzedowe. (B-C) Struktury trzeciorzedowe. N - 0znacza dowolny nukleotyd, H -
kazdy nukleotyd z wyjatkiem G, H1, H2, H3 — numeracja helis. Domena katalityczna zostata przedstawiona
kolorem czerwonym (sekwencia CUGAUGA) oraz zielonym (sekwencja GAA), a substrat kolorem zottym.
Niebieskimi ramkami zaznaczono oddzialywania pomiedzy petlq ramienia II a wybrzuszeniem w ramieniu 1.
Miejsce transestryfikacji oznaczono strzatkq. Numeracja nukleotydow zgodnie z [Hammann, 2002].
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Redukujac wielko$¢ czasteczki, zidentyfikowano najprostszy aktywny wariant, tzw.
minimalny rybozym hammerhead (HHRz), Kkatalizujacy transestryfikacje wiazania
fosfodiestrowego w docelowych RNA in trans [Uhlenbeck, 1987]. Jego struktura
drugorzedowa przypomina ksztaltem litere ,,Y” i sktada si¢ z trzech ramion (HI, HII, HIII),
ktore otaczaja wysoce zachowawcza domeng katalityczna (rdzen katalityczny) (Rys. 3.7).
Helisy Il i 11l utozone sa wspdtosiowo, podczas gdy helisa I lezy pod katem ostrym do helisy
II. Wszystkie wystepuja w konformacji typu A RNA. Kieszen katalityczna tworzy sekwencja
(3)CUGAUGA(9) z charakterystycznym motywem U-skretu miedzy nukleotydami U4 i G5
oraz nukleotydy (12)GAA(14) [Pley i in. 1994]. Trzeciorzegdowa struktura minimalnego
rybozymu typu hammerhead w kompleksie z substratem zostata rozwiazana 20 lat temu (Rys.
3.8) [Pley i in. 1994, Scott i in. 1995, Scott i in. 1996].

W rybozymach katalizujacych reakcje w uktadzie in trans (transestryfikacja odrebnej
czasteczki RNA) helisy I i Il tworzone sa przez hybrydyzacje katalitycznego RNA z
komplementarnymi sekwencjami substratu. Rybozymy hammerhead w ukladzie in cis
(transestryfikacja wtasnej czasteczki) mozna podzieli¢ na trzy typy, w zaleznosci od tego,
ktora z helis zawiera konce 5’ i 3’ (helisa | — typ 1, helisa Il — typ 2, helisa Il — typ 3) (Rys.
3.8) [Burke i Greathouse 2005, Roychowdhury-Saha i in. 2011].

Wykazano, ze dodatkowe -elementy strukturalne wystgpujace w naturalnych
rybozymach hammerhead odgrywaja istotna rol¢ w stabilizacji aktywnej konformacji
czasteczki, co zwigksza aktywnos¢ katalityczng in vitro oraz in vivo [Khforova i in. 2003].
Warianty te nazywane sa rybozymami pelnej dhugosci (ang. full-length) lub wydhuzonymi
(ang. extended) (HHRzY™). W 2006 roku rozwiazano trzeciorzedowa strukture takiego
rybozymu w kompleksie z RNA zawierajacym grupg 2'-O-metylowa w miejscu
transestryfikacji [Martick i Scott 2006]. Najbardziej charakterystyczna cecha petnej dtugosci
rybozymu HHRz" jest oddzialywanie pomiedzy petla ramienia II i wybrzuszeniem w
ramieniu |, warunkujace tworzenie stabilnej i aktywnej konformacji domeny katalitycznej
(Rys. 3.7 i 3.8) [Khvorova i in. 2003]. Rybozym ten jest czasteczka dwukrotnie wigksza niz
wariant minimalny. Ksztalttem przypomina liter¢ ,,y”, gdzie rami¢ II lezy w jednej osi z
ramieniem III. Zaréwno kieszen katalityczna, jak i U-skret réznia si¢ znacznie od

obserwowanych w wariancie minimalnym [Martick i Scott 2006].
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Rys. 3.8. Motyw lqczenia trzech helis RNA w ksztalcie litery ,,Y” w rybozymach. (A) Trzy typy rybozymow
hammerhead in cis w zaleznosci od tego, ktéra z helis zawiera korice 5' 1 3' czqsteczki. Kropkami zaznaczono
miejsca oddziatywan trzeciorzedowych. Cyframi I, 11, Il oznaczono helisy rybozymu. Helisy II i III oddzialujq
wspolosiowo (zielona strzalka), petle helis I i Il biorq udzial w ustaleniu oddziatywan trzeciorzedowych
(niebieska strzatka). (B) Rybozymy hammerhead in trans. Kolor pomarariczowy - ni¢ substratu, kolor czarny i
niebieski — nic rybozymu. HHRz™ - rybozym minimlany, HHRz" — rybozym wydtuzony.

3.2.2. Porownanie rybozymu minimalnego z wydluzonym

Zaobserwowano duze réznice aktywnos$ci oraz wiasciwosci strukturalnych pomigdzy
minimalnym i wydhuzonym rybozymem hammerhead. W strukturze rdzenia katalitycznego
HHRz™ mozna wyrozni¢ dwie odrebne domeny (Rys. 3.9). Zasada G8 oddziatuje z A13
pomigdzy parami G12-A9 i A14-U7 w obrgbie domeny 2, natomiast reszta C17 potaczona
jest z C3 jednym wiazaniem wodorowym znajdujac si¢ pomig¢dzy para G2.1-C1.1 a U4 w
obrgbie domeny 1 [Nelson i Uhlenbeck 2008A]. Produkt 5 reakcji katalizowanej przez
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czasteczki pozbawione oddziatywan trzeciorzegdowych oddysocjowuje 100-300 razy szybciej
niz w przypadku wydhizonego rybozymu [Shepotinovskaya i Uhlenbeck 2010]. W HHRz"
rdzen Kkatalityczny zwija si¢ wokot reszty C17, co utrudnia uwalnianie produktow. Usunigcie
reszty C17 powoduje oddysocjowanie produktu reakcji z predkoscia porownywalna do
produktu 5’ minimalnego HHRz™ [Shepotinovskaya i Uhlenbeck 2010].

Centrum katalityczne rybozymu wydtuzonego zwija si¢ w jeden zwarty rdzen, w
ktorym atakowany fosforan sasiaduje z resztami o potencjalnie katalitycznym charakterze
(Rys. 3.9). Oddziatywania petla:wybrzuszenic w rybozymie o pelnej dlugosci powoduja
zmiang miejsca aktywnego poprzez umieszczenie nukleotydow G8 oraz U7 w kieszeni
katalitycznej (Rys. 3.7, Rys. 3.9) [Nelson i Uhlenbeck 2008A]. G8 znajduje si¢ w pozycji
zajmowanej przez nukleotyd C17 w strukturze rybozymu minimalnego tworzac wiazania typu
Watsona-Cricka z C3, natomiast U7 lezy w bliskim sasiedztwie U4. Para C3-G8 jest
zlokalizowana pomigdzy terminalng para G2.1-C1.1 helisy I a U7. Zastapienie nukleotydow
C3 1 G8 innymi, z zachowaniem parowania zasad, utrzymuje aktywno$¢ katalityczna
rybozymu [Przybilski i Hammann 2007]. Obecno$¢ dodatkowych nukleotydow w obrgbie
kieszeni Kkatalitycznej powoduje przesunigcie reszty C17 (miejsce transestryfikacji) w
bezposrednie sasiedztwo centrum katalitycznego (G12, A13 i A14). Struktura wydluzonego
rybozymu wskazuje na udzial nukleotydow G8 i G12 w mechanizmie katalizy kwasowo-
zasadowej [Martick 1 Scott 2006]. W obrgbie rdzenia katalitycznego dochodzi do obrotu G8,
ktora tworzy par¢ z A13 helisy II w strukturze o niskiej aktywnos$ci, natomiast parg z C3
helisy | w strukturze aktywnej. Wiazania wodorowe G10.1-C11.1, A15.1-U16.1 oraz C3-G8
sa prawdopodobnie niezb¢dne do stabilizacji rdzenia katalitycznego [Nelson i Uhlenbeck
2008B]. Wydtuzone rybozymy hammerhead z reguty wykazuja wysoka aktywnos¢ in vitro,
czesto 50 do 500 razy lepsza niz wariant minimalny [Saksmerprome i in. 2004, Carbonell i in.
2011, Nelson i Uhlenbeck 2008B].

Na podstawie symulacji komputerowych rybozyméw oraz ich mutantow
zaproponowano, ze parowanie zasad Watsona-Cricka pomigdzy G8 i C3, sie¢ wigzan
wodorowych pomigdzy C17 a G5 oraz oddziatywania warstwowe (ang. base stacking) zasad
G8 1 Cl1.1 sa kluczowe dla utrzymania aktywnej konformacji rybozymu [Lee i York 2010].
Oddzialywania te umozliwiaja ulozenie liniowe grupy atakujacej, fosforanu i grupy
opuszczajacej [Scott 1 in. 2009]. Aktywna konformacja rybozymu minimalnego odpowiada

podstawowej konformacji rybozymu wydtuzonego.
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Domena 2 Domena 1

Rys. 3.9. Centrum Kkatalityczne minimalnego (4) i wydtuzonego (B) rybozymu hammerhead. Miejsce
transestryfikacji oznaczono strzatkq. Numeracja nukleotydow zgodnie z [Hammann, 2002]. (4) W rybozymie
minimalnym zasada G8 oddziatuje z A13 pomiedzy parami G12-A9 | A14-U7 w obrebie domeny 2, natomiast
reszta C17 potqczona jest z C3 jednym wiqzaniem wodorowym znajdujqc sie pomiedzy parq G2.1-C1.1 a U4 w
obrebie domeny 1. (B) W rybozymie wydluizonym nukleotydy G8 oraz U7 umieszczone sq w kieszeni
katalitycznej. G8 znajduje sie w pozycji zajmowanej przez nukleotyd C17 w strukturze rybozymu minimalnego
tworzqc wiqzania typu Watsona-Cricka z C3, natomiast U7 lezy w bliskim sqsiedztwie U4. Para C3-G8 jest
zlokalizowana pomiedzy terminalng parq G2.1-Cl.1 helisy I a U7. Obecnos¢ dodatkowych nukleotydow w
obrebie kieszeni katalitycznej powoduje przesuniecie polozenia reszty CI17 (miejsce transestryfikacji) w
bezposrednie sqsiedztwo centrum katalitycznego (G12, A13 i Al4). Domeny katalityczne zaznaczono szarymi
owalami.
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Reakcje transestryfikacji i1 ligacji katalizowane przez minimalny rybozym
hammerhead moga by¢ opisane przez trzy sktadowe: i) K, - szybka izomeryzacja pomigdzy
wieloma nieaktywnymi konformacjami rybozymu przed reakcja i jedna aktywna, ii) Kin -
kataliza prowadzona przez aktywny rybozym zalezna od rownowagi pomigdzy statymi reakcji
transestryfikacji (k2) a ligacji (K.2); iii) K¢ - szybka izomeryzacja jednej aktywnej konformacji
po reakcji do wielu mozliwych konformacji nieaktywnych (Rys. 3.10) [Nelson i Uhlenbeck
2008A]. Na tej podstawie oszacowano, ze przeci¢tnie rybozym przed reakcja przyjmuje
aktywna konformacj¢ tylko przez 0,2% czasu, a po transestryfikacji pozostaje w tej
konformacji przez 0,03% czasu [Nelson i Uhlenbeck 2008A].

K, K K.
Ky >
A

Rys. 3.10. Schemat rownowagi dynamicznej reakcji transestryfikacji-ligacji rybozymu minimalnego. (A)
Wiekszos¢ czgsteczek rybozymu hammerhead przed transestryfikacjq tworzy dynamicznq pule struktur, ktore
przypominajq strukture krystaliczng rybozymu minimalnego. (B) Niewielka frakcja czqsteczek zdefiniowana

przez stalq rownowagi K, nietrwale przyjmuje aktywnq konformacje, ktora przypomina strukture krystalicznq
rybozymu wydtuzonego. Wewnetrzna stata rownowagi transestryfikacji/ligacji (K, opisana jest jako stosunek
statej transestryfikacji (ky) i ligacji (K.»). (C) Struktura aktywnej czqsteczki po reakcji znajduje sie w réwnowadze
K. z mieszaning nieaktywnych struktur, ktore przypominajq strukture krystalicznq rybozymu minimalnego. (D)
Czqsteczki rybozymu hammerhead po reakcji tworzq dynamicznq pule struktur [na podstawie Nelson i
Uhlenbeck 2008A]. Czarny — rybozym, niebieski - substrat przed reakcjq;, zielony - produkty reakcji.

Poréwnanie struktur dwoch wydluzonych HHRz" Smo i sTRSV o roznych
warto$ciach Ky pozwolito na postawienie hipotezy o istnieniu mechanizmu konformacyjnego
przetacznika pomigdzy reakcja transestryfikacji i ligacji. Mialby on dziata¢ poprzez zmiany w
regionach oddziatywan trzeciorzgdowych jak i w rdzeniu katalitycznym [Scott 1 in. 2009].
Interakcje pomiedzy petla GNRA rybozymu a wybrzuszeniem helisy 1 zaleza od ekspozycji
reszty A do utworzenia wiazania typu Hoogsteen 1 sa zwiazane z termodynamiczna
rywalizacja z konformacja kanoniczna charakterystyczna dla odizolowanej pgtli. Z kolei w
wielu przypadkach naturalnych wydluzonych rybozymoéw hammerhead konserwatywna

zasada U tworzaca parg typu Hoogsteen z A petli ma mozliwo$¢ tworzenia rGwnoczesnie pary

42




OPRACOWANIE LITERATUROWE

AU lub GU. Zatem elementy strukturalne moga wystgpowa¢ w réznych konformacjach [Scott
i in. 2009].

3.2.3. Reakcja transestryfikacji

Reakcja transestryfikacji zachodzi spontanicznie bardzo wolno z szybkoscia ~ 107
min?, co odpowiada zerwaniu jednego wiazania fosfodiestrowego na rok, natomiast w
przyrodzie z najwigksza szybko$cia katalizuje ja rybonukleza A (RNaza A), przyspieszajac ja
12-krotnie [Emilsson i in. 2003]. Okres pottrwania wigzania w RNA w obecnosci RNazy A
wynosi kilka mikrosekund. Enzym ten wykorzystuje cztery strategie katalityczne: i) liniowe
utozenie atomoOw uczestniczacych w reakcji, ii) neutralizacja ujemnego tadunku tlenu
niemostkowego przy atomie fosforu, iii) deprotonacja nukleofila 2'OH, iv) protonacja 5'O
grupy odchodzacej [Emilsson i in. 2003]. Katalityczne kwasy nukleinowe wykorzystuja
kombinacje wyzej wymienionych strategii, jednak szybko§¢ reakeji nie przekracza ~2 min™,
co sugeruje, ze korzystaja w pelni jedynie z dwoch z nich [Breaker i in. 2003].

Rybozym hammerhead HHRz rozpoznaje sekwencje¢ w RNA wedtug regul parowania
typu Watsona-Cricka. Dlugos¢ 1 sktad nukleotydowy ramion otaczajacych miejsce
transestryfikacji powinny zapewnia¢ na tyle silne wiazanie rybozymu HHRz do substratu, aby
uniemozliwi¢ przedwczesne oddysocjowanie [Fedor i Uhlenbeck, 1990]. Rybozym
hammerhead katalizuje transestryfikacj¢ substratow po sekwencji 5-NUH-3', gdzie N
oznacza dowolny nukleotyd, U urydyne¢ natomiast H adenozyng, cytozyng lub urydyne
niezwiazana wiazaniami wodorowymi. Stala szybkosci reakcji katalizowanej przez rybozym
HHRz in vitro maleje w nastepujacym porzadku: GUC, AUC > GUA, AUA, CUC > AUU,
UUC, UUA > GUU, CUA >UUU, CUU [Sun i in. 2000]. Szybko$¢ reakcji jest takze zalezna
od nukleotydu w pozycji —1 wzgledem sekwencji 5'-NUH-3' zgodnie z preferencja
U>C>A>G [Lee i in. 2011]. W przypadku rybozyméw minimalnych obserwowano nawet 70-
krotne réznice szybkosci transestryfikacji in vitro dla roznych substratow [Fedor i Uhlenbeck,
1990]. Rozbieznos¢ ta moze by¢ zwiazana z szybkoscia dysocjacji produktow oraz drobnymi
zmianami w strukturze [Sawata i in. 1993]. Tolerancja podstawien niektorych nukleotydow
rdzenia katalitycznego wskazuje, ze system oddziatywan elementéw struktury drugorzedowej
oraz trzeciorzgdowej mimo odleglosci moduluje lokalng strukture centrum katalitycznego
[Przybilski and Hammann, 2007].

Rybozymy przy fizjologicznym pH katalizuja wewngtrzna reakcjg transestryfikacji ze
sprawnoscia porownywalna do enzymoéw biatkowych. Wedlug ogdlnego mechanizmu

katalizy kwasowo-zasadowej funkcj¢ zasady pelnia pary elektronéw zasad heterocyklicznych

43



OPRACOWANIE LITERATUROWE

kwasow nukleinowych [Westhof 1999]. Grupa 2-OH rybozy przeprowadza atak
nukleofilowy na 3’ fosforan zgodnie z modelem reakcji SN2, a produkty reakcji posiadaja
2',3'-cykliczny fosforan oraz grupe 5-OH (Rys. 3.11) [Ferre-D’Amare i Scott 2010]. Reszta
G12(N1) odgrywa rol¢ kwasu, natomiast G8(2'OH) — zasady [Rios i Tor 2009]. Grupa
atakujaca, fosforan w miejscu transestryfikacji oraz grupa opuszczajaca utozone sa w linii
prostej. W pierwszym etapie nastgpuje utworzenie aktywnej konformacji kompleksu
rybozym:substrat, nast¢pnie transestryfikacja wiazania internukleotydowego oraz
oddysocjowanie produktow reakcji. Rybozym moze transestryfikowac kolejny substrat [Fedor
I Uhlenbeck 1990].

5|
5 '
; CHZO z 5
CHZO zZ CH, Z
B

; 0_1-:0-H

P OH ZC)%P\ Q_ /O 2' 3'-cykliczny
O=pP-0" - o P_ fosforan

5 <« ?3_H_A 0%

H2 HZO Z +

O
% j HOCH, Z .
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Rys. 3.11. Mechanizm katalizy kwasowo-zasadowej rybozymu hammerhead (na podstawie [Doherty, 2001]). W
wyniku ataku nukleofilowego grupy 2-OH rybozy w na wiqzanie fosfodiestrowe powstajq produkty reakcji, z
ktorych jeden zakonczony jest 2'3'-cyklicznym fosforanem, a drugi grupq 5-OH. H-A — ogdlny kwas, :B —
ogélna zasada, Z — zasada azotowa.

Centrum katalityczne rybozymu hammerhead musi spetnia¢ nastgpujace warunki: 1)
zasada G112 musi znajdowa¢ si¢ w potozeniu umozliwiajacym deprotonacje grupy
nukleofilowej (C17 2'OH) w celu utworzenia aktywnego prekursora; ii) zmiany konformacji
miejsca aktywnego musza zapewni¢ utozenie liniowe aktywowanego nukleofila (C17 2'OH) i
atakowanej reszty fosforanowej; iii) integralno$¢ miejsca aktywnego, a takze bliskos¢ A9 i
atakowanego fosforanu musza pozwoli¢ na wiazanie jonu dwuwarto§ciowego, iv) reszta G8
musi by¢ utrzymana w pozycji umozliwiajacej oddanie protonu grupie opuszczajacej (C1.1
5'0) [Lee i York 2010].

Stata Michaelis-Menten dla rybozyméw wyznaczana jest w warunkach wielo-

I jednokrotnego udziatu rybozymu w reakcji [Fedor i Uhlenbeck 1990; Stage-Zimmermann i
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Uhlenbeck 1998]. Wartosci Keat | Ky dla rybozyméow hammerhead zazwyczaj mieszcza si¢
odpowiednio w zakresie 1-2 min™ i 20-200nM [Sun i in. 2000]. Protonacja 5'0 powinna zaj$¢
przed utworzeniem pentakoordynacyjnego dianionu lub tylko wtedy, gdy fosforan wystepuje
w formie uprotonowanego monoanionu [Emilsson 1 in. 2003]. Odlaczenie grupy
opuszczajacej jest prawdopodobnie czynnikiem determinujacym szybko$¢ reakcji
katalitycznej [Emilsson i in. 2003].

Obserwowalna stala szybkosci reakcji dla katalitycznych kwasow nukleinowych
zalezy takze od czasu potrzebnego na hybrydyzacj¢ do substratu zgodnie z
komplementarnoscia zasad czy przyjgcie natywnej konformacji kompleksu. Wymienione
cztery strategie moga by¢ wykorzystywane przez rybozymy w formie jednej z 16 (2%
mozliwych kombinacji, uzaleznionych od wewngtrznej budowy czasteczki. Zmiana szybkosci
reakcji o dang warto$¢ moze by¢ rezultatem catkowicie odmiennych rearanzacji wewnatrz
czasteczki, wptywajacych w okreslonym stopniu na element sktadowy reakcji [Emilsson i in.

2003].

3.2.4. DNAzym typu 10-23

W latach 90-tych XX wieku po raz pierwszy pokazano, ze DNA uzyskany metoda
selekcji in vitro moze katalizowac¢ transestryfikacj¢ wiazania fosfodiestrowego w RNA pod
wpltywem jonow otowiu [Breaker i Joyce 1994]. Reakcja ta polega na ataku nukleofilowym
grupy 2'-hydroksylowej na najblizsze wiazanie fosfodiestrowe z utworzeniem produktow
posiadajacych 2',3'-cykliczny fosforan oraz grupg 5’hydroksylowa [Baum i Silverman 2008].
Nie sa znane zadne DNAzymy pochodzenia naturalnego.

Najbardziej znanymi czasteczkami tej klasy sa DNazymy 10-23 oraz 8-17, nazwane ze
wzgledu na indywidualne numery cyklu selekcji in vitro (pierwsza cyfra) oraz uzyskanych
klonow (druga cyfra) (Rys. 3.12) [Santoro i Joyce 1997]. Oba do aktywnosci wymagaja
jonéw magnezu. DNAzymy maja wysoki potencjal do zastosowania jako praktyczne
narzedzia loboratoryjne [Hobartner 1 Silverman 2007].

Poréwnujac DNAzymy oraz rybozymy pod wzgledem chemicznym réznia si¢ obecnoscia
(RNA) lub brakiem (DNA) grupy 2'OH, ktora czgsto uczestniczy w tworzeniu wigzan
wodorowych. Sugeruje to, ze DNA moze by¢ stabszym katalizatorem niz RNA [Baum i
Silverman 2008]. Brak 2'OH przyczynia si¢ rowniez do mniejszej ilosci oddziatywan
wewnatrzczasteczkowych 1 wigkszej prostoty strukturalnej czasteczek DNA. Jednakze

eksperymenty wskazuja, Zze tempo przyspieszania reakcji przez katalityczne RNA 1 DNA jest
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podobne [Chandra i Silverman 2008]. W poréwnaniu do rybozymu, DNAzymy wykazuja
jednak wyzsza stabilno$¢ chemiczna i1 biologiczna, a ich synteza jest prostsza i tansza [Baum i
Silverman 2008]. Analiza wtasciwosci katalitycznych tych czasteczek in vitro wobec tych
samych substratow wykazata, ze DNAzymy moga mie¢ wyzszy potencjal katalityczny
[Kurreck 1 in. 2002] (Rys. 3.13). Deoksyrybozymy transestryfikujace RNA stanowia
uniwersalne narzgdzia biochemiczne i analityczne in vitro, jak i in vivo [Baum i Silverman

2008].

10-23 8-17
sHIEEEEEEE Y N - A G
S Fli””””I5' SETTINNEN 'i'””|””5'

GA GG A /CC
AAC G/I CcG
ATC

Rys. 3.12. DNAzymy 10-23 oraz 8-17 (kolor zielony) katalizujqce transestryfikacje docelowego RNA (kolor
czarny). Miejsce transestryfikacji zaznaczono czerwonq strzatkq. R — puryna, Y — pirymidyna.

6= rybonukleaza A

stymulacja reakcji
istotna biologicznie

spontaniczna
reakcja

Rys. 3.13. Porownanie przyspieszenia reakcji katalitycznych przez trzy klasy czasteczek majacych zdolnosé
transestryfikacji RNA. Na podstawie [Santoro i Joyce 1997, Breaker 2000] .
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3.3. Charakterystyka wybranych elementéw struktury drugorzedowej zwigzanych z
katalitycznymi RNA

3.3.1. Czteronukleotydowe petle i ich receptory

Receptory czteronukleotydowych petli (ang. tetraloop receptor, TLR) (GNRA oraz
GANC) wystepuja powszechnie w RNA [Butcher i Pyle 2011]. Zidentyfikowano kilka typow
TLR. Najbardziej skomplikowany receptor stanowi 11-nukleotydowy wysoce zachowawczy
motyw wewngtrznej petli (11nt-TLR), specyficznie i silnie wiazacy GAAA oraz motyw IC3 o
mniejszej specyficznosci wobec GNRA [Butcher i Pyle 2011]. Na podstawie analizy struktury
krystalograficznej introndw grupy I opisano oddziatywania pomigedzy GAAA a 11nt-TLR.
Obejmuja one dwa gtdéwne elementy: i) druga adenina GAAA oddzialuje warstwowo tworzac
platforme¢ A-A (rzadziej A-C), tworzona wewnatrz petli receptora oraz tworzy dodatkowe
wigzania wodorowe z TLR; ii) pozostale zasady TL zaangazowane sa w tworzenie sieci
wiazan wodorowych z parami GC helisy receptora [Cate i in. 1996]. Inne typy TLR moga
wykorzystywac tylko jedna z wymienionych strategii [Butcher i Pyle 2011]. Najprostsza klas¢
TLR stanowia tandemowe powtodrzenia par G-C helisy, ktore tworza wiazania wodorowe z
zasada i ryboza nukleotydow w pozycji 3 i 4 czteronukleotydowej petli [Butcher i Pyle 2011].

Czteronukleotydowa pegtla GAAA oraz jej receptor byly przedmiotem intensywnych
badan strukturalnych zaré6wno w formie zwiazanej, jak i osobno [Butcher i in. 1997, Cate i in.
1996, Davis i in. 2005]. Oddziatywanie GAAA-TLR w przypadku domeny P4-P6 rybozymu
Tetrahymena funkcjonuje jako termodynamiczna klamra spinajaca domeng po zakonczeniu
procesu zwijania [Young i Silverman 2002, Fiore i in. 2009]. Jednakze w warunkach
zblizonych do fizjologicznych oddziatywanie to wykazuje pewna niestabilnos$¢ [Fiore i in.
2009].

W oddziatywaniu petli GAAA z 11-ntTLR mozna wyr6zni¢ submotywy, ktore wchodza
w sklad receptora (uchwyt UA, ang. UA handle oraz platform¢ AA), a takze sktadowe pgtli
GNRA (skret U, ang. U-turn, tworzenie pary G/RA). Dodatkowym elementem powstajacym
w wyniku interakcji de novo jest oddzialywanie typu A-minor pomig¢dzy czwarta adening petli
i para GC TLR oraz zamek rybozowy, w ktorym dwie grupy hydroksylowe TL i receptora
tworza dwa wiazania wodorowe [Vander Meulen i in. 2008, Geary i in. 2008]. Dalsza
stabilizacja prowadzi do utworzenia wiazania wodorowego pomigdzy druga adening i
submotywem uchwytu UA oraz oddziatywania warstwowego drugiej adeniny z platforma

AA.
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Oddzialywania typu A-minor wystgpuja pomigdzy powtarzajacymi si¢ resztami adenin a
dwoma parami zasad w obrgbie mniejszej bruzdy helikalnego receptora [Geary i in. 2008].
Najczescie] powstaje w ten sposob do czterech wigzan wodorowych pomigdzy adening a
ptaszczyzna N1-C2-N3 pary zasad w orientacji in trans [Nissen i in. 2001]. Czesto
oddziatywanie to jest czg$cia wiazania pgtli GNRA z receptorem TLR [Geary i in. 2008].

3.3.2. Motyw polaczenia trzech helis

Potaczenia helis RNA (ang. RNA junction, multi-branch loop) stanowia wazne elementy
strukturalne i1 funkcjonalne. Ten powszechny motyw stanowi migdzy innymi domeng
autokatalityczna rybozymu hammerhead (Rys. 3.7, 3.8), odpowiada za rozpoznawanie liganda
przez domeng wiazaca ryboprzetacznika purynowego oraz inicjacj¢ translacji wirusa HCV
(ang. hepatitis C virus) w miejscu IRES (ang. internal ribosome entry site) [Laing i in. 2012].
Cecha charakterystyczna tych potaczen jest wspotosiowe oddzialywanie helis, zapewniajace
termodynamiczna stabilno$¢ czasteczce jako calo$ci i zblizajace regiony petli 1 wybrzuszen,
ktore moga ze soba potencjalnie oddziatywac [Butcher i Pyle 2011].

Na przykladzie analizy tRNA zaobserwowano, ze wybdr helisy oddziatujacej
wspotosiowo jest elementem krytycznym i determinuje ogdlny ksztatt czasteczki [Butcher i
Pyle 2011]. Potaczenia dwoch petli oraz pseudowezty to przyktady elementow strukturalnych
calkowicie zalezne od oddziatywan warstwowo-wspotosiowych budujacych je helis. Chociaz
wplyw sekwencji jest istotny, oddzialywania te moga by¢ determinowane przez warunki
jonowe oraz cechy topologiczne [Bailor i in. 2010]. Katy, opisujace ulozenie helis w
miejscach potaczen, rdznig si¢ nieznacznie od siebie. Ograniczaja one elastyczno$é struktury
oraz 1lo$¢ mozliwych stanow konformacyjnych [Butcher i Pyle 2011].

Wyrdzniono rodziny topologiczne elementu potaczenia trzech helis w zaleznos$ci od kata,
pod ktorym utozona jest trzecia helisa wzgledem dwoch pozostatych utozonych wspétosiowo
(rodzina A, B, C) [Lescoute i Westhof 2006]. Jezeli dwie helisy nie sa odseparowane zadnym
nukleotydem, to oddzialuja warstwowo, gdy trzecia jest od nich oddzielona dluzszym
tacznikiem [Lescoute i Westhof 2006]. W przypadku, gdy elementy taczace sa réwnej
dlugos$ci o oddzialywaniu wspotosiowym decyduje energia swobodna zalezna od par zasad

Watsona-Cricka [Walter i Turner 1994].

3.3.3.  Motywy stabilizujgce strukture trzeciorzedowa rybozymow
Rybozymy hammerhead stabilizowane poprzez trzeciorzedowe motywy (ang. tertiary

stabilizing motif, TSM) wykazuja wysoka aktywno$¢ katalityczna in vitro oraz in vivo w
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uktadzie in trans [Carbonell i in. 2011]. Chociaz oddzialywania te maja miejsce w duzej
odlegtosci od centrum katalitycznego rybozymu, wptywaja na jego strukturg poprzez zmiany
geometrii czasteczki [Shepotinovskaya i Uhlenbeck 2010].

Badajac dynamike konformacyjna wydluzonych rybozymoéw hammerhead 2z
wykorzystaniem techniki FRET (ang. fluorescence resonance energy transfer) wykazano, ze
oddziatywania petli ramion I i II zwigkszaja aktywno$¢ czasteczki. Podobna rolg petnia jony
Mg2+ dla rybozymu minimalnego. Pozwalaja one czasteczkom czg$ciej przyjmowaé
konformacj¢ katalitycznie aktywna [McDowell 1 in. 2010]. Oddzialywania donora oraz
akceptora fluoroforu zlokalizowanych przy koncach ramion I i II jako funkcji st¢zenia jondw
magnezu wykazaly, ze zwijanie si¢ rybozymu w tym rejonie i uzyskiwanie aktywnej
konformacji zachodza dwuetapowo [McDowell i in. 2010]. St¢zenia jonéw magnezu w
dwoch etapach zmian konformacji rybozymu wydluzonego sa nizsze niz dla rybozymu
minimalnego [Rueda i in. 2003]. Potwierdzono, ze oddziatywania wybrzuszen helis 1 1 II
prowadza do zmian struktury rybozymu w oddalonym o ponad 10 A miejscu aktywnym, co
jest skorelowane z wigksza aktywnoS$cia katalityczna [McDowell i in. 2010]. Ich usunigcie
prowadzi do utworzenia struktury charakterystycznej dla minimalnego rybozymu z
zachowaniem orientacji helis i rearanzacja rdzenia katalitycznego do konformacji otwartej
nieaktywnej [Nelson i Uhlenbeck 2008B]. Tego typu mechanizm allosteryczny obserwowany
jest w przypadku innych motywéw ze struktura typu ,,Y” [De la Pena i in. 2009].

Motywy TSM pochodzenia naturalnego w rybozymach hammerhead nie sa
zachowawcze ewolucyjnie. W przypadku rybozymu hammerhead virusa sTRSV (ang.
satellite RNA of tobacco ringspot virus) potwierdzono tworzenie pary zasad typu Hoogsteen
pomigdzy adenina petli helisy HHRz a uracylem niehelikalnego regionu helisy I [Chi i in.
2008]. Oddziatywanie to wystepuje w wigkszosci naturalnych rybozymoéw hammerhead, co
wskazuje na jego istotno$¢ funkcjonalna. Interakcje pomigdzy petlami helis 1 1 II moga
zachodzi¢ w obrgbie bruzdy RNA. W rezultacie zmian konformacyjnych reszta A przy koncu
3’ petli helisy II moze tworzy¢ parg z wyeksponowang reszta U przy koncu 5’ petli helisy |
[Dufour i in. 2009]. Te cechy oddziatywan trzeciorzgdowych wystepuja w wielu naturalnych
HHRz [Dufour i in. 2009].
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3.4. Wewnatrzkomoérkowe czynniki determinujace aktywnos$¢é rybozymow
3.4.1. Jony metali

Na aktywnos$¢ rybozyméw in vivo wplywa stezenie jondOw magnezu, woda, sita
jonowa, temperatura, pH, dostepno$¢ substratu, oddziatywanie ze sktadnikami komorkowymi
oraz kompartmentacja [Chen i in. 2009]. Utworzenie dupleksu oraz przyjmowanie ztozonych
struktur trzeciorzgdowych jest mozliwe dopiero po zroéwnowazeniu ujemnego tadunku
tancucha fosforanowo-cukrowego kwasoéw nukleinowych [Schnabl i Sigel 2010]. Z tego
wzgledu, RNA i DNA wystepuja w komorce w postaci zasocjowanej z kationami. Kationy
dwuwarto$ciowe biora udzial w oddzialywaniu elektrostatycznym, ktére moze mie¢ znaczacy
wplyw na aktywno$¢ katalityczna [Leclerc 2010]. Kationy wielowarto$ciowe lepiej stabilizuja
RNA poniewaz silniej oddziatuja z ujemnie naladowanymi tancuchami i moga wystgpowac w
mniejszej ilosci [Woodson 2010A].

Zmiana jondw metali w mieszaninie reakcyjnej z regulty wywiera silny wptyw na
aktywno$¢ rybozymoéw (Tab. 3.6) [Schnabl i Sigel 2010]. Wszystkie jony metalu (M"") moga
wpltywa¢ na przyjmowanie aktywnej konformacji przez rybozym hammerhead, ale
obserwowane miedzy nimi réznice w przyspieszeniu reakcji katalitycznej siegaja rzedu 10%, z
ktérych Mn®* jest najlepszym kofaktorem [Schnabl i Sigel 2010].

Analizujac struktury krystaliczne rybozyméw hammerhead stwierdzono, ze zaréwno
w miejscu Katalitycznym, jak i w jego najblizszym otoczeniu brak jonow magnezu [Pley i in.
1994; Scott 1 in. 1995; Martick 1 Scott 2006]. Zaproponowano model, w ktéorym jony metalu
wplywaja na stabilizacjg struktury czasteczki. Potwierdzaly to eksperymenty z chemiczna
modyfikacja wymienionych zasad oraz obserwacje, ze rybozymy hammerhead sa aktywne w
obecnosci wytacznie jonow jednowartosciowych (Li*, Na*, NH4") czy poliamid organicznych
[Murray i in. 1998]. Istnieje rowniez zwiazek pomigdzy aktywnoscia rybozymu a zaleznoscia
G8 i G12 od pH [Han i Burke 2005, Thomas i Perrin 2009]. Wptyw pH $rodowiska, jak
rowniez grup funkcyjnych jest taki sam w przypadku transestryfikacji z udzialem
rybozymu HHRz w obecno$ci kationow jedno- i dwuwartosciowych [Curtis i Bartel, 2001;
O'Rear i in. 2001].

W warunkach wysokiego ci$nienia hydrostatycznego (ang. high hydrostatic pressure,
HHP) wykazano, Ze jony magnezu stabilizuja struktur¢ rybozymu 1 nie sa bezposrednio
zaangazowane w katalize, a reakcja moze by¢ rozpatrywana jako kwasowa hydroliza estrow
[Fedoruk-Wyszomirska i in. 2007, Fedoruk-Wyszomirska i in. 2009A]. Pod wplywem
cisnienia dochodzi do dysocjacji czasteczek wody. W pierwszym etapie nastgpuje
przylaczenie protonu do tlenu grupy fosforanowej, co powoduje, ze staje si¢ ona podatna na
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atak nukleofilowy grupy 2'-OH rybozy zawierajacej wolna parg elektronowa (Rys. 3.11). Po
utworzeniu pigcioskoordynacyjnego stanu przejSciowego, nastgpuje protonacja atomu 5’0 i W
konsekwencji zerwanie wiazania pomigdzy fosforem a tlenem [Fedoruk-Wyszomirska i in.
2009B, Fedoruk-Wyszomirska i in. 2007].

Tab. 3.6. Wystepowanie niektorych jonéow w komdrce i ich wplyw na aktywnosé¢ katalityczng rybozymu
hammerhead Schistosoma. B.d. — brak danych. kqss (min™) obliczone dla reakcji w warunkach: w 0.1 M NaCl i
1 mM M?** lub 600 mM M* (SchistosomaHH). Na podstawie [Boots i in. 2008, Schnabl i Sigel 2010, Williams i
Frausto da Silva 2000].

Stezenie w Stezenie Gléwny przedzial Kops (min')
Jon cytoplazmie toksyczne w komoérkowy, w
[M] cytoplazmie [M] ktorym wystepuje
Mg?* 1073 10 Cytoplazma 2.6
Mn** 10°® 107 Aparat Goldiego 200

Mitochondrium

Fe®* 107 107 Cytoplazma b.d.
Na* b.d. 10 Zewnatrzkomorkowo <0.02
ca* 107 10° Retikulum 0.14

endoplazmatyczne

zn? 10 107 Pecherzyki 82
cu* 10" 107 Aparat Goldiego, b.d.
Retikulum
endoplazmatyczne,
Zewnatrzkomorkowo
Ni%* 107° 1070 Wakuole roslinne b.d.
co? 10 100 Cytoplazma 140
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Rys. 3.11. Mechanizm kwasowej hydrolizy estrow katalizowanej przez rybozymu hammerhead (na podstawie
[Fedoruk-Wyszomirska i in. 2007]). Obecnosé¢ uprotonowanych czqsteczek wody zwieksza na atak nukleofilowy
na wiqzanie fosfodiestrowe. W wyniku reakcji powstajq produkty, z ktérych jeden zakorczony jest 2'3'-
cyklicznym fosforanem, a drugi grupq 5'-OH. Z — zasada azotowa.

Efektywnos¢ procesu zwijania HHRz osiaga maksimum przy stgzeniu 2-3 mM
magnezu, natomiast szybkos¢ transestryfikacji lub ligacji wzrasta wraz ze st¢zeniem jonow i
nie zawsze ulega nasyceniu nawet przy 100 mM [Shepotinovskaya i Uhlenbeck 2010].
Sugeruje to istnienie slabego miejsca wiazania magnezu by¢é moze w poblizu centrum
katalitycznego lub zachodzenie zmian strukturalnych przy wyzszym stezeniu tego jonu
[Shepotinovskaya i Uhlenbeck 2010]. Zaproponowano udzial jonéw metalu zwigzanych
koordynacyjnie i dzialajacych w bezposredniej bliskosci rdzenia katalitycznego oraz
niespecyficznych, oddziatujacych z zasadami w wigkszej odleglosci od centrum reakcji
[Leclerc 2010]. Sugeruje sig, ze kation moze by¢ wiazany koordynacyjnie przez nukleotyd,
ktory odgrywa rolg kwasu w modelu kooperatywnego dziatania nukleotyd-metal. Obecno$é¢
drugiego kationu w roli strukturalnej bylaby niezbgdna do ksztattowania centrum
katalitycznego, przesunigcia rownowagi w kierunku aktywnej konformacji lub stabilizacji
ujemnego tadunku stanu przejsciowego [Leclerc 2010]. Na podstawie symulacji
komputerowych zaproponowano, ze jon dwuwarto$ciowy migruje pomigdzy A9 i G10.
Sugeruje sig, Zze moze on tworzy¢ potaczenie pomigdzy tlenem fosforanu przy A9 a tlenem
atakowanego fosforanu oddalonych od siebie 0 4.3 A, co umozliwia osiagniecie przez G8 pKa
umozliwiajacego katalizowanie reakcji [Lee 1 York 2010].

Sugeruje sig, ze jony magnezu potozone na zewnatrz czasteczki RNA, oddalone od

niej 0 3-5 A i zwiazane koordynacyjnie, moduluja jej dynamike [Hayes i in. 2012]. Lokalnie,
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zmieniaja one konformacj¢ RNA, natomiast globalnie spowalniaja wahania czasteczki.
Odkrycie to zmienia ogodlnie przyjety model oddzialtywan jonow magnezu z czasteczkami
RNA, w ktérym postulowano, ze kilka jonoéw jest silnie zwigzanych z RNA, a pozostate

otaczaja czasteczke w stanie rozproszonym.

3.4.2. Stloczenie czasteczkowe

Naturalna konsekwencja olbrzymiej ilosci bialek, kwasow nukleinowych i innych
makroczasteczek w komorce jest efekt sttoczenia (ang. molecular crowding effect). Jest on
rezultatem dzialania makromolekut obojetnych chemicznie wobec badanej reakcji [Elcock
2010]. Jedyne oddzialywanie, jakie moze zachodzi¢ pomigdzy badanymi czasteczkami a
czynnikiem determinujacym stloczenie to zmniejszenie objgtosci dostgpnej przestrzeni.
Rozpatrujac ten efekt trzeba wzia¢ pod uwage kilka faktow: 1) czy istnieja prawdziwie
obojetne chemicznie czynniki, mogace wywotaé jedynie pozadany rezultat bez efektow
ubocznych; i1) czy jest mozliwe stworzenie modeli opisujacych w sposob ilosciowy wplyw
czasteczek generujacych efekt sttoczenia; iii) czy otoczenie zdominowane przez czynniki
generujace stloczenie (Ficoll, Dextran, PEG, biatka, poliwinylopirolidon) dobrze nasladuja
srodowisko wewnatrzkomorkowe (Rys. 3.12) [Elcock 2010]. Wplyw sttoczenia

molekularnego na czasteczkg jest tez zalezny od jej wielkosci [Ellis 2001].

-~

Rys. 3.12. Porownanie wlasciwosci czynnikow imitujqcych sttoczenie czqsteczkowe (po lewej) oraz srodowisko
wewnqtrzkomorkowe E.coli (po prawej) [Elcock 2010].

Oszacowano, ze stgzenie makroczasteczek w cytoplazmie wynosi 80-400 mg/ml,
przyjmujac zajecie objgtosci komorki na 40% [Rivas i in. 2004, Perham i in. 2007]. W

obrebie takiego srodowiska istnieje konkurencja pomigdzy zwijaniem a agregacja czasteczek
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[Kinjo i Takada 2003]. Poliaminy, takie jak spermina, stanowia polikationowe ligandy,
wystepujace w komorce w stezeniu milimolarnym, ktére maja wplyw na konformacje
kwasow nukleinowych oraz poprawiaja aktywnos$¢ katalityczna in vitro rybozymow typu
hairpin [Real and Greenall, 2004]. Duze kationy, w ktorych tadunki dodatnie sa rozdzielone
obojetnymi atomami wegla uktadaja si¢ mniej Scisle wokot zwinigtego RNA i stabiej otaczaja
czasteczke w poréwnaniu z jonami Mg®*, co zapewnia jej wiecej swobody [Woodson 2010A].
Wykazano, ze konformacje posrednie zwijania sa mniej zwarte w roztworze w obecnosSci
spermidyny lub jonéw Ba?* niz w przypadku Mg®* [Moghaddam i in. 2009]. Zwicksza to
prawdopodobienstwo prawidlowego zwinigcia RNA [Woodson 2010A].

Wiele typow makroczasteczek moze powodowaé zmiany konformacji rybozymu
hammerhead nawet w niskich stezeniach takze poprzez zderzenia migdzyczasteczkowe lub
stabe niespecyficzne oddziatywania [Nakano i in. 2009; Kilburn i in. 2010]. Wykazano, ze
biatka komorkowe, takie jak nukleokapsyd p7 HIV-1, rybonukleoproteina hn RNP Al oraz
dehydrogenaza GAPDH zwigkszaja szybkos¢ reakcji katalitycznej rybozymow in vitro oraz
oddysocjowania produktéw [Tsuchihashi i in. 1993, Bertrand i Rossi 1994, Herschlag i in.
1994, Sioud i Jespersen 1996].

Kompartmentacja komoérki utrudnia poréwnanie dziatania molekut in vitro i in vivo.
Stezenie poszczegdlnych makroczasteczek, metabolitoéw, jonéw roézni si¢ W poszczegdlnych
przedziatach komorki, jak 1 w obrgbie danego przedziatu, a efektywno$¢ zwijania i
funkcjonowania danej czasteczki jest zalezna od miejsca i czasu. Zaburzenia prawidtowe]
lokalizacji czasteczek moga powodowaé¢ zmiany patologiczne [Hung i Link 2011]. Kazda
czasteczka, aby dziata¢ prawidlowo musi znalez¢ si¢ w odpowiednim miejscu i czasie w

natywnej formie strukturalnej.

3.4.3. Bialka opiekuncze RNA

Wiele niekodujacych RNA przyjmuje strukture trzeciorzgdowa mimo utrudnien
zwigzanych z  niespecyficznym  parowaniem  zasad, stabymi oddzialywaniami
trzeciorzgdowymi, barierami elektrostatycznymi oraz wymogiem oddzialywania ze soba
koncow 5" i 3’ transkryptow [Woodson 2010A]. Przejsciowe zwiazanie biatek opiekunczych
RNA (ang. RNA chaperone proteins) destabilizuje konformacje przejsciowe i obniza ich
energie, co prowadzi do bardziej ,,wygtadzonego krajobrazu energii swobodnej” zwijania.
Przyspiesza to faldowanie RNA i zwigksza prawdopodobienstwo przyjgcia struktury natywne;j
[Woodson 2010B]. Proces ten odgrywa istotng role w komorce (Tab. 3.7). Oddzialywania
elektrostatyczne silnie wplywaja na stabilno$¢ i dynamike strukturalng RNA. Bialka
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opickuncze RNA sa bogate w zasadowe reszty aminokwasowe, a elektrostatyczne
oddziatywania z ujemnie natadowanymi substratami RNA moga bezposrednio stymulowaé

ich ponowne zwijanie [Woodson 2010B].

Tab. 3.7. Niektore biatka opiekuricze RNA.

Czasteczka Efekt dzialania Referencje
hnRNP Al Renaturacja tRNA, zwigkszenie aktywno$ci HHRz in vitro Karpel i in. 1975, Herschlag i in.
1994
HIV-1NC Dimeryzacja genomowego RNA wirusa, zwigkszenie | Thomas i in. 2008, Herschlag i in.
aktywno$ci HHRz in vitro 1994
E. coli StpA Poprawno$¢ zwijania intronu grupy | faga T4 td Waldsich i in. 2002
Biatka Niespecyficzne Rajkowitsch i Schroeder 2007

rybosomalne

La (drozdze) Ro

(czlowiek)

Niespecyficzne

Pannone i in. 1998, Stein i in. 2005

Hfq (bakterie)

Niespecyficzne

Hopkins i in. 2009

CYT19 (biatko
typu DEAD-box)

Poprawnos¢ zwijania rybozymu Tetrahymena

Bhaskaran i Russel 2007

CYT18

Zwijanie rdzenia katalitycznego intronow grupy [

Caprara i in. 1996

CRS1 Choroplastowy czynnik splicingowy intronéw grupy II Ostersetzer i in. 2005
(chloroplast)

Mss116p Stymulacja zwijania intronow Fedorova i in. 2010
SdAg Replikacja wirusa HDV Wang i in. 2003

Core Replikacja Flaviviridae Ivanyi-Nagy i in. 2008
Tat Transkrypcja wirusowego RNA HIV-1 Kuciak i in. 2008

Biatka opiekuncze RNA powinny spetniac¢ kilka kryteridw: 1) przejsciowo oddziatywaé z
kwasami nukleinowymi i wykazywac niska specyficzno$¢ oddziatywania RNA-bialko; ii) nie
korzysta¢ z zewngtrznego zrodla energii, jak hydroliza ATP; ii1) oddziatywac przejsciowo z
RNA 1 nie by¢ konieczne do podtrzymania uzyskanej funkcjonalnej konformacji RNA
[Zadiga 1 in. 2009]. Bialka DEAD-box lacza potencjat chemiczny hydrolizy ATP z
powtarzalnymi cyklami wigzania i uwalniania RNA, rozszerzajac zakres warunkow, w jakich
moga one uczestniczy¢ w ponownym zwijaniu RNA [Pan 1 Russell 2010]. Helikazy RNA
zalezne od ATP oraz bialka opiekuncze RNA niezalezne od ATP przyspieszaja zwijanie
czasteczek poprzez destabilizacje helis oraz ich czesciowe rozwijanie (Rys. 3.13) [Woodson
20108B].
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Biatka wptywajace na
strukture RNA

® Szybka kinetyka dysocjacji RNA
® Podwyzszona dynamika konformacyjna
® Domeny obdarzone tadunkiem dodatnim

e N\

Helikazy Biatka opiekuncze
oraz hybrydyzujace RNA
® Zalezne od ATP ® Niezalezne od ATP
® Enzymy bez ® Niespecyficznie wigzace RNA
pProcesywnosci

Rys. 3.13. Porownanie dzialania helikaz RNA, bialek opiekunczych oraz hybrydyzujqacych RNA w charakterze

bialek opiekunczych.
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4. WYNIKI I DYSKUSJA BADAN WLASNYCH

4.1. Opracowanie nowych rybozyméw typu hammerhead

W strukturze drugorzedowej RNA mozna wyrdznié¢ elementy dwuniciowe utworzone z
kanonicznych par zasad typu Watson-Crick i dodatkowych niekanonicznych par zasad oraz
regiony jednoniciowe jak petle apikalne, wewngtrzne czy potaczenia helis. Moga one petnic
rolg blokow budulcowych czasteczek RNA o roznych wewnatrzkomorkowych funkcjach
[Laing i Schlick 2009]. Modutowa budowa RNA pozwala projektowac czasteczki 0 nowych
wlasciwosciach zbudowane z elementéw strukturalnych réznego pochodzenia. Sa one czgsto
analizowane metoda selekcji in vitro, chociaz srodowisko to bardzo r6zni si¢ od warunkéw
wystepujacych wewnatrz komorek [Kang i Lee 2012]. Tworzenie aktywnej konformacji RNA
(zwijanie  RNA) jest procesem kooperatywnym i zalezy zarowno od elementow
strukturalnych czasteczki jak i $rodowiska zewngtrznego [Behrouzi i in. 2012]. Rezultat
zalezy od kontekstu czasu i przestrzeni, ktorego zmiana moze powodowac przyjecie przez
RNA innych struktur natywnych.

Znane sa rozne strategie regulacji ekspresji genéw. Biora w nich udziat takie czasteczki
jak rybozymy, DNazymy, antysensowne oligonukleotydy, mate interferujace RNA (ang. short
interfering RNA, siRNA), mikroRNA, aptamery, aptazymy czy ryboprzetaczniki [Silverman
2008, Mulhbacher i in. 2010, Ferré-D’Amaré i Scott 2010]. Szczegdlne zainteresowanie
wzbudza proces intereferencji RNA (RNAI), umozliwiajacy efektywne i wysoce specyficzne
blokowanie ekspresji genéw przy uzyciu krotkich (~20 nt) interferencyjnych RNA (ang. short
interfering RNA, siRNA) [Bora i in. 2012]. Pomimo, ze siRNA moga by¢ efektywnymi
czynnikami inaktywacji genow w stosunku do wigkszosci RNA cytoplazmatycznych, nie sa
aktywne wzglegdem RNA zlokalizowanych w jadrze komorkowym czy organellach
potautonomicznych [Gabryelska i in. 2005, Gabryelska i in. 2006]. Ponadto, niektore wirusy
wyksztalcity mechanizmy obronne przed RNAi, a technologia ta jest wigzana z
wystepowaniem niespecyficznych efektow ubocznych (ang. off-target effects) [Singh i in.
2011]. W tym kontekscie, bardzo atrakcyjna alternatywe stanowia nadal czasteczki matych
katalitycznych RNA, a w szczegolnosci rybozymy o strukturze typu ,,glowa miotka” (ang.
hammerhead).
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4.1.1. Selekcja genow docelowych dla rybozymow

W celu analizy witasciwosci katalitycznych rybozyméw wybrano gen biatka zielonej
fluorescencji (GFP) w uktadzie modelowym oraz geny DNMT1 (metylotransferaza 1 DNA),
GLI1 (ang. glioma associated oncogene 1), CRYAB (a-B-krystalina) ze wzgledu na ich
potencjal terapeutyczny.

Biatko zielonej fluorescencji o masie 28 kDa zostalo odkryte w trakcie badan nad
bioluminescencja meduzy Aequorea victoria [Shimomura i in. 1962]. Emituje ono jasne
zielone $wiatto (505 nm) pod wpltywem promieniowania niebieskiego (478 nm) lub
ultrafioletowego (395 nm) [Miiller-Taubenberger i Anderson 2007]. Biatko to stanowi
uniwersalny marker fluorescencyjny do monitorowania wielu procesow komorkowych.

Wyniki wielu eksperymentéw wskazuja, ze stosowanie GFP nie zakldca fizjologii
komorki 1 nie generuje efektow ubocznych [Wiedenmann i in. 2009]. Mutageneza GFP
pozwolita na otrzymanie wielu pochodnych emitujacych §wiatto niebieskie 1 zétte, a pdzniej
takze czerwone i inne [Wiedenmann i in. 2009]. Aby biatko GFP wykazywato
bioluminescencj¢, musi przyja¢ odpowiednia struktur¢, co trwa okoto 10 minut (tgs).
Dochodzi do autokatalitycznej reakcji (cyklizacja, dehydratacja, utlenianie), prowadzacej do
powstania funkcjonalnego chromoforu (tos = 22-86 min). Transfekcja wektorem
ekspresyjnym pEGFP powoduje emisje $wiatta zielonego juz po uptywie 6.5 godziny
[Wiedenmann i in. 2009].

Zaburzenia we wzorze metylacji DNA sa najlepiej scharakteryzowana epimutacja [Denis
i in. 2011]. Odwracalno$¢ tych zmian, czyni z nich atrakcyjny cel terapii chorob
nowotworowych. Zahamowanie metylacji w kolejnych podziatach komorki nie powoduje jej
natychmiastowej $mierci, ale pozwala na aktywacje wyciszonych przez hipermetylacj¢ genow
supresorowych. Reaktywacja genéw proapoptotycznych i regulatoréw cyklu komorkowego w
wyniku demetylacji daje szanse na inhibicje procesu nowotworzenia [Yoo i Jones 2006]. U
ssakow funkcjonuja cztery metylotransferazy DNA o roznej specyficznosci: DNMTI,
DNMT2, DNMT3A oraz DNMT3B [Rajendran i in. 2011]. DNMTT1 jest glownym enzymem
odpowiedzialnym za utrzymanie wzorca metylacji DNA podczas replikacji [Turek-Plewa i
Jagodzinski 2005].

Gen GLI1 (ang. glioma-associated oncogene 1, LOC2735) zostal opisany po raz
pierwszy w 1987 roku [Kinzler i in. 1987]. W wielopostaciowym glejaku zarodkowym (ang.
glioblastoma multiforme, GBM) obserwowano ponad 50-krotny wzrost liczby kopii tego
genu [Gabryelska i in. 2007]. GLI1 to czynnik transkrypcyjny posiadajacy motywy palcow
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cynkowych, ktory jest efektorem szlaku Hedgehog, regulujacego ekspresj¢ gendéw istotnych
dla r6znych stadiow rozwoju nowotwordow [Carpenter i Lo 2012]. Transkrypt Glil podlega
alternatywnemu skladaniu prowadzaCc do powstania trzech bialek: pelnej diugosci Glil,
wariantu z delecja 128 aminokwasow przy koncu aminowym (GlilAN) oraz skréconego o 41
aminokwasow tGli, ktore posiadaja rozne profile ekspresji [Shimokava i in. 2008, Lo i in.
2009].

Warianty GlilAN oraz GLII1 reguluja ekspresj¢ tych samych genow, lecz GlilAN
wywoluje stabszy efekt. Wystepuja one w komorkach zaréwno zdrowych jak i
nowotworowych. tGLI ulega ekspresji jedynie w tkankach nowotworowych [Cao i in. 2012].
Ze wzgledu na niewielka r6znicg wielkosci pomigdzy GLI1 oraz tGLI nie do konca wiadomo,
ktore efekty sa rezultatem dzialania poszczegdlnych wariantow, ale z najnowszych badan
wynika, ze tGLI stanowi silniejszy czynnik promujacy nowotworzenie i powstawanie
przerzutéw [Carpenter i Lo 2012]. B-katenina razem z GLI1 stanowia markery prognostyczne
w przypadkach guzow typu glioblastoma [Rossi i in. 2011].

a-B-krystalina to mate biatko szoku cieplnego, poczatkowo zidentyfikowane w
soczewce oka krggowcow [Waley 1965, Klemenz i in. 1994]. Wystepuje takze w mig$niach
szkieletowych, sercu i innych tkankach. Oddziatuje z desmina, aktyna i funkcjonuje jako
biatko opiekuncze, ktore w warunkach stresowych wiaze biatka 1 zapobiega ich denaturacji i
agregacji [Sanbe 2011]. CRYAB jest zaangazowane w regulacje szlaku ubikwityny-
proteasomu [Lin i in. 2006]. Moze réwniez hamowac¢ apoptozg [Liu i in. 2007]. Biatko to
silnie oddzialuje z czynnikami FGF-2, NGF-B, VEGF, insuling oraz B-katenina [Ghosh i in.
2007].

Zaburzenia funkcji, ekspresji i mutacje genu alpha-B-krystaliny sa zwiazane z
wystegpowaniem chordob neurodegeneracyjnych, jak choroba Alzheimer’a, choroba Alexandra,
Parkinsona, stwardnienie rozsiane, miopatie, desminopatie, katarakta, wielosystemowa
atrofia, nowotwory [Kida 1 in. 2010, Jehle 1 in. 2010]. Akumulacja CRYAB zwtlaszcza w
oligodendrocytach i astrocytach, rzadziej w neuronach jest wiazana z wystgpowaniem
wylewow, encefalopatii, chorob infekcyjnych i1 demielinacji, leukodystrofii oraz epilepsji
[Kida i in. 2010].
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4.1.2. Dostepnosé sekwencji 5'-GUC-3’ w obrgbie mRNA GFP, DNMT1, GLI1 i
CRYAB

4.1.2.1. Wybor miejsca docelowego mRNA

Rybozym hammerhead katalizuje transestryfikacje substratow po sekwencji 5'-NUH-3’,
gdzie N oznacza dowolny nukleotyd, U urydyng natomiast H adenozyng, cytozyn¢ lub
urydyn¢ niezwiagzana wigzaniami wodorowymi. Stala szybkos$ci reakcji katalizowanej przez
rybozym HHRz maleje w nastgpujacym porzadku: GUC, AUC > GUA, AUA, CUC > AUU,
UUC, UUA > GUU, CUA >UUU, CUU [Sun i in. 2000]. Z tych wzgledow jako miejsca
docelowe dziatania rybozyméw wybrano trinukleotydy GUC przy koncu 5 mRNA
wybranych genow GFP, DNMT1, CRYAB, GLII (Rys. 4.1 - 4.4). Ze wzgledu na istotno$¢
wariantow alternatywnego sktadania genu GLI1, wybrane miejsce GUC znajduje si¢ w

regionie wspolnym dla wszystkich trzech izoform.

NM_001885,

1
61
121
181
241
301
361
421
481
541
601
661

Homo sapiens,

gacccctcac
ccccttettt
gttggallllc
ctccttcecctg
ggacag

ggtgttggga
tttcatctcc
cattacttca
Itctgqccct
ccccaagaaa
cagtgaatga
ttatcaaact

actcacctag
cctttccact
gatcttttcc
cgggcaccca

gatgtgattg
agggagttcc
tccet at
gagcgcacca
tagatgccct
aa-t tgtg
Aaataaaatart

CRYAB 691 bp mRNA

ccaccatgga
cccccagccg
cgac-tac
gctggtttga

atgtgaa
aggtgcatgg
acaggaaata

catcgccatc
cctctttgac

caccacccct
cagttcttcg

ttccctga-cc ttctacc

cactggactc
gcacttctcc
aaaacatgaa
ccggatccca

ctga tggg-ct cactgtg

ttcccatcac
ttcttgaatt
actagtgctg
cattcaacaa

ccgtgaagag
gcatttttta
aagcttatta

c

tcagagatgc
ccagaggaac
gagcgccagg
gctgatgtag
aatggaccaa
aagcctgctg
aaacaagaaa
atgctaaggg

ggatccgccg
gagagcacct
ttcggccacc
gcctggagaa
tcaaagttaa
atgaacatgg
accctctcac
ggaaac ag.
tcaccgcagc
gtttccccac
caggcccaaa

Rys. 4.1. Sekwencja korica 5' mMRNA genu CRYAB wraz z zaznaczonymi trinukleotydami GUC (gtc) w kolorze
rézowym. Wybrane miejsce docelowe zaznaczono kolorem zielonym (T1-255 nt).

NM_005269,

1
61
121
181
241
301
361
421
481
541
601
661
721
781
841
an1

Homo sapiens,

cccagactcc
accctcctcect
gagccctgcet
c t-t ggcc
ccagccagag

aagttga
ctgcagacgg
acatctccag
ttcccagcce
g cccatg
ccaacttgce
ttggaaggtg
ctggatggge
actgactgcc
cacatcaaca
toctcoceoacaa

GLI1,
agccctggac
gagacgccat
tccggcece
cgcccttectg
agaccaacag
ccaagaagcg
ttatccgcac
gaggctccta
agatgaatca
actctgcccg
agctgaa
atat cag
gggaggacct
gttgggatgg
gcgagcacat
acctaaagacco

3618 bp

cgcgcatccc
gttcaactcg
cctcceeca

ccaccaagct
ctgcaccgag
ggcact [e]
ctcacccagce
collllatctc
ccaaaaaggg
gggtgggatg
tgagctggac
ccccaactcc
cgagagagag
ctgcagccag
ccacggggag

cttcaraaaco

mRNA

gagcccagcyg
atgaccccac

.agqgggccc

aacctcat
ggcccactct
atctcacctc
tcecectegtag
tccattggea
ccctcgeccett
atcccac
atgctggttg
acaggcatac
gagaagcgtg
gaatttgact
cggaaggagt

cacgtacatac

cccagacaga
caccaatcag
ccagtgtggg
cggccccca
tttcttctcce
tlllogatac
ctttcatcaa
ccatgagccc
cctttggg

gcaagtgccg
aggatcccct
agcctgaatc
cccaagagca
tcgtgtgcca

taaotaattcoa

gt-c ccac

tagctatggc
gacagaagga
cagttatggg
ccggagtgca
cagcctggac
ctcgcgatgce
atctctggga
cagccttgt
cccttce
ggaggaaccc
gttggggatg
tgtgtatgaa
gctggtgcac
ctgggggggc

catacacaaa

Rys. 4.2. Sekwencja korica 5' mRNA genu GLI1 wraz z zaznaczonymi trinukleotydami GUC (gtc) w kolorze
rézowym. Wybrane miejsce docelowe zaznaczono kolorem zielonym (T1-585 nt).
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U57609,
661
721
781
841
901
961

1021
1081
1141
1201
1261
1321
13R1

gatccatcgce
tg-qagct
gcgatgccac
tgccectggece
ccgaccacat
agcgcaccat
agggcgacac
acatcctggg
acaagcagaa
gcgtgcagcet
tgcccgacaa
gcgatcacat
aactatacaa

Cloning vector pEGFP-N3,

caccatggtg
ggacggcgac
ctacggcaag
caccctecgtg
gaagcagcac
cttcttcaag
cctggtgaac
gcacaagctg
gaacggcatc
cgccgaccac
ccactacctg

ctgctg
ataaaagcaac

675-1394:
agcaagggcg
gtaaacggcc
ctgaccctga
accaccctga
gact t
gacgacggca
cgcatcgage
gagtacaact
aaggtgaact
taccagcaga
agcacccal
gagttcgtga
cacaactata

gene="egfp"
aggagctgtt
acaagttcag
agttcatctg
cctacggcgt

actacaagac
tgaagggcat
acaacagcca
tcaagatccg
acacccccat
Icgccctgag
ccgccgccygg
agqatcataate

caccggggtg
cgt cggc
caccaccgge
gcagtgctte
.cccgaaggc
ccgcgccgag
cgacttcaag
caac-tat
ccacaacatc
cggcgacggc
caaagacccc
gatcactcte
aaccatacca

gtgcccatcc
gagggcgagg
aagctgcccqg
agccgctacc
ta c-cagg
gtgaagttcg
gaggacggca
atcatggccg
gaggacggca
cccgtgcetgce
aacgagaagc
ggcatggacg

catttataaa

Rys. 4.3. Sekwencja kodujqca gen GFP na wektorze pEGFP-N3 wraz z zaznaczonymi trinukleotydami GUC (gtc)

w kolorze rézowym. Wybrane miejsce docelowe zaznaczono kolorem zielonym (T1-92 nt).

ccceccacgcece
ttccgecgega
atgccggcgce
cccgacgatg
tgtgtgaagg
ttatgtgact
aaajjijaaat
cgggaagtga
ggaatggcag
agcaaﬁcg
agcaccaggc
caggaagagt
gatgagaaga
gaacctgaaa
gaagaaaaga
gagccggaca
aaagatgaga
gaaaaagaac
gaggagaaga
aaaacalilila
gacgaccctg
ctgacaaatg
gcgctteccece
cccatcgaca
ccaatctatg
ataaatgaat
acctcatttg
ctgatgcagg
gactcgacct
aacttgaacc
gtggagagtt
atgcgggacc
cggcagacca
accaagctgg
agagaagaca
cagcctgagt
cggagcaagc
gacgatgagg
gggaagaaga
gatgggaaga
gactgt] t
gegetgtggg
acagacacag
aaagaacatac

NM_001379, Homo sapiens, DNMT1,
1 ggctccgttce

61
121
181
241
301
361
421
481
541
601
661
721
781
841
901
961
1021
1081
1141
1201
1261
1321
1381
1441
1501
1561
1621
1681
1741
1801
1861
1921
1981
2041
2101
2161
2221
2281
2341
2401
2461
2521
2581
2641

catccttctg
cggactgggg
aaagccgggg
gtaccgcccce
tccgcaggcg
agaaattgaa
tggaaaccaa
cccttttaaa
atggac-t
atgccaacag
atggagaggc
aaaccaccat
ctgaaagagc
gacgtagagt
gagcaaaatc
gactccgaag
gagaagccag
agaagcacag
ctgaaaaagt
gacgcaaaac
tgaactccaa
acctcaaata

agcacaaact
ccggcctcat
atgatgaccc
ggtggatcac
ccgaatacat
agaagatcta
atgaggacct
gcttcacaga
atgacgaggc
tgatcaagct
tcaggcattc
tctaccagat
aggagaacgc
gtgggaaatg
aggcttgcca
aajilloatoa
agaaacagaa
agagttacta
ctgttattce
aggacagcag
tcctecggggce

aacttteata

5377 bp mRNA linear

cacagggtat
tggtagacgc
cgcctgcgcet
agcccgggtg
gctcaaagat
tctcttgcac
attacgtaaa
taaagatttg
agaaaacggg
cccccccaaa
taagcctgaa
cacatctcat
caaatcggat
tacatccaga
aggaacgcgc
tcaaaccaaa
ggcaggcgtg
aa aaccc
aaatccacag
gacccccaaa
gacccaccct
tgggcagcac

gat
gacctgcttc
cgagaagaat
atctcttgaa
tggctttgat
tctgatggat
catcagcaag
gatcaacaag
ggactccctc

cggggacagt
ggctggg

taccagggag
cttcgatact
ctttaagcgc
taaagcctgce
agagcggagg
taacatccca
caagaatcgc
taagaaggtg
agatgattcc
caacgggcag

cacjillogac

tatccacaac

cgcctctcectce
cgcctccget
gccgccgecg
cccacactgg
ttggaaagag
gaatttctgc
gaagaattat
tccttggaga
aaccaagcaa
cccctttcceca
ccttcaccta
tttgcaaagg
gajjificatca
gaacgagttg
actgaaaagg
gaaccaacac
caggctgacg
aaagatctag
atttctgatg
gaaccaacgg
cccaagtgca
ccaccagacg
gccaacgagt
agtgtgtact
atcgaactct
ggtggtgtta
ggaggtgaaa
ccca ccg
attgtggtgg
atcgagacca
ctgcgacacg
gatgagcagc
acgctgggac
aaggacaggg
ttcttecgecag
cggcgatgtg
aaggacatgg
tﬁccaata
gagatgccgt
atctcttggg
tgcattgatg
tcaaaaccgc
atgtttcacg
cctctggagce
Aaaaataaaaa

cgtttggtac
catcgcccct
C tgctga
(oo ccggc
acagcttaac
aaacagaaat
ccgaggaggg
acggtgctca
gaagtgaagc
aacctcgcac
gccccaggat
gccctgccaa
aggaagaaga
ctagaccgct
aagaagaaag
ccaaacagaa
aggacgaaga
ctgccaaacg
aaaaagacga
agaaaaaaat
ttcagtgcgg
cggtggatga
ctggctttga
gtaagcacgg
tettttetgg
atggcaaaaa
aggccctcat
agtatgcgcc
agttcctgca
cggttcctcc
cgcagtttgt
cecatcttecet
agaggcgagc
gacccacgaa
agcaaattga
gcillitotaa
ttaaatttgg
tggccatgaa
cacccaaaaa
tcggagaagce
cggaaaccct
tgtatctage
cccactggtt
tgttcttggt

tcatactacaa

atcccctcect
ccccatcggt
agcctccgag
catctcgctg
agaaaaggaa
aaagaatcag
ctacctggct
tgcttacaac
ccgtagagtg
gcccaggagg
tacaaggaaa
acggaaacct
caaagaccag
tcctgcagaa
agatgaaaaa
actgaaggag
tggagacgag
gaggcccgaa
ggatgaaaag
ggctcgcgcece
gcagtacctg
gccacagatg
gagttatgag
tcacctgtgt
ttcagcaaaa
tecttggeecce
cggcttcagc
catatttggg
gagcaattcc
ttctggcctce
ggtggagcag
gacaccctgc
ccaggcgagg
agccaccacc
aaaggatgac
ggtgtiillag
tggcagtgga
ggaggcagat
aatgcaccag
clillaagact
ggaagtgggg
aag acg
ctgcgetggg
ggatgaatgt

aagccoaatad

Rys. 4.4. Sekwencja korica 5' mRNA genu DNMT1 wraz z zaznaczonymi trinukleotydami GUC (gtc) w kolorze
rozowym. Wybrane miejsce docelowe zaznaczono kolorem zielonym (T1-1338 nt). Ramiona otaczajqce
alternatywne trinukleotydy zaznaczono kolorem zé#tym (T2-223 nt, T3-607 nt, T4-1656 nt, T5-1949 nt, T6-
2156 nt, T7-2516 nt).
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4.1.2.2. Charakterystyka struktury drugorz¢dowej substratu

W celu analizy dostgpno$ci miejsc transestryfikacji w obrgbie mRNA wykorzystano
program RNAfold do przewidywania struktury drugorz¢dowej substratow. Do programu
wprowadzono ~200 nukleotydowe sekwencje regionow zawierajacych miejsce GUC
podlegajace transestryfikacji. Wszystkie wybrane miejsca transestryfikacji (T1) wystgpowaty
w regionach zaangazowanych w tworzenie par zasad (Rys. 4.5). W przypadku substratu GFP,
sekwencja GUC znajdowala si¢ w regionic symetrycznego  obustronnego
jednonukleotydowego wybrzuszenia, natomiast w mRNA GLI1 nukleotyd G stanowit
jednostronne wybrzuszenie (Rys. 4.5). Substrat CRYAB znajdowat si¢ w krotkim regionie
dwuniciowym (6 pz) w poblizu dwustronnego niesymetrycznego wybrzuszenia. Trinukleotyd
(T1) GUC mRNA DNMT1 znajdowat si¢ W obrgbie helisy o dtugosci 9 pz.

Pierwsze algorytmy przewidywania struktury drugorzedowej RNA byly oparte o metody
wykorzystujace najnizsza warto$¢ energii swobodnej (ang. minimal free energy, MFE)
[Mathews i in. 1999]. Obecnie aplikacje wykorzystuja dodatkowo programowanie
dynamiczne oraz analizy statystyczne. Metody przewidywania w oparciu o MFE maja pewne
ograniczenia: i) model najblizszego sasiedztwa nie jest kompletny, ii) nie wszystkie
czasteczki RNA znajduja si¢ w stanie rownowagi, a kinetyka procesu zwijania moze mie¢
wplyw na ostatecznie przyjeta strukture, iii) niektore czasteczki RNA moga przyjmowac
docelowo kilka aktywnych konformacji [Mathews 2006]. Mimo swoich ograniczen metoda ta
jest najczesciej wykorzystywana do przewidywania struktury drugorzedowej. Sposrod
przyjetych modeli termodynamicznych najbardziej popularny jest tzw. model Turnera
[Mathews 1 in. 1999]. Posiada on 7600 oszacowanych zasad najblizszego sasiedztwa i opiera
si¢ na zatozeniu, ze stabilno$¢ danej pary zasad lub petli zalezy od jej sekwencji oraz
przylegajacej pary zasad lub reszt niesparowanych [Hajiaghayi i1 in. 2012].

Bioinformatyczne metody oszacowania dostgpnosci miejsc katalitycznych dla
rybozyméw hie biora pod uwage wplywu sekwencji substratu na geometri¢ centrum
katalitycznego i1 aktywno$¢ czasteczki [Mercatanti i in. 2002, Lucier i in. 2006].
Zaproponowano mechanizm inwazji oligonukleotydu (ON) do natywnej struktury RNA,
pokazujacy w jaki sposéb moze doj$¢ do wymuszenia dostepnosci sekwencji RNA [Serikov i
in. 2011]. Zjawisko to moze wyjasnia¢ dziatanie np. rybozyméw. Z tych wzgledow wybrane
miejsca docelowe nie zostaly odrzucone pomimo cech sugerujacych brak dostgpnosci ze

wzgledu na charakter dwuniciowy.
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Rys. 4.5. Struktura drugorzedowa ~200-nukleotydowych fragmentow mRNA genow GFP, DNMTI, GLII oraz
CRYAB uzyskana metodq minimalizacji energii swobodnej MFE w programie RNAfold. Docelowq sekwencje
GUC zaznaczono w czerwonym owalu. Kolor niebieski — regiony dwuniciowe, kolor zoéity — regiony

jednoniciowe.
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4.1.2.3. Poréwnanie 16-nukleotydowych miejsc docelowych dla rybozyméw w obrebie
MRNA

Wszystkie wybrane miejsca docelowe rybozymow posiadaly sekwencje 5'-GUC-3' oraz
C w pozycji +1 (5'-GUCC-3), pare A-U lub U-A w pozycji -1 (5'-*/uGUC-3) oraz par¢ G-C
lub C-G w pozycji -2 (5-°/c*yGUC-3") (Rys. 4.6). Podobichistwo sekwencji 16-
nukleotydowych fragmentow substratow w obrgbie ramion (poza GUC) do GFP wynosity
odpowiednio: DNMT1 (30.8%), CRYAB (23%), GLI1 (23%). Najwyzsze podobienstwo
sekwencji wykazywaly migdzy soba substraty CRYAB-GLI1 (53.8%), mniejsze GLI1-
DNMT1 (15.4%) oraz CRYAB-DNMT1 (23%). Ilo$¢ par GC w obrgbie ramion (poza GUC)
wynosita 53.8% (CRYAB), 69.2% (GLI1), 76.9% (GFP) oraz 38.5% (DNMTL1). Sposrod
wielu mozliwych miejsc w wigkszosci przypadkow wybrano te, ktorych 6-nukleotydowe
sekwencje otaczajace zawieraly 50% lub wigcej nukleotydow G/C.

Sekwencja substratu ma wpltyw na aktywno$¢ rybozymow typu hammerhead in vitro
[Fedor i Uhlenbeck 1990]. Jest bardzo prawdopodobne, ze takze w warunkach komoérkowych
ma ona istotne znaczenie dla aktywnosci czasteczki nie tylko w aspekcie dostgpnosci
substratu. Niestety nadal niewiele wiadomo na temat wptywu reszt w okreslonych pozycjach

ramion rybozymu.

CRYAB-T16 5’ - - 37
GLI1-T16 5’ - - 37

GFP-T16 5’ - - 37
DNMT1-T24 5’ - U U - 37

Rys. 4.6. Poréwnanie sekwencji 16-nukleotydowych substratow rybozymow w obrebie mRNA GFP, GLI1,
DNMT1 oraz CRYAB. Kolorem rézZowym zaznaczono trinukleotyd GUC. Ciemnozielony — reszty guanozyny,
zielony — reszty cytydyny, zotty — reszty urydyny, niebieski — reszty adenozyny.

4.1.3. Projektowanie rybozyméw hammerhead obnizajacych poziom ekspresji genu
GFP
Projektowanie nowego, wysoce aktywnego w warunkach komorkowych, rybozymu typu
hammerhead oparto o optymalizacje dlugosci elementu taczacego centrum Xkatalityczne
czasteczki z dodatkowym motywem stabilizujacym strukturg trzeciorzedowa (ang. tertiary
stabilizing motif, TSM). Motywy TSM nie wykazuja zachowawczosci ewolucyjnej [Chi i in.
2008]. Czteronukleotydowa petla GAAA (ang. tetraloop, TL) stanowi integralny element
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ramienia Il rybozymu typu hammerhead. Z tego wzgledu postanowiono wykorzystaé w
charakterze TSM element receptora czteronukleotydowych petli (ang. tetraloop receptor,
TLR).

Zaprojektowano cztery rybozymy hammerhead wobec mRNA biatka zielonej
fluorescencji (GFP) (substrat T1 - lokalizacja: 92 nt): minimalny HHgfp-0 oraz trzy
wydtuzone HHRz. Rybozymy wydtuzone zawieraty dodatkowy motyw stabilizujacy strukture
trzeciorzegdowa (TSM) oparty o sekwencje receptora czteronukleotydowych petli (TLR)
pochodzaca z intronéw grupy I Tetrahymena. HHRz" roznity si¢ od siebie dlugoscia helisy 1
taczacej TSM z centrum katalitycznym czasteczki, ktéra wynosita 6 pz (HHgfp-6), 5 pz
(HHgfp-5), 4 pz (HHgfp-4) (Rys. 4.7). Celem badan bylo oszacowanie wplywu polozenia
wzgledem siebie elementow strukturalnych TLR i TL oraz wyselekcjonowanie wariantu
najbardziej aktywnego w ludzkich liniach komorkowych. Projektowanie oparto o modularny
charakter RNA zdefiniowany w tej pracy w postaci tzw. strategii aranzacji elementow
strukturalnych (ang. structure elements arrangement, SEA). Polega ona na taczeniu
fragmentow RNA o0 zdefiniowanej strukturze drugorzedowej. Takie podejécie pojawito si¢ w
biologii molekularnej pod nazwa tektoniki RNA i oparte jest na zatozeniu, ze elementy
struktury drugorzedowej wykazuja wysoka trwatos$¢ niezaleznie od kontekstu przestrzennego
[Westhof i in. 1996].

Wobec mMRNA GFP zaprojektowano tacznie 4 rybozymy hammerhead, DNAzym 10-23,
antysensowy DNA (AS-DNA), antysensowy RNA (AS-RNA), DNA o sekwencji nie
wykazujacej komplementarnos$ci do komérkowych RNA tzw. przypadkowej (ang. scrambled)
(SKR-DNA) oraz trzy mutanty rybozymu HHgfp-5 (HHgfp-5MY™, HHgfp-5MY"%, HHgfp-
5MUT3). MUTI1 oraz MUT?2 posiadaly mutacje w obregbie centrum katalitycznego rybozymu,
MUTS3 posiadat TSM w postaci spinki do wtoséw z przewaga par zasad G-C w trzonie helisy
(Rys. 4.7). Zostaly one wykorzystane w charakterze czasteczek kontrolnych do analizy
dostgpno$ci miejsca transestryfikacji w mRNA oraz do pordéwnania aktywnos$ci z
zaprojektowanymi rybozymami. Wszystkie zaprojektowane rybozymy wobec mRNA GFP

okreslono jako grupg HHgfp.
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Rys. 4.7. Struktury drugorzedowe rybozymow grupy HHgfp. HHgfp-0 — rybozym minimalny. Pozostate rybozymy
zostalty wydluzone poprzez dolqczenie elementu TLR (receptor czteronukleotydowej petli, ang. tetraloop
receptor) przy kovicu 5. Na fioletowym tle zaznaczono rybozymy wydhizone HHgfp" bedqce punktem wyjscia do
dalszych analiz. Czgsteczki zaprojektowane w oparciu o SEA (ang. structure elements arrangement) posiadajq
symbol ,,a”, w oparciu o minimalizacje energii swobodnej (MFE) przypis ,,b”, jezeli sekwencja zostala
zmieniona po modelowaniu MFE, oznaczenie ,,c¢”. Regiony zmutowane rybozyméow MUTI-3 zaznaczono na
niebieskim tle. Miejsce transestryfikacji oznaczono czarnym pelnym trojkatem (pustym w przypadku rybozymow
nie wykazujqcych aktywnosci katalitycznej). W prostokatnych ramkach zaznaczono region fqczqcy TSM i
centrum katalityczne rybozymu o roznej diugosci w zaleznosci od wariantu czqsteczki. Kolor czerwony — nic¢
substratowa, kolor niebieski — nic rybozymu, TL — czteronukleotydowa petla (ang. tetraloop).
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DNAzymy katalizuja transestryfikacjg RNA w reakcji zaleznej od jondéw
dwuwartosciowych. Do katalizy dochodzi pomigdzy pirymidyna zaangazowana w tworzenie
pary zasad oraz wolna puryna. Najwigksza aktywnos$¢ katalityczna wykazuja DNAzymy 10-
23 rozpoznajace miejsca AU oraz GU [Santoro i Joyce 1997]. Z tego wzgledu zastosowane
deoksyrybozymy mogly zosta¢ zaprojektowane w celu rozpoznawania i transestryfikacji tych
samych miejsc docelowych co rybozymy hammerhead. Antysensowe kwasy nukleinowe
rozpoznaja miejsca docelowe na zasadzie komplementarnosci i prowadza do zablokowania
procesu biosyntezy biatka funkcjonujac na zasadzie zawady przestrzennej lub poprzez udziat
RNazy H [Dias i Stein 2002].

Dotychczas do stabilizacji struktury trzeciorzedowej rybozyméw wykorzystywano
naturalne motywy TSM, otaczajace ich domeng katalityczna [Khvorova i in. 2003;
Saksmerprome i in. 2004; Weinberg i Rossi 2005; Nelson i Uhlenbeck 2008A]. Nowa
generacje efektywnych HHRz dziatajacych in trans tworzono na dwa sposoby: i) poprzez
wydhluzenie helisy I i zastapienie petli wybrzuszeniem lub ii) wprowadzenie do helisy I
koncow 5’ i 3" odpowiednio rybozymu i substratu [Carbonell i in. 2011]. Najbardziej aktywne
in trans sa pochodne rybozymu wirusa PLMVd (ang. peach latent mosaic viroid) oraz STRSV
[Carbonell i in. 2011].

Receptory czteronukleotydowych petli GNRA zaangazowane sa w oddzialywania
trzeciorzedowe i czgsto wystepuja w duzych czasteczkach RNA. W intronach grupy [ i Il oraz
RNazie P domena ta zostata zidentyfikowana jako ewolucyjnie zachowawcza [Costa i Michel
1995]. Rybozym TLR-HRz-gp41 hydrolizujacy transkrypt genu gp41 wirusa HIV-1
zaprojektowano poprzez dotaczenie do konca 5’ minimalnego rybozymu HHRz™ fragmentu
RNA zawierajacego motyw receptora dla czteronukleotydowej petli GAAA [Fedoruk-
Wyszomirska i in. 2009B]. Przyjeto, ze oddziatywania pomigdzy czteronukleotydowa petla i
jej receptorem beda stabilizowaé aktywna konformacje rdzenia katalitycznego podnoszac
wydajnos¢ transestryfikacji w niskich stezeniach jonow magnezu [Fedoruk-Wyszomirska i in.
2009B]. Zaprojektowano tylko jeden rybozym zawierajacy TLR, nie potwierdzono jego
struktury drugorzedowej 1 nie przeprowadzono optymalizacji potozenia elementow
strukturalnych wzgledem siebie.

Obecnos¢ magnezu wplywa na oddziatywanie petli TL z receptorem TLR. Pomigdzy 0 i
10 mM stezeniem MgCl, wystgpuje okoto 40-krotny wzrost sily wigzania, ale kompleks
petla:receptor jest tworzony nawet w $rodowisku pozbawionym jonéw Mg?* [Hodak i in.

2005]. Z wykorzystaniem spektroskopii magnetycznego rezonansu jadrowego (ang. nuclear
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magnetic resonance, NMR) wykazano, ze dwuwartosciowe jony metali stabilizuja kompleks

czteronukleotydowej petli GAAA z jej receptorem [Davis i in. 2007].

4.1.4. Projektowanie rybozyméw hammerhead obnizajacych poziom ekspresji genu
DNMT1

Projektowanie wykorzystujace modularny charakter RNA (SEA) zaklada, ze rybozymy
opracowane na podstawie tego samego schematu powinny wykazywa¢ podobna aktywno$¢
wobec roznych gendéw docelowych. Analogicznie do czasteczek skierowanych wobec mRNA
GFP, zaprojektowano dwa zestawy rybozymow rozpoznajacych miejsca GUC (substraty T1-
1338 nt oraz T2-223 nt) mMRNA metylotransferazy | DNA (DNMT1): minimalny HHdnmt-0
oraz wydtuzone HHdnmt-6, HHdnmt-5, HHdnmt-4 zawierajace dodatkowy element TLR
(Rys. 4.8). W celu sprawdzenia dostgpnosci miejsc transestryfikacji zaprojektowano 7
DNAzymoéw (T1-1338 nt, T2-223 nt, T3-607 nt, T4-1656 nt, T5-1949 nt, T6-2156 nt, T7-
2516 nt). Wszystkie zaprojektowane rybozymy wobec mRNA DNMT1 okreslono jako grupg
HHdnmt. Struktury drugorzedowe rybozyméw HHdnmt oparte o MFE rdznity sig od tych dla
HHgfp.
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HHdnmt-0
+TLR

] ] g
*AA GCUGUCCAUC UUUG ¢
== HHdnmt-6a HHdnmt-5a HHdnmt-4a

Rys. 4.8. Struktury drugorzedowe rybozyméw grupy HHdnmt (T1). HHdnmt-0 rybozym minimalny. Pozostate
rybozymy zostaly wydluzone poprzez dolqczenie elementu TLR (receptor czteronukleotydowej petli, ang.
tetraloop receptor) przy koncu 5'. Czqsteczki zaprojektowane w oparciu o SEA (ang. structure elements
arrangement) posiadajq symbol ,,a”, w oparciu o minimalizacje energii swobodnej (MFE) przypis ,,b”, jezeli
sekwencja zostala zmieniona po modelowaniu MFE, oznaczenie ,,c”. Na fioletowym tle zaznaczono rybozymy
wydluzone przeciwko DNMT1 wg MFE. Miejsce transestryfikacji oznaczono czarnym petnym trojkqtem. W
prostokqtnych ramkach zaznaczono region lqczqcy TSM i centrum katalityczne rybozymu o roznej diugosci w
zaleznosci od wariantu czqsteczki. Kolor czerwony — ni¢ substratowa, kolor niebieski — nic rybozymu, TL —

czteronukleotydowa petla (ang. tetraloop).
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4.2. Aktywnos¢ in vitro rybozymoéw HHgfp oraz HHdnmt
4.2.1. Optymalizacja warunkow reakcji

Analiz¢ aktywnosci Kkatalitycznej zaprojektowanych rybozymow prowadzono w
warunkach reakcji jednoobrotowej z nadmiarem rybozymu wzgledem substratu. Reakcje
mozna podzieli¢ na dwa etapy: denaturacje/renaturacje (I) oraz transestryfikacje (I1)
(Tab. 4.1).

Tab. 4.1. Warunki reakcji katalizowanej przez HHRz in vitro podlegajace zmianom w trakcie badan 2z
wyszczegdlnieniem etapow denaturacji/renaturacji (1) oraz transestryfikacji (11). PEG — glikol polietylenowy.

Etap Warunki
e  Denturacja 2' 70°C lub jej brak

e  Schiadzanie do 25 °C 2h w urzadzeniu Thermomixer lub przez noc w
| tazni wodnej

. Substrat z rybozymem razem w mieszaninie lub osobno

e  Stosunek rybozym:substrat (1:10, 1:100)

e  Stezenie jonow Mg?* (1 mM, 10 mM, 100 mM)

e Obecno$é innych jonow (Mn?*)

e  Temperatura (25 °C, 37 °C)

1 e  pH buforu (7.5, 8)

e  Czas reakcji (45 min — 8h)

e  Obecnos¢ dodatkowych zwigzkow (spermina, PEG)

e  Dhugos$é substratu (12, 16, 24, 138 nukleotydow)

Warunki transestryfikacji substratu in vitro wybrano analizujac aktywno$¢ rybozymow
skierowanych wobec mRNA GFP (Denaturacja 2 min 70°C oraz schtadzanie do 25 °C 2h
przez noc w tazni wodnej, 5h reakcji transestryfikacji 37 °C, pH 7,5, stosunek
rybozym:substrat 1:100, 1 oraz 10 mM stezenie magnezu, substrat 16 lub 24 nt oraz 10 mM
spermina). Zostaly one wykorzystane do oceny aktywnosci pozostalych rybozymoéw i
obliczenia wartosci obserwowane;j statej szybkosci reakcji (Kops)-

Potwierdzono, Ze analizowane warianty wykazuja specyficzng wzgledem sekwencji
reakcje in vitro w warunkach zblizonych do fizjologicznych (Rys. 4.9). Wykazano, ze
wydluzenie czasu renaturacji i wolniejsze schtadzanie mieszaniny reakcyjnej poprawiaja

parametry kinetyczne rybozymoéw, a dtugosé¢ substratu (16 nt — 138 nt) ma niewielki wplyw
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na aktywno$¢ wigkszosci czasteczek. Zastosowanie buforu o pH 8 zwigkszalo aktywnos¢
katalityczna rybozymow, jednakze taka warto$¢ pH odbiega od warunkéw komoérkowych,
dlatego w reakcji optymalnej stosowano bufor o pH 7.5. Stosowano dwa stezenia jondw
magnezu: 1 mM w celu potwierdzenia mozliwosci transestryfikacji przy niskim stezeniu tego
jonu oraz 10 mM, aby wyodrebni¢ wyrazne roéznice w aktywnosci wszystkich rybozymoéow
(Rys. 4.9). Rybozymy zmutowane w obrebie centrum katalitycznego nie wykazywaty
aktywno$ci katalitycznej in vitro (Rys. 4.10).

A 1 mM MgClo
S L P&
SEROERGERS

—m— —— <=
B 10 mM MgCI2
Q'Q Q'(b Qf° xQ’b‘
AN N K
) ) )
| = | e e - &

Rys. 4.9. Akywnosé¢ Kkatalityczna rybozyméw HHgfp-0, HHgfp-6, HHgfp-5, HHgfp-4 in vitro w
wyselekcjonowanych warunkach optymalnych réznigcych sie stezeniem jonow magnezu (A — 1 mM MgCl,, B —
10 mM MgCl,). K1 — substrat w wodzie, K2 — substrat w buforze z magnezem, T16 — substrat o diugosci 16 nt,
P8 — produkt reakcji o diugosci 8 nt.

o ‘ ‘ <—T16
‘ <— P8

Rys. 4.10. Aktywnos¢ katalityczna rybozyméw HHgfp-0, HHgfp-5M™, HHgfp-5M'™ in vitro w
wyselekcjonowanych warunkach optymalnych. K — substrat w buforze z 10 mM MgCl,, T16 — substrat o dlugosci
16 nt, P8 — produkt reakcji o dlugosci 8 nt.
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Jednym z ograniczen zwiazanych z zastosowaniem Kkatalitycznych RNA jako
terapeutykow jest zalezno$¢ ich aktywno$ci od wzglednie wysokich stezen jonéw magnezu
[Fedoruk-Wyszomirska i in. 2009B]. In vitro, najwyzsza wydajno$¢ hydrolizy RNA
katalizowana przez minimalny rybozym HHRz" obserwuje si¢ w obecnosci okoto 10 mM
Mg®* [Stage-Zimmermann i Uhlenbeck 1998], podczas gdy stezenie magnezu w komorce
waha si¢ w zakresie 0.5 - 1 mM [Uetani i in. 2003]. Nie wiadomo, czy st¢zenie jondw nie
ulega zmianom w kontek$cie czasu i przestrzeni. Podstawowym celem w projektowaniu
nowych katalitycznych kwaséw nukleinowych jest zwigkszenie ich aktywnosci katalitycznej
w fizjologicznym stgzeniu jonéw magnezu. Nie zbadano jednak rozmieszczenia
przestrzennego stezen jondw w komorce. Roznice moga wynikaé miedzy innymi z asocjacji z
kwasami nukleinowymi.

Obecnos¢ w komorce roéznych jonow moze wspolnie mie¢ wpltyw na aktywnos$é
katalityczna rybozymow [Schnabl i Sigel 2010]. Mangan stanowi najlepszy kofaktor
(wzmacnia reakcj¢ okoto 1000-krotnie lepiej niz magnez), jednakze wystepuje w najwyzszym
stezeniu w mitochondriach. Jest ono jednak 1000-krotnie nizsze od st¢zenia magnezu w
cytoplazmie. Sumujac te efekty, z réwnym prawdopodobienstwem w mitochondriach
kofaktorem moze by¢ Mg?* lub Mn®*. Stwierdzenie, ktory jon komérkowy i w jakim stezeniu

jest niezbedny do wewnatrzkomoérkowej aktywnosci rybozymow jest dalece utrudnione.

4.2.2. Parametry kinetyczne rybozyméw HHgfp oraz HHdnmt

Warianty minimalne rybozymow grup HHgfp oraz HHdnmt byty najbardziej aktywne in
vitro, natomiast wydtuzone wykazywaty nizsza efektywno$¢ reakcji (Tab. 4.2). W przypadku
rybozyméw minimalnych obserwowano pojawienie si¢ produktu reakcji juz przy czasie
poczatkowym (0 min) (Rys. 4.11). Jest to zwiazane z wysoka aktywnoscia tego wariantu,
ktory katalizuje reakcje transestryfikacji juz w czasie etapu renatruracji bez obecnosci jonow
magnezu.

Uzyskane wartosci obserwowanej statej szybkosci reakcji katalitycznej dla wydtuzonych
rybozyméow hammerhead HHgfp oraz HHdnmt byty nizsze od opisywanych dla minimalnych
oraz wydluzonych rybozymdéw pochodzenia naturalnego. Wartosci kops dla tych czasteczek
mieszeza sie w zakresie 0.1-2 min™ przy 10 mM stezeniu jondw Mg®* [Roychowdhury-Saha i
in. 2011, Sheptinovskaya i Uhlenbeck 2010, Nelson i Uhlenbeck 2008A].
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Tab. 4.2. Wartosci kg (Min™) rybozyméw hammerhead HHgfp oraz HHdnmt-5.

Rybozym Kobs (Min™) Blad
HHgfp-0 0.42277 $01
HHgfp-6 0.05744 +0.03
HHgfp-5 0.00525 +0.002
HHgfp-4 0.000184 +0.0001

HHdnmt-5 0.00891 +0.001

K o0 1 2 4 8 16 32 64 128 256
Af N - T16
- - - O B S S e e -

P8

—

- ’
K 0) 1 2' 4 8' 16' 32 64' 128' 256
B

e o e — o — - - - | 116
' P8

S — - e A . AW

Rys. 4.11. Wydajnos¢ powstawania produktow reakcji transestryfikacji in vitro katalizowanej przez rybozymy
HHgfp-5 (A) oraz HHgfp-0 (B) w zaleznosci od czasu. K — substrat w buforze z magnezem, T16 — substrat o
diugosci 16 nt, P8 — produkt reakcji o diugosci 8 nt, 0-256' — czas w minutach.

4.2.3. Tworzenie kompleksow rybozymow z substratami

Aby znalezé przyczyny niskiej aktywnoséci in vitro wydluzonych rybozymow
hammerhead, analizowano wydajno$¢ tworzenia ich komplekséw z substratami. Obserwacja
znakowanego radioizotopowo HHgfp-5 w mieszaninie z substratem i w obecnos$ci r6znych
buforéw wykazala zréznicowana wydajno$¢ tworzenia komplekséw w zalezno$ci od sktadu
mieszaniny reakcyjnej. Inkubacja w buforze V1 powodowata efektywna transestryfikacj¢ oraz
tworzenie kompleksu (45.6%) (Rys. 4.12 A). Natomiast w $rodowisku Tris-HCI pH 7.5
uzyskano kompleks z wydajnoscia 12%. W pozostatych przypadkach kompleks tworzony byt
na poziomie 50% dla buforu S1, 52% dla TMN oraz 30% dla buforu hybrydyzacyjnego (H).
Bufory roznity si¢ sktadem i st¢zeniem jondw metalu oraz pH. Z tych wzgledéw nie mogly

zosta¢ wykorzystane do analizy aktywnos$ci rybozymow in vitro.
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Wynikiem inkubacji fluorescencyjnie znakowanego substratu z rybozymem w warunkach
reakcji bez magnezu 1 sperminy byto powstanie kilku dodatkowych prazkéw, migrujacych
wolniej w natywnym zelu poliakrylamidowym (Rys. 4.12 B). Sugerowalo to tworzenie
alternatywnych konformerow, przylaczanie kilku czasteczek substratu lub agregacje
rybozyméw. W przypadku rybozymu HHgfp-0 pojawity si¢ dwa dodatkowe prazki, HHgfp-6
oraz HHgfp-4 — trzy, natomiast cztery dla HHgfp-5. Analiza densytometryczna ujawnita

zréznicowany udziat iloSciowy prazkow.

A K HO Tris S1 V1 TMN H

Kompleks

D .. < gT0-5.T16
P d s st b | < HHfp-5

xQ’Q xQ’Q) Q’63 <
RS
5 K X XY

Ll PR

b — 2

- <3
& 3
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Rys. 4.12. Analiza tworzenia komplekséw rybozyméw z substratem T16 w natywnym zZelu poliakrylamidowym.
(A) Obserwacja znakowanego radioizotopowo HHgfp-5 w mieszaninie z substratem i w obecnosci réznych
buforéw. (B) Badanie fluorescencyjnie znakowanego substratu inkubowanego z rybozymem w warunkach reakcji
bez magnezu i sperminy. K(A) —rybozym HHgfp-5, K(B) —substrat T16, H,O — rybozym w wodzie, Tris — rybozym
w buforze Tris-HCI pH 7.5, S1, V1, TMN, H — bufory, P8 — produkt reakcji o diugosci 8 nt, 1-4 — dodatkowe

pasma alternatywnych konformerow, polqczonych kilku czgsteczek substratu lub agregacje rybozymow 2
substratami.
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Niska wydajnos¢ tworzenia kompleksu rybozym:substrat w warunkach in vitro w buforze
Tris-HCI pH 7.5 pokazata, ze warunki te nie sa wystarczajace, aby wydtuzone rybozymy
mogly przyja¢ konformacje natywna niezbedna do wydajnej transestryfikacji. Pozostate
analizowane bufory (S1, V1, TMN, H) nie mogly zosta¢ wykorzystane do okreslania
aktywnosci katalitycznej czasteczek ze wzgledu na zawarto$¢ jonow jedno- oraz
dwuwarto$ciowych. Zaobserwowano, ze wydluzone HHgfp-6, HHgfp-5 oraz HHgfp-4 moga
tworzy¢ alternatywne konformery, lub tez wiaza¢ niespecyficznie dodatkowe czasteczki
aktywnos¢ in vitro wzgledem HHgfp-0.

Mozliwo$¢ przyjmowania alternatywnych struktur jest cecha réznych czasteczek RNA.
Wykazano, ze modelowy tRNA moze przyjmowaé dwie alternatywne struktury — nieaktywna
typu spinka do wloséw oraz aktywna typu liscia koniczyny w zaleznosci od stezenia jondw
metalu [Madore i in. 1999, Shelton i in. 2001]. Podobny proces scharakteryzowano dla
intronow grupy I Tetrahymena, ktére moga wystgpowac¢ w postaci subpopulacji czasteczek
roézniacych si¢ efektywnoscia hybrydyzacji substratu i katalizy [Solomatin 1 in. 2010].
Podobne obserwacje wuczyniono dla innych wydluzonych rybozymoéw hammerhead
[Roychowdhury-Saha i in. 2011, Kaddour i in. 2011].

Niewielkie czasteczki RNA przyjmuja natywna strukture trzeciorzedowa w czasie
nizszym niz 50 ms [Woodson 2010A]. Wraz ze zwigkszaniem rozmiaréw czasteczKi wzrasta
czas przyjmowania aktywnej konformacji RNA in vitro i moze on wynosi¢ kilka minut, a
nawet kilka godzin ze wzgledu na konieczno$¢ duzych zmian strukturalnych czasteczki
[Woodson 2010A]. Powolne zwijanie czasteczki determinuje tempo, w jakim RNA moze
petni¢ swoja biologiczng funkcjg. Proces ten stanowi specyficzne ,,waskie gardlo” reakcji
katalitycznej i potencjalnie wymaga zaangazowania mechanizméw komorkowych [Mortimer

i Weeks 2009].

4.3. Aktywnos$¢ rybozyméw HHgfp oraz HHdnmt w ludzkich liniach komérkowych
Warunki in vitro nie umozliwity wyboru najbardziej aktywnego wydtuzonego wariantu
rybozymu. Z tych wzgledow wszystkie czasteczki poddano analizie w ludzkich liniach
komorkowych. Jako uktad modelowy do badania wewnatrzkomérkowej aktywnosci
rybozymoéw wykorzystano linie komorkowe HelLa. W przypadku HHgfp-0, HHgfp-6, HHgfp-
5, HHgfp-4 oraz czasteczek kontrolnych (antysensowego DNA, DNA o sekwencji
przypadkowej, antysensowego RNA, zmutowanych rybozyméw w obregbie rdzenia
katalitycznego HHgfp-5MY™, HHgfp-5MY" i w obszarze TSM HHgfp-5""" oraz DNAzymu
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10-23) wykonywano rownolegla transfekcje wektorem pEGFP-N3, kodujacym gen GFP pod
kontrola silnego promotora (ang. co-transfection). Komoérki poddawano analizie 24 godziny
po transfekcji. Warunki procesu wprowadzania czasteczek katalitycznych oraz wektora do
komorek zostaty zoptymalizowane i1 nie wptywaty na aktywno$¢ kwasow nukleinowych.

Analizg aktywno$ci wewnatrzkomoérkowej dla grupy rybozyméw HHdnmt obnizajacych
poziom mMRNA DNMT1 (T1) przeprowadzono w komoérkach HelLa oraz HEK 293T.

4.3.1. Zmiany poziomu fluorescencji komoérek w obecnosci rybozymow HHgfp

Wyniki eksperymentéw z wykorzystaniem HHgfp badano z wykorzystaniem mikroskopu
fluorescencyjnego oraz czytnika ptytek (Rys. 4.13). Analiza ilosciowa wykazata obnizenie
emisji $wiatta zielonego przez komorki o okoto 60-70% przy transfekcji najbardziej
aktywnymi czasteczkami (HHgfp-5, HHgfp-4). Rybozymy wykazywaty aktywno$¢ zalezna

od stezenia, a przy 50 nM mozna bylo najwyrazniej zaobserwowac roznice w aktywnosci

czasteczek.
HHgfp-0 HHgfp-6 HHgfp-5 HHgfp-4
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Rys. 4.13. Analiza wewnqtrzkomorkowej aktywnosci rybozymow na poziomie fluorescencji z wykorzystaniem
mikroskopu fluorescencyjnego (A) oraz czytnika plytek (B-C). (A) Zmniejszenie ilosci komorek, w ktorych
ekspresji ulega gen GFP pod wplywem transfekcji rybozymami. (B) llosciowa analiza poziomu fluorescencyji
wplywem rybozymdéw i czqsteczek kontrolnych. (C) Obnizenie poziomu fluorescencji w zaleznosci od stezenia
rybozymu HHgfp-5. HH — rybozym hammerhead, SKR — sekwencja nie wykazujqcq komplementarnosci do RNA

komérek HelLa i pEGFP, AS — sekwencja antysensowa, K — komdrki nie traktowane rybozymami lub
czqsteczkami kontrolnymi.
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4.3.2. Obnizanie poziomu mRNA oraz bialka pod wplywem rybozymoéw
Przeprowadzono izolacje catkowitego RNA oraz poddano go dziataniu DNazy 1. Jakos$¢
uzyskanego materialu sprawdzano poprzez analize rozdziatu w Zelu agarozowym (Rys. 4.14).
Do dalszych badan wybierano préby wykazujace rowna ilo§¢ materiatu oraz brak degradacji.
Uzyskany w wyniku odwrotnej transkrypcji cDNA postuzyt jako matryca do tancuchowej
reakcji polimeryzacji (ang. polymerase chain reaction, PCR) oraz ilosciowego PCR w czasie
rzeczywistym (ang. quantitative real-time PCR, qPCR). W przypadku wigkszoSci genow

wykorzystano po jednym zestawie starterow.

Rys. 4.14. Elektroforeza RNA w Zelu agarozowym jako metoda analizy jakosciowej. K — material z komorek nie
transfekowanych rybozymem, 1-4 material z komorek transfekowanych odpowiednio rybozymami HHgfp-0,
HHgfp-6, HHgfp-5, HHgfp-4.

4.3.2.1. Wykorzystanie lancuchowej reakcji polimeryzacji do okreslenia zmian poziomu
mMRNA GFP

Uzyskany w wyniku odwrotnej transkrypcji cDNA GFP postuzyt jako matryca do
tancuchowej reakcji polimeryzacji (ang. polymerase chain reaction, PCR). Oceny poziomu
ekspresji dokonano wzgledem genu referencyjnego GAPDH (dehydrogenaza aldehydu 3-
fosfo-glicerynowego) (Rys. 4.15).

Analiza prazkow wykazata obnizenie poziomu cDNA GFP w komoérkach HeLa po
transfekcji rybozymami hammerhead. Wyzsza aktywno§¢ wewnatrzkomérkowa wykazywaty
rybozymy wydtuzone wzgledem wariantu minimalnego, przy czym HHgfp-5 oraz HHgfp-4
najlepiej obnizaty poziom mRNA GFP.
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Rys. 4.15. Rozdzial elektroforetyczny produktow reakcji PCR GFP w zZelu agarozowym wobec markera wielkosci
100-1000 pz (M) oraz genu referencyjnego GAPDH. K — produkty PCR na matrycy cDNA z komdrek nie
transfekowanych rybozymem, 1-4 produkty PCR na matrycy cDNA z komdrek transfekowanych odpowiednio
rybozymami HHgfp-0, HHgfp-6, HHgfp-5, HHgfp-4. GFP — biatko zielonej fluorescencji, GAPDH -
dehydrogenza aldehydu 3-fosfo-glicerynowego.

4.3.2.2. Zastosowanie ilosciowego PCR w czasie rzeczywistym do okreslenia zmian
poziomu MRNA pod wplywem rybozymow

Analiz¢ ilosciowa (qPCR przeprowadzono metoda kwantyfikacji wzglednej. Z tego
wzgledu wykonywanie reakcji zostatlo poprzedzone analiza wykorzystywanych starterow
technika rozcienczen matrycy (Rys. 4.16) [Schefe i in. 2006]. Polega ona na przeprowadzeniu
reakcji qPCR na wspolnej matrycy cDNA oraz jej rozcienczeniach dla wszystkich par
starterow. W wykonanych badaniach analizowano uzyskane krzywe standardowe zaleznosci
rozcienczenia matrycy od cyklu, w ktérym obserwowano tzw. punkt odcigcia (Ct) (Rys. 4.16
A). Powinny by¢ one rownolegte do siebie, a wspotczynnik ,,a” rownania nachylenia krzywej
(y = a X + b) nie powinien roznic¢ si¢ o wigeej niz 0.1 pomigdzy zestawem starterow dla genu
badanego oraz referencyjnych (beta aktyna, ACTB oraz fosforybozylotransferaza
hipoksantyny-guaniny, HPRT).

Wyselekcjonowany w uktadzie modelowym najlepszy wariant rybozymu miat postuzy¢
do zaprojektowania analogicznych czasteczek do obnizania poziomu MRNA GLI1 oraz
CRYAB. Rownolegle zaprojektowano i analizowano startery dla tych genow. Ze wzgledu na
istotnos¢ funkcjonalng izoform genu GLI1 zaprojektowano dwa zestawy primeréw tGLI1 (dla

izoformy tGLI) oraz 123GLI1 (obejmujacych wszystkie izoformy). Celem takiego dziatania
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byto sprawdzenie zr6znicowanego wplywu rybozymu na obnizanie poziomu mRNA izoform
zaangazowanych w procesy nowotworzenia.

W wigkszo$ci przypadkéw rdéznica wartosci nachylenia krzywych standardowych
(wspotczynnikow ,,a” ze wzoru y = a x + b) dla wybranych starteréw wobec gendéw
referencyjnych nie przekraczata 0.05 (AACTB, AHPRT) (Rys. 4.16 B). Jako$¢ uzyskanych
produktow PCR oceniano poprzez analize krzywych topnienia (Rys. 4.17). W wigkszos$ci
przypadkow (wyjatek stanowit zestaw dla tGLI1) uzyskiwano produkty o wysokiej czystosci
o czym $wiadczyly pojedyncze piki na wykresie. Ze wzglgdu na niejednorodno$¢ produktu
PCR powstalego w wyniku amplifikacji z uzyciem starterow tGLI, nie zostaly one

wykorzystane w dalszych analizach.

A 45
40 /
35 / /
30 _/__p.
e A CTB
5 el HPRT
< 257 “
> .______—/_‘ w=y=GFP
° / = DNMT1
20 i CRYAB
// =9=tGLI1
1236GLI1
15 1 A——
10
5
0 T r T
x1 x5 x25 x125 X625
Rozcienczenie matrycy
B Gen Nachy lenie °C A ACTB AHPRT
krzywej
ACTB 2,129 60 - 0,061
HPRT 2,068 60 -0,061 -
DNMT1 2,123 62 -0,006 0,055
CRYAB 2,097 60 -0,032 0,029
GFP 2,094 60 -0,035 0,026
123GLN 2,031 59 -0,037 -0,092
tGLI1 2,037 57 -0,086 -0,06

Rys. 4.16. Analiza starteréow do reakcji ilosciowego PCR w czasie rzeczywistym metodq rozcienczen matrycy. (A)
Krzywe standardowe dla wszystkich starterow wykorzystanych w analizach gPCR uzyskane przy rozcienczeniach
matrycy cDNA x1, x5, x25, x125, x625. (B) Pordwnanie parametru nachylenia krzywej (wspotczynnika a ze
WzOruy = a x + b) i réznic pomiedzy nimi wobec genéw referencyjnych (AACTB oraz AHPRT).
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Rys. 4.17. Przykladowe krzywe amplifikacji reakcji qPCR i topnienia starteréw dla wybranych eksperymentow.
(A) Otrzymywanie krzywych standardowych do optymalizacji starterow GFP, ACTB oraz HPRT reakcji metodq
rozcienczen matrycy. (B) Analiza gPCR GFP dla prob kontrolnych oraz traktowanych rybozymami. (C) Analiza
qPCR genow referencyjnych ACTB oraz HPRT tego samego eksperymentu.

Analiza zmian poziomu mRNA pokazata, ze wydluzone rybozymy wykazuja wyzsza
aktywno$¢ w komorkach niz rybozym minimalny, przy czym HHgfp-5 najbardziej obniza
ekspresj¢ genu do 0.27 wzglednego poziomu docelowego RNA (Rys. 4.18). Pozostate
czasteczki obnizaly ekspresj¢ do 0.78 (HHgfp-0), 0.69 (HHgfp-6), 0.4 (HHgfp-4), 0.78
(Dzgfp), 1.07 (AS-DNA), 0.9 (AS-RNA), 0.83 (SKR-DNA), 0.38 (HHgfp-5M ™). Wyniki
byly istotne statystycznie (p<0.05).
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Rys. 4.18. Obnizenie poziomu mRNA GFP pod wplywem dziatania rybozyméw | DNAzyméw w komérkach Hela
analizowane z wykorzystaniem techniki qPCR. K — komorki nie traktowane rybozymami lub czqsteczkami
kontrolnymi, HH — rybozym hammerhead, Dz — DNAzym 10-23.
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Rys. 4.19. Obnizenie poziomu mRNA DNMTI pod wplywem dziatania rybozymow i DNAzyméw w komdrkach
HEK 293T analizowane z wykorzystaniem techniki gPCR (A - dla substratu T1, B - dla substratu T2 ,C - analiza
dostegpnosci miejsc T1-6). K — komérki nie traktowane rybozymami lub czasteczkami kontrolnymi, HH — rybozym

hammerhead, Dz — DNAzym 10-23, DNMT1 — metylotransferaza 1 DNA, T1-6 — numer miejsca docelowego w
substracie mRNA.
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Analiza aktywno$ci wewnatrzkomoérkowej rybozymoéw wobec DNMTL (T1) wykazata
ich niska aktywno$¢ w komorkach Hela oraz HEK 293T. Czasteczki obnizaly poziom
MRNA nastepujaco: HHdnmt-0 (0.97), HHdnmt-6 (0.96), HHdnmt-5 (0.82), HHdnmt-4
(0.85), Dzdnmt (0.9) (Rys. 4.19). Roéznice pomigdzy aktywnos$cia rybozymow nie
wykazywaly istotno$ci statystycznej przy p<0.05. Zastosowane kontrolne DNAzymy,
skierowane na 5 miejsc docelowych oraz grupa rybozyméw HHdnmt skierowanych na
miejsce (T2) nie doprowadzity do spadku poziomu ekspresji. Nie uzyskano analogicznych
wynikoéw aktywnosci rybozymow skierowanych przeciwko GFP oraz DNMT].

Zastosowany w obu przypadkach system projektowania oparty o modularny charakter
RNA nie bierze pod uwage wplywu sekwencji substratu na struktur¢ kompleksu
rybozym:substrat. Zaprojektowane wobec réznych genéow docelowych rybozymy z grup HH-
6, HH-5, HH-4 nie posiadaty analogicznych struktur (Rys. 4.7, 4.8). Druga przyczyng niskiej
aktywnosci rybozymow HHdnmt moze stanowi¢ brak dost¢pnosci dwuniciowego fragmentu
MRNA DNMT1 oraz mala ilos¢ par GC w sekwencji substratu, co sprzyja szybkiemu
oddysocjowaniu rybozymu od mRNA (Rys. 4.6). Rybozym hammerhead HHRz rozpoznaje
docelowa sekwencj¢ w RNA wedhug regut parowania typu Watsona-Cricka. Dtugos¢ i sktad
nukleotydowy ramion otaczajacych miejsce hydrolizy powinny zapewnia¢ na tyle silne
wiazanie rybozymu HHRz do substratu, aby uniemozliwi¢ przedwczesne oddysocjowanie
[Fedor i Uhlenbeck, 1990]. Z tych wzgledow zweryfikowano strategie projektowania
czasteczek katalitycznych RNA.

4.3.2.3. Wykorzystanie metody Western Blot do okreslenia zmiany poziomu bialek pod
wplywem rybozymoéw

W réwnolegle prowadzonych eksperymentach zebrano komorki, przeprowadzono

izolacjg catkowitego biatka oraz oszacowano jego ilo$¢ w celu wykonania analizy Western

Blot. Jako$¢ uzyskanego materialu sprawdzano poprzez rozdzial w zelu poliakrylamidowym z

SDS (Rys. 4.20). Do dalszych badan wybierano jedynie proby wykazujace réwna ilosé

materiatu oraz brak degradacji. Densytometryczna analize iloSciowa reakcji prowadzono po

skanowaniu membran i ich ocenie w programie MultiGauge 3.0 (FujiFilm).

82



WYNIKI I DYSKUSJA

Rys. 4.20. Analiza jakosci oraz ilosci biatka w zelu poliakrylamidowym z SDS. K — material z komérek Hela nie
transfekowanych rybozymem, 1-4 material z komérek HelLa transfekowanych odpowiednio rybozymami HHgfp-
0, HHgfp-6, HHgfp-5, HHgfp-4.
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Rys. 4.21. Aktywnos¢ rybozyméw i czasteczek kontrolnych wobec mRNA GFP w komorkach HeLa analizowana
na poziomie biatka. A - Western Blot przeciwko genom GFP oraz GAPDH (referencja). K — komoérki nie
traktowane rybozymami lub czgsteczkami kontrolnymi, HH — rybozym hammerhead, Dz — DNAzym 10-23, SKR —
sekwencja przypadkowa, AS - sekwencja antysensowa, GAPDH - dehydrogenaza aldehydu 3-fosfo-
glicerynowego, GFP — biatko zielonej fluorescencji.
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Rys. 4.22. Aktywno$¢ rybozymow i czqsteczek kontrolnych wobec mRNA DNMT1 w komdrkach Hela
analizowana na poziomie biatka. A - Western Blot przeciwko genom DNMT1 oraz GAPDH (referencja). K —
komorki nie traktowane rybozymami \ub czgsteczkami kontrolnymi, HH — rybozym hammerhead, GAPDH -
dehydrogenaza aldehydu 3-fosfo-glicerynowego, DNMT1 — metylotransferaza 1 DNA.

Analiza metoda Western Blot potwierdzila, ze wydtuzone rybozymy wykazuja wyzsza
aktywnos¢ w komorkach wobec mMRNA GFP niz rybozym minimalny, przy czym HHgfp-5
powoduje najwyzsze obnizenie ekspresji genu docelowego do 0.25 na poziomie biatka
(Rys. 4.21). Pozostale czasteczki obnizaty ekspresje do 0.53 (HHgfp-0), 0.4 (HHgfp-6), 0.43

(HHgfp-4), 0.45 (Dzgfp), AS-0.56 (DNA), 0.49 (AS-RNA), 0.71 (SKR-DNA), 0.43 (HHgfp-

MUT3 MUTL
5 5

). Analiz¢ wptywu nieaktywnych katalitycznie rybozyméw HHgfp- oraz HHgfp-
5MUT2 badano na poziomie biatka, ktérego poziom wynosit odpowiednio do 0.95 oraz 1.12.
Uzyskane wyniki byly istotne statystycznie (p<0.05). Analiza Western Blot aktywnos$ci
rybozymoéw grupy HHdnmt nie wykazala istotnego wplywu tych czasteczek na ekspresje

genu DNMT1 (Rys. 4.22).

4.3.2.4. Zastosowanie metody RPA do okreslenia zmian poziomu mRNA pod wplywem
rybozymu HHgfp-5

Przeprowadzono analiz¢ RPA (ang. RNAse Protection Assay) pozwalajaca na wykrycie i
analize¢ ilosciowa okreslonych czasteczek RNA w mieszaninie komorkowych RNA [Young i
in. 2003]. W tym celu zaprojektowano sondy o sekwencji antysensowej (komplementarnej)
oraz sensowej (kontrolna). Sondy inkubowano w warunkach sprzyjajacych hybrydyzacji z
calkowitym RNA komorek kontrolnych Hela oraz transfekowanych wektorem pEGFP-N3 i
rybozymem HHgfp-5. Proby kontrolne traktowano jedynie plazmidem pEGFP-N3.
Mieszaning po hybrydyzacji poddawano hydrolizie rybonukleazami. Nastgpnie prowadzono

rozdziat elektroforetyczny w zelu poliakrylamidowym i dokonywano analizy ilosciowej w
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programie MultiGauge. Wykorzystana sonda oprocz wiazania specyficznej sekwencji mRNA
GFP, wiazata si¢ takze niespecyficznie z rybonukleazami oraz prawdopodobnie DNA
pozostalym po syntezie sondy pomimo zastosowania DNAzy |. Przed analiza ilo$ciowa
podjeto normalizacje uzyskanych wynikow. Polegala ona na odjeciu  wartosci
niespecyficznego prazka (w probie ,,+) od warto$ci prazkow istotnych eksperymentalnie (W
probach K2 oraz HHgfp-5). Po tym etapie oszacowano, ze HHgfp-5 obnizat poziom mRNA
GFP 0 85% (Rys. 4.23). Wyniki byly istotne statystycznie (p<0.05).

Sonda S Sonda-A
K1 K2 HHgfp-5 S-A  + - K1 K2 HHgfp-5 S-A  + -

- ‘02:

Rys. 4.23. Analiza poziomu RNA z komdrek kontrolnych HelLa (K2) oraz traktowanych rybozymem HHgfp-5
metodq RPA (ang. RNase protection asay). Po lewej kontola negatywna z sondq o sekwencji sensowej (S). Po
prawej eksperyment z wykorzystaniem sondy o sekwencji antysensowej (A). K1 — sama sonda, S-A —mieszanina
sond o sekwencji sensowej (S) oraz antysensowej (A), + kontrola bez matrycy, z tRNA oraz RNazami, - kontrola
bez matrycy i RNAz z tRNA.

<— Sonda-A

<— Sonda-S

<— Sonda-substrat
dupleks

4.4. OKreslenie struktury drugorzedowej rybozymow
4.4.1. Zastosowanie metody chemicznej i enzymatycznej do analizy struktur
drugorzedowych rybozyméw HHgfp oraz HHdnmt

W projektowaniu rybozymoéw rozwazane byly dwa podejScia strategiczne: laczenie
blokow RNA metoda SEA oraz modelowanie w oparciu 0 MFE. Struktury zaproponowane
dzigki SEA oznaczane byty jako ,,a”, natomiast uzyskane w oparciu o MFE ,,b”. Aby dociec,
ktore podejscie jest bardziej precyzyjne przeprowadzono analiz¢ struktury drugorzedowe;j
rybozymow metoda chemiczna (z wykorzystaniem jonéw otowiu) oraz enzymatyczna
(rybonukleazy T1, S1, V1) in vitro. Analizie tej poddano rybozymy HHgfp-5, HHgfp-6,
HHgfp-4, HHdnmt-5. Ze wzgledu na niska efektywno$¢ tworzenia kompleksu rybozymu z
substratem oraz wysoki poziom transestryfikacji w buforze V1 analiza strukturalna obje¢ta
jedynie region TSM rybozymu nie zwiazanego z substratem. Struktura drugorz¢dowa tego
elementu stanowita czynnik réznicujacy czasteczki projektowane w oparciu o MFE i SEA
(Rys. 4.24).
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Zgodnos¢ danych eksperymentalnych z modelem struktury drugorzedowej obliczono
poprzez zsumowanie liczby oznaczonych miejsc hydrolizy zgodnych z zatozonym modelem,
pomnozenie przez 100% 1 podzielenie przez catkowita liczbg oznaczonych eksperymentalnie
lokalizacji. Dla HHgfp-5b wyniosta ona 94% w poréwnaniu do 65% dla HHgfp-5a (Rys.
4.24). W przypadku HHgfp-6 79% dla struktury ,,b” oraz 50% dla struktury ,,a”. Struktury
HHdnmt-5a oraz HHdnmt-5b wykazywaty roéwna zgodno$¢ z wynikami eksperymentalnymi
58%. Jedynie w przypadku HHgfp-4 struktura ,,a” wykazala wigksza zgodno$¢ z wynikami
eksperymentalnymi (75%) niz ,,b” (50%). Uzyskane wyniki potwierdzity duza zgodnos¢
danych eksperymentalnych z modelowaniem w oparciu o0 MFE.

Struktury drugorzedowe wygenerowane z wykorzystaniem MFE dla grupy rybozymow
HHdnmt r6znity si¢ od HHgfp. Pomimo jednakowej strategii projektowania w oparciu o SEA
uzyskano dwie populacje czasteczek rézniacych si¢ od siebie. Sugeruje to, ze projektowanie
rybozymoéw stabilizowanych przez element TLR powinno wzia¢ pod uwage wptyw sekwencji
substratu na catkowita konformacj¢ kompleksu, a struktura powinna zosta¢ potwierdzona
eksperymentalnie. Zidentyfikowano 46 odrgbnych konformerow opisujacych rozktad katow
torsyjnych i geometri¢ jednostki fosforanowo-cukrowej [Richardson i in. 2008]. Zmiana
cho¢by jednego kata torsyjnego, w zwiazku =z powstajacymi oddziatywaniami
rybozym:substrat moze prowadzi¢ do lokalnych zmian, dajac czasteczki rozniace sig
wlasciwosciami [Richardson i in. 2008].

Dane eksperymentalne uzyskane metodami wykorzystujacymi jony otowiu oraz
rybonukleazy wzajemnie si¢ uzupetniaja. Odczynniki chemiczne reaguja z czasteczkami RNA
w miejscach stereochemicznej dostgpnosci. Z kolei rybonukleazy wykazuja specyficznosé
wzgledem zdefiniowanych miejsc w strukturze badz sekwencji RNA. Warunki dziatania
nukleaz roznia si¢ jednak od siebie, co moze mie¢ wptyw na strukturg¢ RNA. Z kolei hydroliza
RNA w pewnych miejscach moze potencjalnie powodowac¢ zmiany strukturalne i prowadzi¢
do powstania artefaktow [Ehresmann i in. 1987].

Minimalizacja energii swobodnej mimo swoich ograniczen stanowi najbardziej popularng
metod¢ przewidywania struktury drugorzedowej RNA, ktora polega na analizie zaleznosci
sekwencji od stabilno$ci termodynamicznej tworzonych kanonicznych par zasad [Mathews i
Turner 2006]. Dla sekwencji krotszych niz 700 nukleotydow pozwala ona na prawidlowe

przewidzenie struktury drugorzedowej w 70% [Wan i in. 2011].
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Rys. 4.24. Struktura drugorzedowa regionu TSM rybozymu HHgfp-5 (na szarym tle, elementy niezalezne od
obecnosci substratu). (A) Autoradiogram 20% zelu poliakrylamidowego z produktami hydrolizy enzymatycznej
rybozymu  znakowanego radioaktywnym fosforem przy koricu 5'. (B) Autoradiogram 20% zelu
poliakrylamidowego z produktami hydrolizy z udzialem jonéw olowiu Pb®" rybozymu znakowanego
radioaktywnym fosforem przy koncu 5'. Po prawej alternatywne struktury rybozymow w oparciu o projektowanie
wedtug SEA (HHgfp-a) oraz MFE (HHgfp-b). Czarny tréjkqt — hydroliza z udziatem V1, strzatka - hydroliza z
udziatem S1, kropki - hydroliza z udzialem jonéw Pb*, K — czqsteczka nietraktowana, L — alkaliczna hydroliza
w warunkach kontrolowanych, T1 — ograniczona hydroliza z udziatem RNazy T1, HH — rybozym hammerhead,

HH+T16 — rybozym w obecnosci substratu T16.
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4.4.2. Wlasciwosci Katalityczne rybozyméw HHgfp-5 oraz HHgfp-5MY™ w reakcji z
substratami o r6znej dlugosci

Zaproponowana strategia projektowania rybozyméw SEA data w rezultacie czasteczki
rozniace si¢ struktura drugorzgdowa. Wedlug projektow rybozymoé6w 1 analizy MFE
kompleksow rybozymow z substratami struktura rybozymu HHgfp-5b wykazuje zaleznos¢ od
hybrydyzacji substratu, poniewaz region 5’ rybozymu tworzy z nim helis¢ o dtugosci 3 pz.
Natomiast w projekcie opartym o SEA, struktura rybozymu nie jest zalezna od substratu. W
zwiazku z tym poréwnano aktywnosci in vitro HHgfp-5 oraz HHgfp-5""", ktorego struktura
(wg MFE) wskazuje na niezalezno$¢ struktury regionu TSM od sekwencji substratu
(Rys. 4.25). W badaniach wykorzystano substraty o dlugosci 12 oraz 16 nukleotydow (T12,
T16). Krotszy substrat byt pozbawiony regionu oddziatujacego dodatkowym fragmentem
helikalnym z HHgfp-5b. Efektywnos¢ transestryfikacji T12 z udziatem HHgfp-5 byta bardzo
niska (15.5%), podczas gdy dla T16 wyniosta az 98% (Rys. 4.26). HHgfp-5""V"® wykazywat
wysoka aktywno$¢ dziatania niezaleznie od dlugosci substratu. Obnizony poziom
transestryfikacji substratu T12 przez rybozym HHgfp-5b byt rezultatem braku mozliwo$ci
przyjecia struktury warunkujacej wydajna aktywnos$¢ katalityczna. Hybrydyzacja rybozymu
do substratu o dlugo$ci co najmniej 16 nukleotydow umozliwiata przyjecie struktury

charakterystycznej dla modelu HHgfp-5b.
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Rys. 4.25. Poréwnanie cech struktury drugorzedowej rybozyméw HHgfp-5b (A) oraz HHgfp-5M"™ (B) oraz
sekwencji substratow T16 oraz T12 (C). Miejsce transestryfikacji oznaczono czarnym petnym tréjkqtem. Kolor
czerwony — ni¢ substratu, kolor niebieski — ni¢ rybozymu.
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Rys. 4.26. Poréwnanie aktywnosci rybozyméw HHgfp-5 oraz HHgfp-5MY" w zaleznosci od diugosci substratu in

vitro. K — substrat w buforze Tris pH 7.5 z magnezem, 1 — substrat, rybozym w buforze z 10 mM MgCl,, 2 -
substrat, rybozym w buforze z 10 mM MgCl, oraz 10 mM sperming, T16 — substrat o dtugosci 16 nt, T12 —
substrat o dfugosci 12 nt, P8 — produkt reakcji o dlugosci 8 nt, P7 — produkt reakcji o diugosci 7 nt.

4.4.3. Zaproponowanie struktury dla nowego rybozymu HH-5N.

Na podstawie badan w liniach komoérkowych oraz analiz strukturalnych zaproponowano
nowy wydtuzony rybozym hammerhead HH-5b (HH-5N) (Rys. 4.27). Jest on stabilizowany
przez dodatkowy element TSM przy koncu 5', skladajacy si¢ ze struktury typu spinka do
wlosow (A) z helisa H4, potaczenia trzech helis (B) oraz dodatkowego regionu
rozpoznawania substratu (H5). Spinka A oddziatuje z H2, co determinuje przyjgcie przez
centrum Katalityczne rybozymu odpowiedniej geometrii warunkujacej wysoka aktywno$é
wewnatrzkomorkowa. Polaczenie trzech helis B zawiera cztery niesparowane nukleotydy,
ktorych lokalizacja pomigdzy helisami umozliwia ulozenie wzglgdem siebie elementow A
oraz H2. Region H5 poprawia specyficzno$¢ rybozymu i powinien zawiera¢ co najmniej 3

pary zasad, najlepiej silne pary G-C.
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Rybozym HH-5N wykazuje wysoka wydajno$¢ wewnatrzkomoérkowej transestryfikacji
wobec roznych docelowych mRNA. Pewna wada jest wystgpowanie dodatkowego regionu
hybrydyzacji z substratem (HS5). Jednocze$nie stanowi on kluczowy element czasteczki,

zapewniajacy przyjecie odpowiedniej konformacji i zwigkszajacy specyficznos$¢ dziatania.

-C
A cU GNNB
NNNNNN NNNN NNN®

NNNNNNUX NNNN N NHN5N3

Rys. 4.27. Modele struktury drugorzedowej (po lewej) oraz trzeciorzedowej (po prawej) rybozymu HH-5N (HH-
5b). Regiony oddziatywan trzeciorzedowych zaznaczono ramkami. H1-5 — helisy, A — petla motywu typu spinka
do wloséw, B — motyw pofqczenia trzech helis, kolor niebieski — rybozym minimalny, czerwony — substrat RNA,
rozowy — motyw stabilizujqcy strukture trzeciorzedowq. Miejsce transestryfikacji oznaczono czarnym trojkqtem.

4.5. Projektowanie rybozyméw HH-5N wobec mRNA genow GLI1 oraz CRYAB

Wyselekcjonowano najbardziej aktywny w komoérkach wariant rybozymu HH-5N i na
jego podstawie zaprojektowano czasteczki wobec transkryptow gendéw GLI1 oraz CRYAB
(Rys. 4.28).

Pierwotny projekt na bazie strategii SEA zostal zmodyfikowany o najnizsza warto$¢
energii swobodnej (MFE) i wsparty modelowaniem czasteczek rybozymow w kompleksie z
substratami. Struktury rybozymow w oparciu o SEA posiadaja okreslenie ,,a”°, w oparciu o
MEFE ,,b”. Jezeli sekwencja rybozymu musiata zosta¢ zmieniona, aby struktura drugorzgdowa

odpowiadata wzorcowemu rybozymowi HH-5N uzyskiwata przypis ,,c”.
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Rys. 4.28. Struktury drugorzedowe rybozyméw wobec mRNA GLI1 oraz CRYAB. HHgli-0 — rybozym minimalny.
Pozostate rybozymy zostaly wydluzone poprzez dolqczenie elementu TLR (receptor czteronukleotydowej petli,
ang. tetraloop receptor) przy korcu 5'. Na fioletowym tle zaznaczono rybozym wydiuzony HHgfp-5b bedacy
punktem wyjscia do projektowania nowych czqsteczek. Rybozym HHgli-5b zostaf zaprojektowany poprzez
dofqczenie elementu TLR zgodnie z SEA, ale przedstawiony w oparciu o minimalizacje energii swobodnej
(MFE). Jezeli sekwencja zostata zmieniona po modelowaniu, dodano oznaczenie ,,c¢” (zmiany sekwencji na
szarym tle). W okregach zaznaczono rybozymy o tej samej strukturze drugorzedowej HH-5N. Miejsce
transestryfikacji oznaczono czarnym petnym trojkqtem. Kolor czerwony — ni¢ substratowa, kolor niebieski — nic
rybozymu.
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Wobec mRNA GLI1 zastosowano rybozym minimalny HHgli-0, wydtuzony HHgli-5b
(oparty o strategic SEA) oraz HHgli-5¢ (wg MFE ze zmianami w sekwencji) oraz DNAzym
10-23. W celu obnizenia ekspresji mRNA CRYAB wykorzystano rybozym HHcry-5¢ (wg
MFE ze zmianami w sekwencji) oraz DNAzym 10-23. Aby otrzymaé HHgli-5¢c zmieniono 6,
a w HHcry-5¢ 4 nukleotydy przy koncu 5’ rybozymu. Wprowadzenie zmian byto niezbedne w
celu uzyskania modelu struktury drugorzedowej HH-5N, a roéznice wynikaly z odmiennych
sekwenc;ji substratu.

Strategie projektowania rybozymow powinny uwzglednia¢ wptyw sekwencji substratu na
struktur¢ rybozymu oraz mozliwe dodatkowe oddzialywania pomigdzy oddalonymi
nukleotydami. Pierwotne podej$cie do projektowania oparte o aranzacj¢ elementow
strukturalnych SEA zostalo zmodyfikowane i ostatecznie oparte o analize struktur
drugorzedowych uzyskanych poprzez minimalizacj¢ energii swobodnej wraz z jej weryfikacja
poprzez analizy strukturalne in vitro. Uzyskanie mozliwie najbardziej precyzyjnej struktury
drugorzedowej jest elementem niezbgdnym do otrzymania wiarygodnych modeli struktury
trzeciorzedowej. Wykazano, ze skrocenie czasteczki tylko o jeden nukleotyd moze mieé

daleko idace konsekwencje strukturalne i funkcjonalne.

4.6. Whasciwosci rybozyméw HH-5N
4.6.1. Reakcja transestryfikacji in vitro

Porownano aktywno$¢ katalityczna rybozymoéow in vitro w wybranych warunkach
optymalnych (Rozdz. 4.2.1). We wszystkich przypadkach warianty minimalne rybozyméw
wykazywaly wyzsza aktywno$¢ niz wydtuzone (Tab. 4.3) (Rys. 4.29 A). Wyniki byty istotne
statystycznie (p<0.05). Analizy in vitro wydtuzonych rybozyméw wykazaty, ze szybkosé¢
reakcji katalitycznej zwigkszala si¢ dopiero okoto 30 minut po jej rozpoczgciu poprzez
dodanie jonéw magnezu i sperminy (Rys. 4.29 B). Sugeruje to, ze obecnos¢ tych czynnikoéw
w mieszaninie reakcyjnej byta niezbedna dla czasteczek do przyjecia aktywnej konformacii,

co nastgpowato w czasie okoto 30 minut.
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Tab. 4.3. Wartosci ks (M) rybozyméw hammerhead HHgfp, HHdnmt, HHgli, HHcry.

Rybozym Kobs (Min™) Blad
HHgfp-0 0.42277 +£0.12
HHgfp-6 0.05744 +0.03
HHgfp-5 0.00525 +0.002
HHgfp-4 0.000184 +0.0001
HHdnmt-5 0.00891 +0.001
HHgli-0 1.11797 +0.12
Rzgli-5b 0.323525 +0.12
Rzcry-5¢ 0.17652 +0.07
Rzgli-5¢ 0.02443 +0.004
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Rys. 4.29. Porownanie aktywnosci rybozymow in vitro. (A) Obliczony parametr Kons rvbozymow. (B) Poréwnanie

wlasnosci kinetycznych rybozymow jako funkcji efektywnosci reakcji (%) w zaleznosci od czasu w minutach.
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Wszystkie rybozymy klasy HH-5N wykazywaty niska aktywno$¢ in vitro w poréwnaniu
do ich minimalnych odpowiednikdéw, czesto wymagajac 10 mM stezenia jondw magnezu,
dodatku 10 mM sperminy oraz dlugiego okresu renaturacji (16 godzin) do uzyskania
aktywnosci katalitycznej. Niezaleznie od przedstawionych roznic w aktywnosci, badania in
vitro potwierdzity, ze katalizowana reakcja zachodzi w sposdb specyficzny wzgledem
sekwencji przy niskim stezeniu Mg2+, zblizonym do fizjologicznego.

Weczesniej pokazano, ze obecno$¢ sperminy w mieszaninie reakcyjnej moze zwigkszad
aktywnosc¢ katalityczna in vitro rybozymu hairpin [Earnshaw i Gait 1998] oraz wptywac na
konformacje kwasow nukleinowych [Real i Greenall 2004]. Syntetyczne sekwencje RNA o
tej samej dlugosci i sktadzie zasad moga ulega¢ procesowi zwijania inaczej niz czasteczki,
begdace wynikiem dzialania presji selekcyjnej w toku ewolucji [Schultes 1 in. 2005].
Projektowane rybozymy, posiadajace elementy strukturalne ré6znych RNA (TLR z intronéw
grupy | Tetrahymena oraz minimalny rybozym typu hammerhead wirusa roslinnego) moga
zatem wykazywaé inne cechy, niz fragmenty te w natywnych strukturach pochodzenia
naturalnego. Wysoce kooperatywny i specyficzny proces zwijania RNA jest rezultatem
selekcji naturalnej 1 nie wynika jedynie z whasnosci helis. Z tego wzgledu postuluje sig, ze
przewidywanie 1 projektowanie RNA powinno wzia¢ pod uwage energetyczna

kooperatywnos¢ zwijania RNA [Behrouzi i in. 2012].

4.6.2. Zastosowanie metody chemicznej i enzymatycznej do analizy struktur
drugorzedowych rybozymow HHgli oraz HHery

Aby  potwierdzi¢  struktury  drugorzegdowe  zaprojektowanych = rybozymow
przeprowadzono analiz¢ metoda chemiczna (z wykorzystaniem jonéw ofowiu) oraz
enzymatyczna (z zastosowaniem rybonukleaz T1, S1, V1) in vitro. Poddano jej rybozymy
HHgli-5b, HHgli-5¢ oraz HHcry-5. Analiza strukturalna obje¢ta jedynie region TSM
rybozymu nieoddziatujacy z nicia substratu, ktory roznit si¢ w czasteczkach projektowanych
w oparciu 0 MFE i SEA.

Obliczono ja analogicznie jak w przypadku rybozyméw grupy HHgfp. Struktury HHgli-
5c (Rys. 4.30), HHcry-5c¢ (Rys. 4.31), oraz HHgli-5b byly zgodne z przewidzianym modelem
MFE odpowiednio w 78%, 86% oraz 92%. Uzyskane wyniki potwierdzily duza zgodno$é¢

danych eksperymentalnych z modelowaniem w oparciu o MFE.
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Rys. 4.30. Struktura drugorzedowa regionu TSM rybozymu HHgli-5¢ (na szarym tle, elementy niezalezne od
obecnosci substratu). (A) Autoradiogram 20% zelu poliakrylamidowego z produktami hydrolizy enzymatycznej
rybozymu znakowanego radioaktywnie przy koricu 5'. (B) Autoradiogram 20% zelu poliakrylamidowego z
produktami hydrolizy z udzialem jonéw olowiu Pb** rybozymu znakowanego radioaktywnym fosforem przy
koncu 5'. U dotu struktura rybozymu w oparciu o projektowanie wedlug MFE. Czarny tréjkqt — hydroliza z
udzialem V1, strzalka - hydroliza z udzialem S1, kropki - hydroliza z udzialem jonéw Pb**, K — czgsteczka
nietraktowana, L — alkaliczna hydroliza w warunkach kontrolowanych, T1 — ograniczona hydroliza z udziatem
RNazy T1, HH — rybozym hammerhead.
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Rys. 4.31. Struktura drugorzedowa regionu TSM rybozymu HHcry-5¢ (na szarym tle, elementy niezalezne od
obecnosci substratu). (A) Autoradiogram 20% zelu poliakrylamidowego z produktami hydrolizy enzymatycznej
rybozymu  znakowanego radioaktywnym  fosforem przy koncu 5'. (B) Autoradiogram 20% Zelu
poliakrylamidowego z produktami hydrolizy z udzialem jonéw olowiu Pb** rybozymu znakowanego
radioaktywnym fosforem przy koricu 5'. U dofu struktura rybozymu w oparciu o projektowanie wedtug MFE.
Czarny trojkat — hydroliza z udziatem V1, strzatka - hydroliza z udziatem S1, kropki - hydroliza z udziatem jonow
Pb?*, K — czgsteczka nietraktowana, L — alkaliczna hydroliza w warunkach kontrolowanych, T1 — ograniczona
hydroliza z udzialem RNazy T1, HH — rybozym hammerhead.
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4.6.3. Obnizanie poziomu ekspresji genéw GLI1 oraz CRYAB w linii komérkowej U118
pod wplywem rybozymoéw

Badanie aktywnos$ci czasteczek obnizajacych ekspresj¢ genéw GLI1 oraz CRYAB
przeprowadzono w linii komoérkowych U118. Wykazano wysoka aktywno$¢ HHery-5c oraz
HHgli-5¢, prowadzaca do obnizenia wzglednego poziomu MRNA odpowiednio do 0.65 oraz
0.54 i biatka do 0.78 i 0.48 (Rys. 4.32, 4.33). Pozostale czasteczki doprowadzity do
obnizenia poziomu ekspresji genow docelowych do 0.9 (Dzcry), 0.58 (HHgli-0), 0.79 (Dzgli),
0.99 (HHgli-5b). Wyniki byly istotne statystycznie (p<0.05). Zaprojektowana dodatkowo
czasteczka kontrolna HHgli-5b bez zmian w sekwencji oraz posiadajaca inna strukturg
drugorzedowa niz HH-5N nie wykazata aktywno$ci wewnatrzkomorkowej w porownaniu do

HHgli-5c.
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Rys. 4.32. Aktywnos¢ rybozymoéw i DNAzyméw wobec CRYAB oraz GLI1 w komérkach Ul18 analizowana na
poziomie RNA metodq qPCR. K — komorki nie traktowane rybozymami \ub czqsteczkami kontrolnymi, HH —
rybozym hammerhead, Dz — DNAzym 10-23, GLI1 — ang. glioma associated oncogene 1, CRYAB — a-B-
krystalina.

Roéznice w skuteczno$ci obnizania poziomu ekspresji genéw docelowych GFP, CRYAB
oraz GLI1 moga by¢ spowodowane czynnikami takimi jak sekwencja substratu, rézna
dostgpnos¢ transkryptu, jego stabilnos$¢ czy regulacja ekspresji w cyklu komérkowym. Aby
sprawdzi¢ wptyw dostepnosci mRNA na wynik eksperymentow zastosowano DNAzymy 10-
23. Porownanie aktywnosci HH-0, HH-5b/c oraz DNAzymow dziatajacych przeciwko temu
samemu substratowi w komorce wykazato, ze grupa HH-5b/c stanowi najbardziej aktywne

rybozymy.
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Rys. 4.33. Aktywnosé¢ rybozymow i czqsteczek kontrolnych wobec mRNA GLI1 oraz CRYAB w komdérkach U118
analizowana na poziomie biatka wzgledem genu referencyjnego GAPDH. A - Western Blot przeciwko genom
DNMTL1 oraz GAPDH (referencja). B — Ocena ilosciowa Western Blot. K — komérki nie traktowane rybozymami
lub czgqsteczkami kontrolnymi, HH — rybozym hammerhead, GAPDH - dehydrogenaza aldehydu 3-fosfo-
glicerynowego, GLI1 — ang. glioma associated oncogene 1, CRYAB — a-B-krystalina.

4.6.4. Porownanie wlasciwosci katalitycznych rybozymow

Zaprojektowano 31 czasteczek kwasow nukleinowych w celu inhibicji ekspresji genow
wedlug réznych strategii wobec mRNA czterech genow docelowych. Ich aktywno$¢
analizowano in vitro oraz w 3 liniach komoérkowych HeLa, HEK 293T oraz U118 (Rys. 4.34).

Analiza wlasnosci kinetycznych rybozymoéw klasy HH-5N wykazata istnienie populacji
czasteczek o r6znych wihasciwosciach katalitycznych (przyjmujacych aktywna konformacjg z
roézna szybkoscia w zaleznosci od sktadu mieszaniny reakcyjnej, Rozdz. 4.6.1). Sugeruje to,
ze zamiana nieaktywnych rybozyméw w aktywne konformery w obecnosci jonéw magnezu i
sperminy wymaga czasu (15-60 minut) (Rozdz. 4.6.1). Wydaje sig¢, ze nieaktywne
konformery znajduja si¢ w kinetycznej putapce i nie przeksztatcaja si¢ w aktywne czasteczki

nawet po dlugim okresie czasu [Nashimoto 2000, Herschlag 1995]. Sugerowano, ze
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dwuetapowy proces zwijania moze stanowi¢ czynnik ograniczajacy tempo katalizy, co

wyjasnia niska aktywnos$¢ in vitro niektorych czasteczek [Buskiewicz i Burke 2012].

HHgfp-0
HHgfp-6
UKELAD MODELOWY o HHdnmt-0
GFP HHgfp-5 <T1______——HHdnmt6
Biatko zielonej fluorescenciji HHgfp-5- HHgfp-SMUT2 -—h\——HHdnmt 5
HHgfp-5"" HHd t-4
HHglp4 " S =
AS-DNA \
HHdnmt-0
SKR-DNA il HHdnmt-6
T2 T4
AS-RNA T3 Hdnmt-5
HHdnmt-4
Dzgfp
HHgli-0 HHcry-5¢
GLI1 HHgli-5b CRY <
Glioma-associated oncogene 1 Alpha-B-krystalina Dzery
HHgli-5¢
Dzgli

Rys. 4.34. Geny docelowe oraz czgsteczki kwasow nukleinowych zastosowane do inhibicji poziomu ekspresji. HH
— rybozym hammerhead, AS- sekwencja antysensowa, SKR — sekwencja przypadkowa, Dz — DNAzym, T —
docelowe miejsce w substracie mRNA, MUT1-3 — rybozymy z wprowadzong mutacjq.

Zastosowane DNAzymy potwierdzity dostgpno$¢ mRNA 1 obnizaty poziom ekspresji
genow docelowych z nizsza wydajnoscia niz HH-5N. Oligonukleotydy o sekwencji
antysensowej oraz przypadkowej (RNA i DNA) nie powodowaly znaczacego obnizenia
poziomu mRNA oraz bialka. Dziataly one prawdopodobnie na zasadzie przeszkody
strukturalnej procesu biosyntezy biatka. Rybozymy zmutowane w obrgbie centrum
katalitycznego (HHgfp-5MY™ oraz HHgfp-5MY"), ktére nie wykazywaly aktywnosci
katalitycznej in vitro, nie prowadzily do obnizenia poziomu biatka. Co ciekawe mutant
HHgfp-5M"", o sekwencji zmienionej w obrebie TSM (struktura typu spinka do wlosoéw z
duza iloscia silnych par G-C) oraz 5 par zasad w helisie I byt bardzo aktywny in vitro jak i ex
vivo. Jego aktywno$¢ wewnatrzkomorkowa byta podobna do tej, ktora prezentowaty inne
wydtuzone rybozymy. Dodanie dowolnej struktury typu spinka do wlosow przy koncu 5’
rybozymu moze stanowi¢ wystarczajacy czynnik zmieniajacy geometri¢ centrum

katalitycznego. Moze by¢ to spowodowane przez potaczony efekt specyfiki topologii
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polaczenia trzech helis oraz mozliwosci oddzialywania czteronukleotydowej petli jedynie z
bruzda RNA w regionie par G-C.

Porownanie wynikow eX Vivo oraz in vitro pokazato, ze mieszanina reakcyjna moze
stanowi¢ jedynie przyblizenie warunkow komoérkowych. Do tej pory uwazano, ze wydtuzone
rybozymy hammerhead sa bardzo aktywne zaréowno in vitro jak i in vivo [Khvorova i in.
2003, Saksmerprome i in. 2004, Burke i Greathouse 2005, Carbonell i in. 2011].
Najwyrazniej dotyczy to tylko czasteczek, ktérych elementy strukturalne maja wspolne
pochodzenie ewolucyjne. Istnieja doniesienia, ze rybozymy, wykazujace niska aktywno$¢ in
vitro moga sprawnie obniza¢ poziom mRNA in vivo [Roychowdhury-Saha i in. 2011,
L'Huillier i in. 1992, Crissel i in. 1993].

Roznice w aktywnosci rybozymow in vitro oraz ex vivo sugeruja, ze mieszanina
reakcyjna nie odzwierciedla warunkéw komorkowych, dlatego wykorzystywanie jej do
selekcji czasteczek jest mato wiarygodne. Rozsadnym wydaje si¢ by¢ zastosowanie taczonej
metody selekcji in vitro/in vivo, ktéra przezwycigza niedoskonatosci obu metod [Chen i in.
2009]. Podobne rozwiazanie oferuje metoda selekcji oparta jedynie o wyniki analiz
aktywnosci wewnatrzkomorkowej rybozymow katalizujacych proces sktadania genow in
trans [Olson i Miiller 2012].

Aktywnos¢ rybozymu in Vivo jest ograniczona nie tylko ze wzgledu na st¢zenie jondw
magnezu, ale takze sile jonowa, temperaturg, dostgpnos$¢ substratu, oddziatywanie z
komponentami komorki oraz lokalizacj¢ [Chen i in. 2009]. Makroczasteczki moga indukowaé
zmiany konformacyjne rybozymu hammerhead poprzez zderzenia, niespecyficzne stabe
interakcje oraz efekt stloczenia czasteczkowego [Nashimoto 2000, Nakano i in. 2009, Kilburn
i in. 2010, Bertrand i Rossi 1994, Sioud i Jespersen 1996].

4.7. Modelowanie struktur trzeciorzedowych rybozyméw w kompleksie z substratami

W celu poréwnania wiasno$ci rybozymoéw w kontekScie zalezno$ci strukturalno-
funkcjonalnych wykorzystano modele struktury trzeciorzedowej rybozyméw w kompleksach
z substratami. Jako punkt wyj$cia do modelowania wykorzystano struktury drugorzedowe o
najwyzszej zgodnosci z wynikami analiz strukturalnych in vitro. We wszystkich przypadkach
rybozyméw wydtuzonych oprocz HHgfp-4 wykorzystano struktury w oparciu o MFE. Do
analizy bioinformatycznej wplywu sekwencji substratu na geometri¢ centrum katalitycznego
zaprojektowano wytacznie do badan in silico) 61 minimalnych rybozymow hammerhead

roézniacych sig sekwencja 16-nukleotydowego substratu.
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4.7.1. Uzyskanie tzw. ,,odcisku palca” rybozyméw hammerhead

Modele struktury trzeciorzegdowej aktywnych stanow konformacyjnych rybozymow
w kompleksie z substratami postuzyly do zrozumienia roéznic we wilasciwos$ciach
zaprojektowanych czasteczek (Rys. 4.36). Modele uzyskano wykorzystujac program
RNAComposer [Popenda i in. 2012]. Dziata on na zasadzie zamiany struktury drugorzedowej
RNA na trzeciorzedowa w oparciu o baze¢ danych RNA FRABASE v. 2.0 [Popenda i in.
2010]. Wykorzystuje ona struktury RNA zdeponowane w bazie danych PDB (ang. protein
data bank), sekwencje RNA oraz struktury drugorzedowe zapisane w postaci kropek i
nawiasow (ang. dot-bracket), struktury fragmentéw RNA oraz struktury trzeciorzedowe.

Tworzenie modeli rozpoczynato si¢ od wyboru miejsca docelowego w mRNA oraz
elementéw strukturalnych rybozymu (Rys. 4.35 A). Nastepnie wirtualnie taczono 5’ konca
nici substratu z 3' koncem nici rybozymu sekwencja GGG, co umozliwialo zbudowanie
modelu rybozymu in cis typu I, co byto niezbedne do modelowania kompleksu rybozymu z
substratem (Rys. 4.35 B). Do przewidywania struktury drugorzedowej wykorzystano program
RNAfold. Uzyskany wynik zapisany w postaci kropek i nawiaséw (ang. dot-bracket) byt
wzbogacany o utworzenie pary zasad C3-G5 centrum katalitycznego, charakterystycznej dla
aktywnej konformacji HHRz (Rys. 4.35 C). Modelowanie struktury trzeciorzedowe;j
prowadzono w programie RNAComposer (Rys. 4.35 D). Dla kazdej struktury drugorzedowej
konstruowano 10 modeli, z ktorych 5 o najnizszych wartosciach energii sitowej pola
CHARMM wybierano do dalszych obliczen.

W wyniku przeprowadzonych symulacji uzyskiwano modele struktur trzeciorzgdowych,
ktorych szczegdtowe zbadanie wymagato wytypowania istotnych funkcjonalnie réznicujacych
cech geometrycznych, ktore moglyby podlega¢ pomiarom (Rys. 4.37). Miejsca oddziatywan
trzeciorzedowych sa czesto oddalone w natywnej strukturze o 25-35 A od centrum czasteczki,
ale efekty lokalnych zmian strukturalnych moga by¢ przenoszone na duze odlegtosci poprzez
sztywno$¢ helis [Behrouzi 1 in. 2012]. Sugeruje to réwniez duze znaczenie sktadu 1 dtugosci
fragmentéw helikalnych. Zalozono, ze réznice w budowie trzeciorzegdowej maja wplyw na
centrum katalityczne. Dla kazdego rybozymu okreslano unikalny zestaw parametrow,

stanowiacy tzw. ,,odcisk palca” rybozymu (Rys. 4.35 E-F).
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Rys. 4.35. Uzyskiwanie informacji na temat geometrii centrum katalitycznego rybozymow. (A) Wybor miejsca
docelowego (optymalnie GUC lub AUC) i projektowanie rybozymow. (B) Zaproponowanie struktury rybozymow
w kompleksach z substratem. Na podanym przykiadzie przedstawiono rybozym minimalny oraz wydiuzony przy
koncu 5'. Ni¢ substratu zostaje polqczona in silico z niciq rybozymu sekwencjq GGG, co umozliwia zbudowanie
modelu rybozymu in cis typu I, co jest niezbedne do modelowania kompleksu rybozymu z substratem. (C)
Przewidywanie struktury drugorzedowej w oparciu o program RNAfold. Sekwencja centrum katalitycznego
zostaje zamieniona na serie NNNNNNN (CUGAUGA) oraz NNN (GAA), aby nie zaburza¢ formowania struktury
w oparciu o MFE. Uzyskany wynik w postaci serii kropek i nawiaséw (ang. dot-bracket) zostaje wzbogacony o
utworzenie pary zasad C3-G5 centrum katalitycznego, charakterystycznej dla aktywnej konformacji rybozymu.
(D) Modelowanie struktury trzeciorzedowej w programie RNAComposer. Dla kazdej struktury drugorzedowej
konstruowanych jest 10 modeli, z ktorych 5 o najnizszych wartosciach energii sitowej pola CHARMM zostaje
wybranych do dalszych obliczen. (E) Pomiary w programie PyMol. Dla kazdego rybozymu zostaje okreslony
unikalny zestaw parametrow tzw. ,,odcisk palca” rybozymu. (F) Porownanie uzyskanych parametrow dla
roznych rybozymow.
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Rys. 4.36. Modele struktury trzeciorzedowej rybozyméw HHgfp-0, HHgfp-6, HHgfp-5, HHgfp-4 w kompleksach
z substratem. Niebieski — rybozym, czerwony — substrat, zolty — reszta cytydyny, po ktérej nastepuje
transestryfikacja.
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4.7.2. Parametry geometryczne rybozymu hammerhead (,,odcisk palca”)

W celu wybrania istotnych funkcjonalnie parametrow geometrycznych HHRz
zastosowano ogolnie akceptowane zatozenia mechanistyczne. Uwzgledniono rolg G12 oraz
G8 jako gtownej zasady i kwasu wedlug mechanizmu katalizy kwasowo-zasadowej [Martick i
Scott 2006]. Wykorzystano takze zalozenia strukturalne: parowanie typu Watsona-Cricka
pomiedzy G8 oraz C3, sie¢ oddziatywan wodorowych pomigdzy C17 a G5 oraz
oddziatywanie warstwowe pomigdzy G8 a Cl1.1 [Lee i York 2010]. Oddzialywania te
umozliwiaja utozenie liniowe grupy atakujacej i opuszczajacej [Scott i in. 2009]. Aktywna
konformacja rybozymu minimalnego odpowiada podstawowej konformacji rybozymu
wydhuzonego.

Analizujac nukleotydy zaangazowane w reakcj¢ katalityczna, wybrano siedem
parametrow charakteryzujacych aktywna konformacje czasteczek tuz przed zaj$ciem reakc;ji.
Parametry centrum katalitycznego to specyficzne odleglosci i katy pomigdzy atomami,
opisujace aktywna konformacje rybozymu. Zatozono, Ze istotne znaczenie funkcjonalne ma
odleglos¢ reszty odgrywajacej role zasady (G12) od miejsca transestryfikacji, oraz petniacej
funkcj¢ kwasu (G8) od grupy odchodzacej oraz katy pomigdzy nimi. Zbadano takze odlegtos¢
reszty G5 zaangazowanej w tworzenie wiazan wodorowych od miejsca katalizy. Wsrod
wewnatrzczasteczkowych determinantéw aktywnos$ci rybozymow typu hammerhead znalazly
sig: trzy odleglosci pomigdzy zdefiniowanymi atomami centrum katalitycznego: G12(N1)-
C17(2'0) [D1], G8(2'0)-C1.1(5'O) [D2], G5(N1)- C1.1(5'0) [D3] oraz odchylenie utozenia
atoméw od uktadu liniowego w trzech przypadkach: C1.1(5'0)-C17(2'0)-P [a], C17(2'0)-
G12(N1)-P [P], C1.1(5'0)-G8(2'0)-P [y], gdzie P oznacza fosforan w miejscu
transestryfikacji (Rys. 4.37). Siédmy parametr stanowila odleglos¢ pomiedzy najblizej
potozonymi atomami regionéw TSM oraz H2 (H1-H2), ktére potencjalnie moglyby ze soba
oddziatywac.

Podobnego opisu geometrii czasteczek RNA dokonywano w oparciu o dane
krystalograficzne [Chi 1 in. 2008]. PdzZniej stwierdzono, ze aktywna konformacj¢ mozna
analizowa¢ poprzez oszacowanie rozktadu kata 1 odleglosci atakujacej grupy nukleofilowej
wzgledem fosforanu [Lee i in. 2009, Lee i York 2010]. W ten sposob analizowano wpltyw
substytucji zasad centrum katalitycznego. Podobna strategi¢ wykorzystano do opisu dynamiki
strukturalnej rybozyméw w zalezno$ci od zaistnialych kontaktow w strukturze

trzeciorzgdowej ramion I i II [McDowell i in. 2010]. Pomiary zastosowano do opisu zmian,
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ktére zachodza w czasteczkach modeli struktur trzeciorzgdowych w trakcie symulacji

komputerowych.

NH
OH OH
NN N,
L 2N s

\

Rys. 4.37. Reprezentacja centrum katalitycznego rybozymu hammeread oraz wybranych parametréw. Numeracja
nukleotydow zaadoptowana od [Martick i Scott 2006]. Przedstawiono szes¢ parametrow charakteryzujqcych
geometrie centrum katalitycznego: trzy odleglosci pomiedzy zdefiniowanymi atomami: G12(N1)-C17(2'0) [D1],
G8(2'0)-C1.1(5'0) [D2], G5(N1)- C1.1(5'0) [D3] oraz odchylenie utozenia atoméw od uktadu liniowego w
trzech przypadkach: C1.1(5'0)-C17(2'0)-P [aj, C17(2'0)-G12(N1)-P [/B], C1.1(5'0)-G8(2'0)-P [y], gdzie P
oznacza fosforan w miejscu transestryfikaciji.

4.7.3. Geometria czasteczek HHgfp

Wykonano analiz¢ poréwnawcza parametrow charakteryzujacych grupge rybozymoéow
HHgfp. W tym celu wykorzystano modele struktury trzeciorzgdowej w kompleksie z
substratem i obliczono parametry D1, D2, D3, a, B, y, D1/D2 oraz odlegtosci H1-2 (Rys.
4.38).
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Rys. 4.38. Analiza poréwnawcza siedmiu parametrow centrum katalitycznego rybozymu dla czqsteczek HHgfp-0,
HHgfp-6, HHgfp-5, HHgfp-4 (A-F) oraz dodatkowo HHgli i HHcry (G, H) w oparciu o ich modele w kompleksie
Z substratami. Przedstawiono siedem parametréw charakteryzujacych geometrie centrum katalitycznego: trzy
odleglosci pomiedzy zdefiniowanymi atomami: (A) G12(N1)-C17(2'0) [D1], (B) G8(2'0)-C1.1(5'0O) [D2], (C)
G5(N1)- C1.1(5'0) [D3] oraz odchylenie utozenia atoméw od uktadu liniowego w trzech przypadkach: (D)
C1.1(5'0)-C17(2'0)-P [ao], (E) C17(2'0)-G12(N1)-P /B], (F) C1.1(5'0)-G8(2'0)-P [y], gdzie P oznacza
fosforan w miejscu transestryfikacji. (G) Stosunek odlegtosci D1/D2 dla réznych rybozyméw. Siédmy parametr
to odlegtos¢é pomiedzy najblizszymi atomami ramion HI-H?2 zaznaczonych u dotu prostokqtami (H).

Analiza porownawcza in silico grupy rybozymow HHgfp potwierdzita, ze HHgfp-5
rozni si¢ od pozostatych czasteczek oraz posiada zdefiniowane parametry najnizsze (D2, D3,
HI-11) lub najwyzsze (y, D1/D2) w analizowanej grupie. Wyjatek stanowit kat B, dla ktorego
HHgfp-5 przyjmowal wartosci posrednie wobec pozostatych rybozymow oraz D1 i a o

warto$ciach rownych dla HHgfp-5 oraz HHgfp-4. Poréwnujac modele zaobserwowano, ze
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najwigksza roznica odleglosci pomigdzy dwoma czasteczkami w obrgbie jednego parametru
wynosita 1.083 A dla odleglosci D1. Sa to roznice o niskiej wartosci bezwzglednej, ale
wysokiej istotnosci funkcjonalne;.

Pomiary katow potwierdzily koniecznos$¢ utozenia liniowego atomoéw bioracych udziat w
reakcji C1.1(5'0)-C17(2'0O)-P [a], C17(2'0)-G12(N1)-P [PB], ktorych wartosci byty zblizone
do odchylenia o 10° (Rys. 4.38). Najwyzsza rdznica wartosci kata pomiedzy rybozymami
wynosita 3.54° dla a oraz 2.28° dla . W przypadku kata C1.1(5'0)-G8(2'0O)-P [y], jego
zwigkszanie wydaje si¢ by¢ zwiazane ze wzrostem aktywno$ci rybozymu. Dla HHgfp-5
wynosit on 29.03°, a najwigksza réznica migdzy czasteczkami wynosita 1.41°. Obliczenia
wykazaly istotne statystycznie roznice (p>0.05) pomiedzy rybozymami w zakresie
parametréw D1, a, H1-H2, D1/D2.

Porownanie rybozymow grupy HHgfp wykazato (Rys. 4.38), ze odleglos¢ pomigdzy
Cl17(2'0) a G12 (N1) jest najwicksza w przypadku HHgfp-5 oraz HHgfp-4, ktore
wykazywaly najwyzsza aktywno$¢ wewnatrzkomorkowa (Rys. 4.18, 4.21). Jest to wynik
niespdjny z ogolnie przyjetym mechanizmem Kkatalizy kwasowo-zasadowej [Scott 2010].
Wyniki eksperymentéw oraz analiz in silico sugeruja, ze pierwszym etapem reakcji jest
protonacja atomu 5'O. Powoduje to, ze grupa fosforanowa staje si¢ podatna na atak
nukleofilowy. Aby oszacowa¢ odstgpstwo cech geometrycznych rybozyméw od mechanizmu
katalizy kwasowo-zasadowej zaproponowano okreslenie stosunku parametrow D1/D2, ktory
mowi o wzglednym przyblizeniu miejsca transestryfikacji w kierunku G8(2'0). Wartos¢
D1/D2 powyzej 1 sugeruje preferencyjnie rozpoczecie reakcji od protonacji grupy C1.1. (5'0)
z udziatem G8(2'0). Wyniki te umozliwiaja zaproponowanie nowego mechanizmu
odwrbconej katalizy kwasowo-zasadowej (Rys. 4.39).

Katalityczne RNA oraz DNA wykorzystuja kombinacje czterech mozliwych strategii
katalitycznych pozwalajacych na wysoce efektywna transestryfikacjc RNA: i) prawidlowa
geometria umozliwiajaca przyjecie pentakoordynacyjnego stanu przejsciowego; ii) Wysoki
ujemny tadunek dianionu; iii) niska nukleofilowos¢ grupy 2'hydroksylowej oraz iv)
ograniczone uwalnianie odchodzacej grupy 5'oksyanionu [Emilsson i in. 2003].
Zaproponowano, ze uwalnianie grupy odchodzacej moze stanowi¢ etap determinujacy
szybkos$¢ reakcji, a protonacja 5'0O zachodzi przed utworzeniem pentakoordynacyjnego
dianionu [Emilsson i in. 2003]. Moze to wyjasni¢ dlaczego HHgfp-5 wykazuje najwyzsza
aktywno$¢ posiadajac przewage w utatwieniu pierwszego etapu reakcji, czyli protonacji grupy
odchodzacej 5'0. Analizy pomiarowe modeli struktur trzeciorzgdowych, ze szczegdlnym
uwzglednieniem stosunku D1/D2 sa spdjne z danymi eksperymentalnymi.
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Pomiar odlegtosci H1-H2 pokazat, ze czasteczki HH-5 oraz HH-4 cechuje najmniejsza
odlegto$¢ pomigdzy wskazanymi ramionami. Poréwnujac uzyskane wyniki do stosunku
D1/D2 okazato sig, ze wystgpuje migdzy nimi odwrotna zaleznos¢. Przyblizenie helis H1-H2
jest zwiazane ze wzrostem D1/D2, a wigc zmniejszeniem odleglosci 5'O do G8(2'0). Jest to
dowdd na to, ze przylaczenie dodatkowych struktur przy koncu 5’ rybozymu wykazuje efekt
dalekiego zasiegu i wywotuje kierunkowe zmiany geometrii centrum katalitycznego.

Ze wzgledu na brak doktadnosci metod przewidywania struktur drugorzedowych oraz
trzeciorzedowych obserwowano stosunkowo wysokie warto$ci odchylenia standardowego.
Pomimo tego wykorzystane metody wraz z weryfikacja struktur in vitro stanowia najlepsze
dostepne obecnie narzedzia bioinformatyczne poroéwnywania geometrii czasteczek, dla

ktorych nie sg znane struktury krystalograficzne.

.5I
5 i '
| CHyy 2 i
CH, zZ CH, Z
(0]
O_3-:0-H
P OH 20*=/\=F’\ Qo_ /O 2'3'-cykliczny
o=}|:>-o ! 0) 1 O O’P\o' fosforan
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0]
O OH O OH
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Rys. 4.39. Proponowany mechanizm odwréconej katalizy kwasowo-zasadowej przeprowadzanej przez rybozym
HHRz. W wyniku protonacji atomu tlenu z udziatem kwasu (1) dochodzi do aktywacji atomu fosforu (2), co
umozliwia atak nukleofilowy grupy 2"-OH rybozy na wigzanie fosfodwuestrowe (3). Powstajq produkty reakcji, z
ktorych jeden zakonczony jest 2'3'-cyklicznym fosforanem, a drugi grupq 5'-OH. H-A — ogdlny kwas, :B —
ogdlna zasada, Z — zasada azotowa.

4.7.4. Geometria czasteczek HH-0, HH-5

Wykonano analize porownawcza parametréw charakteryzujacych grupe rybozymow HH-
0, HH-5 oraz rybozymoéw minimalnych zaprojektowanych wylacznie w celu wykonania
pomiarow centrum katalitycznego in silico (HH-0is) (Rys. 4.40). W tym celu wykorzystano
modele struktury trzeciorzgdowej w kompleksie z substratem i obliczono parametry D1, D2,
D3, a, B, v, D1/D2. Okreslono unikalny zestaw parametréw stanowiacy tzw. ,,odcisk palca”

rybozymow (Tab. 4.4).
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Analizowano wptyw sekwencji substratu na wlasciwoséci rdzenia katalitycznego
rybozymow o tej samej strukturze drugorzedowej. Zaobserwowano podobna tendencj¢ rdéznic
pomiedzy HH-0 oraz HH-5 dla okreslonych par substratow (dwa na trzy rozpatrywane
przypadki GFP, CRYAB, GLI1) w obrgbie zaproponowanych parametrow. Warto$¢ wzrastata
od HH-0 do HH-5 dla grup GFP oraz GLI1 przy parametrze D1, dla GFP i CRYAB przy D2
oraz v, dla GLI1 oraz CRYAB przy D3, a oraz 3. Substraty GLI1 oraz CRY AB wykazywaly
najwyzsze podobienstwo sekwencji (Rozdz. 4.1.2.3). Obliczenia wykazaly istotne
statystycznie réznice (p>0.05) pomigdzy rybozymami HH-0 i HH-5 w zakresie parametrow
D1, D2, H1-H2, D1/D2. Prawdopodobnie sekwencja substratu wptywa na budowg centrum
katalitycznego.

Dodatkowe pomiary odlegtosci pomigdzy atomami lezacymi najblizej siebie
pomigdzy helisa H2 a regionem TSM rybozymu wykazaly, ze w przypadku HH-5b elementy
te leza najblizej siebie (2.58 A HHgfp-5b, 2.62 A HHgli-5¢, 2.92 A HHcry-5¢). W przypadku
innych czasteczek odlegtoéci te wynosity 10.64 A (HHgfp-0), 7.17 A (HHgfp-6), 2.58 A
(HHgfp-4), 4.96 A (HHgli-0).

Do rozwazan nad wplywem sekwencji ramion I i IIl wykorzystano 61 rybozymow
HH-0 in silico (HH-0is) specyficznych wobec substratow o sprecyzowanej sekwencji takich
jak np. poliC, poliA, poliG oraz poliU zawierajacych insercj¢ miejsca docelowego
rybozymow GUC (Rys. 4.40, Tab. 4.4). Wszystkie posiadaly ta sama strukturg drugorzgdowa.
Analiza komputerowa wykazata roéznice w parametrach, ktore zalezaly od ilosci puryn,
pirymidyn oraz ich lokalizacji. Uzyskany wynik nie byt jedynie rezultatem parowania typu
Watsona-Cricka, ale zalezat takze od tego, na ktorej nici (rybozymu czy substratu) znajduje
si¢ dana reszta. Obliczenia wykazaly istotne statystycznie roznice (p>0.05) pomigdzy
rybozymami HH-0is w zakresie parametréw D1, D3, D1/D2.

D1 wykazuje zaleznos¢ od tego, na ktorej nici (rybozymu, czy substratu) znajduja si¢
puryny. Jezeli wystgpuja one na nici substratu, powoduje to obnizenie odlegtosci D1 (Rys.
4.40 A). Podobny efekt mozna zaobserwowa¢ dla D3, gdzie warto$¢ parametru spada, gdy na
nici substratu znajduje si¢ G lub U, ale wzrasta dla C 1 A. Z kolei a oraz B wykazuja podobna
preferencje, w zaleznosci od okreslonego nukleotydu. Warto§¢ kata wzrasta, gdy na nici
substratowej jest G, a spada, gdy jest to U. Odlegtos¢ D2 zalezy od tego, czy rybozym wiaze
si¢ z substratem z przewaga wiazanh wodorowych podwdjnych (warto$¢ wzrasta) czy
potrdjnych (warto$¢ maleje). Porownanie parametru D1/D2 (Tab. 4.4) pokazuje, ze wsrod
wielu roznych rybozymow minimalnych, w niektorych przypadkach stosunek ten jest wyzszy
od 1.
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Rys. 4.40. Analiza porownawcza szesciu parametrow centrum katalitycznego rybozymu dla grup czqsteczek HH-
0, HH-5 oraz czterech rybozymow in silico (HHIC, HH2G, HH34, HH4U) w oparciu o ich modele struktury
trzeciorzedowej W kompleksie z substratami. Przedstawiono siedem parametréw charakteryzujqcych geometrie
centrum katalitycznego: trzy odleglosci pomiedzy zdefiniowanymi atomami: (A) G12(N1)-C17(2'0) [D1], (B)
G8(2'0)-C1.1(5'0) [D2], (C) G5(N1)- C1.1(5'0) [D3] oraz odchylenie utozenia atoméw od ukladu liniowego w
trzech przypadkach: (D) C1.1(5'0)-C17(2'0)-P [a], (E) C17(2'0)-G12(N1)-P /B], (F) C1.1(5'0)-G8(2'0)-P [y],
gdzie P oznacza fosforan w miejscu transestryfikacji. (G) Stosunek odlegtosci D1/D2 dla réznych rybozymow.
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Tab. 4.4. Parametry centrum katalitycznego rybozymdéw weryfikowanych eksperymentalnie (na zielonym tle)

oraz jedynie in silico (pozostate). W sekwencji substratu podkresiono miejsce GUC wraz z otaczajqcymi
pozycjami +1 oraz -1. Pogrubiong czcionkq zaznaczono parametr D1/D2 o wartosci rownej lub wyzszej od
Parametry charakteryzujqce geometrie centrum katalitycznego:
zdefiniowanymi atomami: G12(N1)-C17(2'0) [D1], G8(2'0)-C1.1(5'0) [D2], G5(N1)- C1.1(5'0) [D3] oraz
odchylenie utozenia atomow od uktadu liniowego w trzech przypadkach: C1.1(5'0)-C17(2'0)-P [a], C17(2'0)-
G12(N1)-P [p], C1.1(5'0)-G8(2'0)-P [y], gdzie P oznacza fosforan w miejscu transestryfikacji. D1/D2 -
stosunek odlegtosci D1 i D2. SD — odchylenie standardowe.

Jjednosci.

trzy odleglosci pomiedzy

Odleglo$é [A] Kat [°]
Rybozym Sekwencja D1/D2
substratu5’-3’ | D1 | SD(D1) | D2 | SD(D2) | D3 | SD(D3) | @ | SD(e) B SD(B) Y | SD()

HHgfp_0 337 | 0208 | 337 | 0115 | 6.93 | 0208 | 11.77 | 0.666 | 9.37 | 2.055 | 27.77 | 0.757 | 1.001

HHgfp_6 2.95 | 0289 [338 | 0150 | 6.93 | 0222 | 945 | 1912 | 1128 | 1.864 | 27.63 | 0.846 | 0.873

HHgfp 5 | AGCGUGUCC | 403 | 0252 | 3.17 | 0.058 | 6.83 | 0058 | 833 | 1.250 | 10.17 | 1.801 | 29.03 | 0.666 | 1.273

HHgfp_4 GGCGAGG | 403 | 0320 | 323 | 0250 | 6.85| 0238 | 823 | 1.884 | 9.00 | 3.755 | 28.53 | 1.348 | 1.251

HHdnmt_0 407 | 0252 [ 377 | 0361 | 760 | 0361 | 9.80 | 1.929 | 657 | 2.371 | 24.80 | 0.608 | 1.079

HHdnmt_6 333 | 0153 | 347 | 0265 | 7.50 | 0.266 | 10.50 | 1.637 | 8.80 | 1.039 | 26.80 | 0.200 | 0.962

HHdnmt 5 | AAGCUGUCC | 393 | 0289 | 357 | 0208 | 7.63 | 0208 | 11.80 | 2524 | 7.07 | 1.443 | 26.47 | 0.306 | 1.103

HHdnmt 4 | AUCUUUG [ 423 | 0058 | 3.63 | 0306 | 7.83 | 0.306 | 11.60 | 1.179 | 7.23 | 3.355 | 25.80 | 2.022 | 1.168

HHgli 0 2.87 | 0058 | 317 | 0208 | 683 | 0208 | 897 | 1.792 | 11.13 | 3.272 | 2853 | 0.473 | 0.907
: CCUCAGUCC

HHgli_5 CGGGGA | 438 | 0206 | 358 | 0275 |7.20| 0258 | 993 | 2032 | 6.63 | 2985 | 2645 [ 1572 | 1226

HHery 5 | CCUGAGUCC | 385 | 0443 | 338 | 0189 | 7.23 | 0471 | 11.03 | 0.768 | 598 | 2.00 | 27.40 | 1.140 | 1.116

HHcry 0 CUUCUA 7290 | 0173 | 357 | 0231 | 6.97 | 0058 | 9.13 | 1484 | 6.80 | 1.277 | 26.30 | 1.819 | 1.154
Cccceauce

HH1C Céécoce | 293 | 0351 | 31 | 0361 | 697 | 0231 | 980 | 0819 | 10.63 | 1305 | 29.37 | 1.955 | 0.948
GGGGGGUCC

HH2G GGGGGGG | 255 | 0129 | 305 | 0332 |660 | 0141 |11.03 | 1109 | 1378 | 2606 | 28.95 | 2.384 | 0.841
AAAAAGUCC

HH3A AAARAA | 278 | 0259 |328 | 0217 | 742 | 0286 | 932 | 2.341 | 11.36 | 3.397 | 28.20 | 1.227 | 0.848
uuuuuGUCC

HH4U UULLLLL | 383 | 0222 |3125| 0263 | 683 | 0171 | 7.95 | 2057 | 9.2 | 3255 | 20.00 | 1.055 | 1130
cccceauce

HH5CG 5oGGGGG . | 268 | 0084 | 322 | 0259 |672| 0192 | 942 | 2645 | 1336 | 1467 | 28.38 | 1.207 | 0832
GGGGGGUCC

HH6GC ceoocoe | 276 | 0472 | 304 | 0182 | 69 | 0316 92 | 3075 | 13.28 | 1672 | 294 | 0.789 | 0.908
AAAAAGUCC

HH7AU UULULUL - | 308 | 0630 (316 | 0195 | 684 | 0.167 98 | 1.298 | 101 | 3.563 | 28.36 | 1.036 | 0.975
uuuuuGUCC

HHSUA N AANAAL 33 | 0406 | 358 | 0634 | 6.68 | 0259 | 7.82 | 2.469 | 11.36 | 3.645 | 26.26 | 4.095 | 0.922
Cccceauce

HHICA AAAins- | 286 | 0456 | 36 | 0515 | 646 | 0422 | 854 | 2.868 | 135 | 4.903 | 2556 | 2.825 | 0.794
AAAAAGUCC

HH10AC CCOCO00 28 | 0346 |318 | 0228 | 684 | 0219 | 7.68 | 1.942 | 12.46 | 2.704 | 2864 | 1.262 | 0.881
UUUUUGUCC

HHIWUG | "o eG | 32 | 0354 | 342 | 0239 | 662 | 0622 | 974 | 3449 | 11.26 | 3.444 | 27.02 | 1669 | 0936
GGGGGGUCC

HH12GU | 000000 | 356 | 0709 | 344 | 0498 | 698 | 0217 80 | 1470 | 10.44 | 5096 | 26.98 | 2.711 | 1.035
Cccceauce

HH13CU UUULLUL. | 322 | 0545 | 344 | 0493 | 682 | 0249 | 904 | 3313 | 11.66 | 5323 | 26.82 | 3.603 | 0.936
uUuUUUGUCC

HH14UC cocccooe | 318 | 0602 | 326 | 0207 | 648 | 1023 | 912 | 1842 | 10.52 | 2240 | 2842 | 1859 | 0.975
AAAAAGUCC

HHISAG | “Coogaga | 306 | 0573 | 348 | 0507 |6.98 | 0729 | 852 | 2335 | 11.96 | 3589 | 26.78 | 3.332 | 0.879
GGGGGGUCC

HH16GA ANAAAA 808 | 0572 | 356 | 0650 | 66 | 0265 | 7.72 | 3.663 | 15.72 | 4.846 | 26.08 | 3.505 | 0.865
CACACGUCC

HHI7CA | = CaCAGA | 364 | 0404 | 312 | 0192 | 688 | 0130 | 752 | 2379 | 11.66 | 2203 | 20.28 | 1.728 | 1167
ACACAGUCA

HH18AC CACACAG 29 | 0283 |[304| 0230 | 70 | 0579 | 522 | 3.916 | 11.76 | 2.974 | 26.62 | 1.965 | 0.954
GAGAGGUCG

HHI9GA | ¥\ Z G AGA | 386 | 0716 | 382 | 0192 |7.48 | 0363 | 816 | 2367 | 636 | 2699 | 24.64 | 1167 | 1010
AGAGAGUCA

HH20AG | "2 ZhCAG | 304 | 0241 | 33 | 0224 | 686 | 0513 | 506 | 1443 | 104 | 2957 | 27.26 | 2269 | 0.921
CGCGCGUCC

HH21CG oceeeCa | 87 | 1503 | 91 | 2088 | 116 | 3502 | 1064 | 1481 | 121 | 10627 | 9.86 | 2392 | 0.736
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HHzace | CCGCECHEC | 314 | 0568 | 332 | 0492 | 74 | 0316 | 834 | 2493 | 110 | 4215 | 27.96 | 3107 | 0946
HH23uA | YAUAECHUCU | 354 | 0483 | 366 | 0152 | 696 | 0207 | 894 | 1743 | 752 | 2286 | 260 | 1000 | 0967
HH24AU | AUAURCRCR | 288 | 0303 | 314 | 0167 | 744 | 0792 | 77 | 3283 | 93 | 2833 | 2528 | 1975 | 0917
HH2suG | USHSECUEY | 288 | 0303 | 342 | 0536 | 662 | 0402 | 87 | 3849 | 1228 | 2228 | 2706 | 3193 | 0842
HH26GU | CUSUSCEC | 336 | 0344 | 308 | 0311 | 678 | 0349 | 107 | 2706 | 1006 | 2579 | 27.98 | 1585 | 1.001
Hrzzue | UEUEEEEEY | 364 | 0270 | 362 | 0164 | 688 | 0179 | 868 | 1663 | 6.98 | 1028 | 26.04 | 1295 | 1.006
HHzscu | CUSUECECE | 828 | 0427 | 326 | 0114 | 688 | 0277 | 864 | 2707 | 1038 | 1999 | 28.12 | 0.934 | 1.006
HHéTRO”O ngg%%A 266 | 0207 |406 | 0820 |856 | 1571 | 752 | 3651 | 1478 | 9.744 | 20.48 | 5.002 | 0.655
HHg(ng”" cggccz%g 278 | 0295 |344 | 0541 | 664 | 0321 | 884 | 4059 | 17.42 | 3.708 | 2592 | 3.885 | 0.808
FriStmono | CooCCCUCY | 278 | 0228 | 494 | 0114 | 72 | 0381 | 858 | 3203 | 1226 | 2558 | 1852 | 0363 | 0.563
Frigarono | GOOOBSCA | 286 | 0297 | 312 | 0179 | 7.28 | 0661 | 888 | 3028 | 936 | 1804 | 237 | 2881 | 0.917
ArSsmono | GEOORS S | 274 | 0279 | 308 | 0421 | 674 | 0230 | 1316 | 1392 | 10.94 | 3229 | 263 | 2935 | 0.89
Argamono | GEooRS e | 294 | 0288 | 344 | 0532 | 658 | 0327 | 958 | 3306 | 1126 | 2163 | 2686 | 3653 | 0.855
HH3omono | A PSS | 28 | 0283 | 386 | 0462 | 742 | 0936 | 754 | 2988 | 1108 | 1692 | 220 | 2145 | 0725
N0 | A s | 288 | 053 |322 | 0217 | 68 | 0505 | 1042 | 2038 | 1116 | 2203 | 282 | 1620 | 0.8%4
o0 | A s | 31 | 0778 | 394 | 0615 | 68 | 0600 | 632 | 2286 | 1416 | 4516 | 241 | 3872 | 0.787
HHS%”AO”O Ub’b’b’% 322 | 0327 [328| 0327 |732| 0729 | 578 | 1.883 | 618 | 1.232 | 26.96 | 3.042 | 0.982
AN | U o0 | 38 | 0775 [348 | 0497 | 696 | 0430 | 988 | 2742 | 742 | 459 | 2672 | 2686 | 1092
oo | U oo0g | 366 | 0336 | 346 | 0577 | 686 | 0230 | 918 | 2692 | 692 | 0952 | 272 | 3630 | 1058
HH‘g_XO”O Cg%%% 292 | 0421 | 33 | 0283 | 70 | 0212 | 768 | 1.180 | 11.14 | 3912 | 28.12 | 1.630 | 0.885
Firidzmono | CCEPERCE | 308 | 0502 (336 | 0251 | 704 | 0114 | 766 | 1767 | 1048 | 5619 | 2764 | 1481 | 0.917
Firidamono | CCCORSISE | 278 | 0239 [326 | 0230 | 724 | 0251 | 76 | 3757 | 1324 | 4535 | 2834 | 1337 | 0853
FRAAmono | GECoRS <8 | 332 | 0832 | 336 | 0666 | 668 | 0421 | 1166 | 5241 | 1298 | 3199 | 2542 | 5645 | 0.988
Hg‘_‘BTX”O Gggg% 31 | 069 |306| 0251 |7.02| 0130 | 12.04 | 2016 | 10.72 | 3.887 | 27.8 | 2.135 | 1.013
Fridomono | GESCESSC | 358 | 0672 322 | 0148 | 69 | 0187 | 1036 | 2103 | 994 | 1983 | 280 | 1250 | 1112
0 | Ao | 29 | 0235 | 332 | 0785 | 696 | 0430 | 936 | 2658 | 946 | 1009 | 2374 | 3925 | 0.873
o A aast | 348 | 0581 | 342 | 0250 | 7.64 | 0820 | 1108 | 2203 | 116 | 1470 | 236 | 3060 | 1018
A aaa | 286 | 0251 | 326 | 0537 | 75 | 0831 | 704 | 4081 | 90 | 4093 | 2496 | 3690 | 0.877
Arsmone | VUUUeouCH | 348 | 0676 [ 328 | 0303 | 688 | 0250 | 1006 | 2348 | 802 | 3345 | 27.36 | 1710 | 1061
A o0 | U e o | 354 | 0760 | 364 | 0555 | 688 | 0110 | 88 | 2966 | 868 | 3492 | 2568 | 3317 | 0.973
o0 | oo | 456 | 2182 | 438 | 1618 | 648 | 0618 | 90 | 3523 | 174 | 11567 | 2288 | 7317 | 1041
FHOImON0 | GOoooucs | 344 | 0750 | 354 | 0462 | 68 | 0202 | 938 | 3204 | 1432 | 0928 | 2544 | 3928 | 0.972
Hrioamono | GECCHCUEC | 314 | 0550 [ 338 | 0455 | 7.04 | 0344 | 896 | 1794 | 99 | 3058 | 27.26 | 2626 | 0.929
HHoomono | GOBOESUCSE | 322 | 0460 | 342 | 0164 | 744 | 0378 | 894 | 2588 | 1068 | 1662 | 27.42 | 1110 | 0.942
O | S AcC | 346 | 0660 | 37 | 0660 | 668 | 0130 | 804 | 2288 | 994 | 1769 | 2566 | 4086 | 0.935
| AsC | 358 | 0205 | 378 | 0335 | 7.1 | 0828 | 848 | 1408 | 642 | 1260 | 2508 | 2408 | 0.947
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HH58mono | AAAACGUCC

P Yo o<= | 362 | 0512 | 346 | 0620 | 654 | 0513 | 91 | 2540 | 1332 | 2747 | 26.8 | 3.809 | 1.046
HH59mono | UUUUGGUCE

e OUULLUG | 412 | 0585 | 348 | 0415 | 708 | 0396 | 7.6 | 2863 | 862 | 3579 | 26:86 | 2260 | 1.184
HH60mono | UUUUAGUCC

U Are OUUULUG | 334 | 0780 | 334 | 0365 | 702 | 0370 | 894 | 2257 | 934 | 4239 | 27.7 | 2481 | 1000
HH61mono | UUUUCGUCE | 6| 5601 | 46 | 1646 | 638 | 0510 | 888 | 3.253 | 1618 | 5545 | 217 | 7.598 | 1.000

U-C+C UUuUuuuu

Poréwnanie parametrow HH-0, HH-5 oraz analizowanych wylacznie in silico
rybozyméw minimalnych sugeruja wplyw sekwencji substratu na cechy centrum
katalitycznego (Rys. 4.40). Wczesniej postulowano, ze sekwencja ma wplyw na szybkos¢
dysocjacji produktow reakcji [Fedor i Uhlenbeck 1990]. Jednakze sugerowano rowniez
wplyw na zmiany w strukturze [Amarzguioui 1 Prydz 1998]. Tolerancja pewnych zmian
nukleotydéw w centrum katalitycznym stanowi dowod na zlozony system oddziatywan
elementow struktury drugorzedowej i trzeciorzegdowej, prowadzacy poprzez efekty dalekiego
zasiggu do indywidualnej modulacji lokalnej struktury centrum katalitycznego [Przybilski i
Hammann 2007]. Jest prawdopodobne, ze taka zaleznos¢ od sekwencji ma znaczenie takze w
przypadku innych katalitycznych RNA.

Porownanie wszystkich modeli pokazato, ze réznica dlugosci nici rybozymow nawet o
jeden nukleotyd (rybozymy HHgfp-6, HHgfp-5, HHgfp4) lub zmiana sekwencji ramion
otaczajacych moze mie¢ duzy wplyw na oddziatywania helis I-1l, parametry centrum
katalitycznego oraz aktywno$¢ rybozymu. Razem z wynikami badan in vitro oraz podj¢tych w

liniach komérkowych wyniki te podkreslaja plastycznos$¢ czasteczek RNA.

4.7.5. Geometria rybozyméow HHdnmt

Wykonano analize¢ poréwnawcza parametroOw charakteryzujacych grupg rybozymow
HHdnmt. W tym celu wykorzystano modele struktury trzeciorzgdowej w kompleksie z
substratem i obliczono parametry D1, D2, D3, a, B, vy, D1/D2 (Rys. 4.41). Dla grupy
rybozyméw przeciwko DNMT1 wykonano analogiczne pomiary i nie znaleziono istotnej

korelacji z wynikami eksperymentoéw ani podobienstwa do wynikow grupy GFP.
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Rys. 4.41. Analiza poréwnawcza szesciu parametrow centrum katalitycznego rybozymu dla czqsteczek HHdnmt-
0, HHdnmt-6, HHdnmt-5, HHdnmt-4 w oparciu o ich modele w kompleksie z substratami. Przedstawiono siedem
parametrow charakteryzujqcych geometrie centrum katalitycznego: trzy odleglosci pomiedzy zdefiniowanymi
atomami: (A) G12(N1)-C17(2'0) [D1], (B) G8(2'0)-C1.1(5'0) [D2], (C) G5(N1)- C1.1(5'0) [D3] oraz
odchylenie ufozenia atoméw od uktadu liniowego w trzech przypadkach: (D) C1.1(5'0)-C17(2'0)-P [a], (E)
C17(2'0)-G12(N1)-P [B], (F) C1.1(5'0)-G8(2'0)-P [y], gdzie P oznacza fosforan w miejscu transestryfikacji.
(G) Stosunek odleglosci D1/D2 dla roznych rybozymow.

4.7.6. Korelacja parametrow geometrycznych i wynikéw eksperymentalnych
Obliczono  wspotczynniki  korelacji  wszystkich  parametréw z  wynikami
eksperymentalnymi (Tab. 4.5). Wspotczynnik korelacji miesci si¢ w granicach od -1 (zwiazek
ujemny, wzrost wartosci jednego parametru zwiazany ze spadkiem drugiego) do +1 (zwiazek
dwoch parametréw o wspolnie rosnacych wartoSciach) [Lomnicki 2010]. Zaobserwowano
prawie pelna korelacje (o wartosci bezwzglednej 0.9-1.0) pomigdzy wynikami ilo$ciowego
gPCR rybozyméw obnizajacych poziom mRNA GFP a parametrami D2, D3, y, HI-HII oraz
pomigdzy D1 a D2. Wysoka aktywno$¢ wewnatrzkomorkowa HHQfp-5 jest zwiazana ze
zmniejszenie odlegto$ci G8(2'0) od C1.1(5'0) [D2] oraz oddaleniem G12(N1) od C17(2'0)
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[D1]. Zwiazek pomigdzy tymi parametrami okresla stosunek D1/D2, ktdry rosnie powyzej 1
dla rybozymoéw wykazujacych wyzsza aktywnos¢ w komorkach (HHgfp-0; 1.0012, HHgfp-5:
1.273) (Rys. 4.41). Bardzo wysoka korelacje (0.7 — 0.9) odnotowano pomiedzy wynikami
gPCR dla grupy GFP a parametrami takimi jak D1/D2, D1, a. Wiele pozostalych par
czynnikow wykazywato korelacje wysoka (0.5-0.7). Jedynie w przypadku kata P, nie

zaobserwowano zadnego zwiazku z innymi parametrami i wynikami eksperymentow.

Tab. 4.5. Obliczone wspélczynniki korelacji pomiedzy poszczegdlnymi parametrami centrum katalitycznego oraz
wynikami aktywnosci wewnqtrzkomérkowej oraz in vitro osobno dla grupy czterech rybozyméw HHgfp oraz dla
wszystkich zakwalifikowanych czgsteczek. Parametry charakteryzujqce geometrie centrum katalitycznego: trzy
odleglosci pomiedzy zdefiniowanymi atomami: GI2(N1)-C17(2'0) [D1], G8(2'0)-C1.1(5'0) [D2], G5(N1)-
C1.1(5'0) [D3] oraz odchylenie ufozenia atomow od uktadu liniowego w trzech przypadkach: C1.1(5'0)-
Cl17(2'0)-P [a], C17(2'0)-G12(N1)-P /B], C1.1(5'0)-G8(2'0)-P [y], gdzie P oznacza fosforan w miejscu
transestryfikacji. D1/D2 - stosunek odlegtosci D1 i D2. Helisa I-11 - odlegtos¢ pomiedzy najblizszymi atomami
ramion H1-H2.

Parametry Wspolezynnik korelacji
Grupa HHgfp Wszystkie grupy

D1-gPCR -0.85794 -0.5111

D1 — Western Blot -0.55964 -0.48748
D1 — helisa I-11 -0.76641 -0.65182
D2 - gPCR 0.520034
D2 — Western Blot 0.819418 -0.1368

D2 — helisa I-11 0.894632 0.098734
D1-D2 0.331302
D1/D2 - gPCR -0.88994 -0.70172
D1/D2 — Western Blot -0.61455 -0.4991

D1/D2 - helisa I-11 -0.79955 -0.70828
D3 -gPCR 0.37133

kat a — gPCR 0.880036 0.84137

kat p — gPCR 0.174475 -0.09911
kat y— qPCR -0.58022
helisa | — 11 — gPCR 0.751522
helisa | — Il — Western Blot 0.856755 -0.057469
Kops — QPCR 0.775472 0.297158
Kops — helisa 1-11 0.897635 0.318746
Kops — D1/D2 -0.45339 -0.61426

Zaobserwowano korelacje pomigdzy wydajnoscia transestryfikacji in vitro, geometria
czasteczki oraz aktywnos$cia wewnatrzkomorkowa dla grupy HHgfp. Wspotczynniki korelacji
wynikow eksperymentalnych 1 D1/D2 posiadaly wyzsza warto$¢ dla analiz qPCR niz Kops.
Sugeruje to, ze zastosowana metoda oceny wilasnosci rybozymow in silico ma wigksza

wiarygodno$¢ dla charakterystyki aktywno$ci wewnatrzkomoérkowej czasteczek, szczeg6lnie
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w przypadku, gdy sa one zaprojektowane wobec jednego miejsca docelowego tego samego
substratu.

Biorac pod uwage wszystkie przeanalizowane ex vivo rybozymy uzyskano wysokie i
bardzo wysokie wartosci korelacji, przy czym dla kata o, odlegtosci HI-II oraz stosunku
D1/D2 byty one najwyzsze i wynosity odpowiednio 0.84137, 0.751522 oraz -0.70172. Kat a
potwierdza konieczno$¢ ulozenia liniowego grupy atakujacej, fosforanu oraz grupy
odchodzacej, co bylo juz sugerowane na podstawie analiz krystalograficznych [Martick i
Scott 2006, Chi i in. 2008, Lee i York 2010]. Z kolei pomiar odlegtosci HI-IlI wykonywany
byt manualnie i obarczony wigkszym niz w pozostatych przypadkach ryzykiem btedu. Z tego
wzgledu do dalszych analiz wybrano stosunek parametrow D1/D2 méwiacy o kierunkowych
zmianach w obrgbie centrum Kkatalitycznego. Obnizenie poziomu ekspresji genow
docelowych, bedace efektem dziatania rybozymow jest zwiazane ze wzrostem D1/D2, a wigc
oddaleniem G12 od grupy atakujacej i przyblizeniem G8 do grupy odchodzacej (Rys. 4.42).

Odlegtosci H1-H2 wykazuja wysoka korelacj¢ wzgledem stosunku odlegtosci D1/D2
oraz wynikow analizy aktywno$ci w komorkach. Wskazuje to, ze motyw TSM przyjmuje
najbardziej optymalna struktur¢ wobec TL(H2) w rybozymach klasy HH-5b/c, a jego
dotaczenie do HH-0 powoduje zblizenie ramion I i II. Wydtuzenie rybozymu minimalnego o
element TSM powoduje zmiany jego geometrii przenoszace si¢ na znaczne odleglosci 1
wplywajace na parametry rdzenia katalitycznego. R6znica odleglosci H2-TSM pomigdzy HH-
0 oraz HH-5b jest najwicksza dla grupy rybozymoéw przeciwko GFP (8.06 A), natomiast
zmniejsza sie dla GLI1 (2.34 A) oraz CRYAB (0.66 A). Sugeruje to wplyw sekwencji
substratu na geometri¢ catej czasteczki. Jednoczesnie rozbieznosci te pokrywaja si¢ z
roznicami pomigdzy aktywnos$cia rybozymu minimalnego oraz HH-5b/c danej grupy. Roznica
wydajnosci wewnatrzkomoérkowej katalizy pomiedzy HHgfp-5 a HHgfp-0 wynosita 50% w
poréwnaniu dla kilku procentowej pomigdzy HHgli-5¢ a HHgli-0 (Rys. 4.32).

Calkowita sekwencja substratu (nie tylko ograniczona do NUX) oraz struktura
drugorzedowa kompleksu rybozym:substrat moduluja geometri¢ konformeru. Ze wzgledu na
istniejaca sie¢ zaleznos$ci, réznice odleglosci oraz wartosci katow moga sie¢ wzajemnie
rekompensowa¢ do pewnego stopnia, tak aby sumaryczny czas od przyjecia aktywnej
konformacji do zaj$cia reakcji katalitycznej byl jak najkrétszy. Szybkos$¢ zachodzenia tej
reakcji wynika z sumowania czasow potrzebnych do zaj$cia poszczegdlnych jej etapow.
Parametry centrum katalitycznego sprzyjajace skroceniu tego czasu mozna uzyskaé dla
wariantu minimalnego poprzez optymalizacje sekwencji substratu. Jezeli sekwencja ta nie
umozliwia dobrej aranzacji atomow centrum katalitycznego, mozna to zrekompensowaé
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poprzez dotaczenie domeny TSM z potwierdzeniem uzyskanej

struktury na Dbazie

minimalizacji energii swobodnej. Jest to hipoteza kompensacji parametréw centrum

katalitycznego. Wyjasnia ona roznice w aktywnosci rybozymow poza dostgpnoscia substratu.
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Rys. 4.42. Zaleznos¢ pomiedzy poziomem ekspresji genu docelowego a parametrem D1/D2 dla rybozymow grupy
HHgfp (A) oraz HHgfp wraz z klasq HH-0 oraz HH-5b/c (B). Spadek poziomu ekspresji genu docelowego (linia
niebieska) koreluje ze wzrostem stosunku D1/D2 (linia czerwona).
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Dystrybucja parametrow geometrycznych czasteczki jest cecha unikalng i specyficzna.
Stanowi identyfikator, ktory ja scharakteryzuje, dlatego mozna go okresli¢ mianem ,,odcisku
palca rybozymu” (ang. ribozyme fingerprint). Taki profil rybozymu stanowi zestaw cyfr,
ktory odzwierciedla centrum katalityczne i umozliwia przewidywanie jego aktywnosci in
Vivo. Z przedstawionych parametrow stosunek D1/D2 zapewnia wysoka warto$¢ korelacji 0
niskiej zaleznosci od sekwencji substratu. Istnieje réwniez wysoka korelacja pomiedzy
odlegtoscia helis I-II oraz wewnatrzkomorkowa aktywnos$cia rybozymoéw. Im blizej siebie
znajduja si¢ atomy helis I i II, tym wyzszy jest wspolczynnik D1/D2 oraz aktywno$¢
rybozyméw. Zaproponowana metoda przewidywania aktywnos$ci katalitycznych RNA ma
zastosowanie do czasteczek opartych o minimalny rybozym hammerhead dziatajacy in trans
wobec miejsc GUC lub AUC w zwierzgcych liniach komérkowych, wymodelowanych do
analiz w postaci rybzoymow in cis typu I. Jest to bardzo pomocny system selekcji in silico
czasteczek wysoce aktywnych wobec danego substratu.

Rybozymy o strukturze HH-5 wykazuja wysoka aktywnos$¢ przeciwko réznym genom
docelowym. Pozwala to na wykorzystanie ich nie tylko w celach terapeutycznych, ale takze
do badania funkcji gendw w systemie odwrdoconej genetyki (ang. reverse genetics). Hipoteza
kompensacji parametrow centrum katalitycznego stanowi interesujaca i godna zaufania
alternatywg dla tradycyjnego projektowania rybozymow. Wysoka korelacja pomigdzy
parametrami modeli struktur trzeciorzedowych a eksperymentami ex vivo pokazuje, ze
projektowanie RNA wsparte analizami komputerowymi moze stanowi¢ klucz do

przewidywania aktywnosci czasteczek.

4.8. Analizain silico rybozyméw typu hammerhead opisanych w literaturze
4.8.1. Kryteria selekcji

Wspotczynnik korelacji w przypadku wszystkich przebadanych rybozymow pomigdzy
D1/D2 — qPCR byt bardzo wysoki (-0,70172). Analiza statystyczna wykazata najwyzszy
poziom istotnosci dla D1/D2. Z tych wzgledow w oparciu 0 ten parametr zaproponowano
metode¢ przewidywania wewnatrzkomorkowej aktywnosci rybozymow hammerhead. Jej
weryfikacje¢ przeprowadzono wykorzystujac dane literaturowe. Postepowanie W tej metodzie
podzielone zostalo na sze$¢ krokow, zmierzajacych do oszacowania warto$ci D1/D2, ktorej
porownanie dla danych czasteczek okresli, ktora z nich ma parametry sprzyjajace lepszej
aktywnosci wewnatrz komorek (Rys. 4.35, 4.43). Czasteczki poddane weryfikacji musiaty
spetlniac¢ nastepujace Kryteria:
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e projektowanie na podstawie rybozymu hammerhead

e preferowane docelowe miejsce GUC lub AUC

e analiza aktywnosci wewnatrzkomorkowej w zwierzecych liniach komorkowych

e aktywnos$¢ in trans

e pomiary w oparciu o utworzenie rybozymu in cis typu |

e czasteczki zaprojektowanych i sprawdzanych eksperymentalnie w jednej pracy

badawczej

Rys. 4.43. Wykorzystanie tzw. ,,odcisku palca” rybozymu hammerhead do oszacowania jego aktywnosci
wewnqtrzkomorkowej.

4.8.2. Rybozymy minimalne MRE763C oraz MRE764U

Do obnizenia ekspresji genu N-ras zaprojektowano pie¢ rybozyméw typu hammerhead, z
czego dwa przeszly pozytywnie selekcjg in vitro i zostaty wykorzystane w linii komorkowe;j
HelLa [Scherr i in. 1997]. W eksperymentach ex vivo czasteczki zostatly zmodyfikowane
poprzez wprowadzenie grupy 2'fluoro-2'deoksyurydyny/cytydyny. Rybozym MRE763C
skierowany byl na miejsce docelowe GUC, natomiast MRE764U na GUU. Czasteczki
posiadaly dwie pary zasad w helisie 2 oraz pgtlg czteronukleotydowa GUUA. Migdzy soba
roznity si¢ jedynie sekwencja substratu. Gen docelowy zostat wprowadzony do plazmidu
niosacego gen reporterowy lucyferazy. Efektywnos¢ dziatania rybozymu mierzono poprzez

spadek aktywnosci lucyferazy 48 godzin po transfekcji. MRE763C wykazywal wyzsza

119



WYNIKI I DYSKUSJA

aktywno$¢ prowadzac do spadku aktywnosci lucyferazy 0 54% w poréwnaniu do rybozymu
MRE764U (39%).

Dane z publikacji dotyczace budowy i1 sekwencji rybozymow oraz substratow zostaty
wykorzystane do uzyskania modeli struktury trzeciorzgdowej rybozyméw w kompleksie z
substratami. Nastgpnie modele poddano analizie obliczeniowej i okreslono parametr D1/D2.
Wyniost on 0.795106 dla MRE764U oraz 0.92676 dla MRE763C, co wedlug zaproponowanej
metody oszacowania aktywno$ci wskazuje na drugi rybozym jako wariant bardziej aktywny

w komorkach. Wyniki analiz in silico potwierdzaja wyniki eksperymentalne podane w

publikacji (Rys. 4.44) [Scherr i in. 1997].
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Rys. 4.44. Porownanie danych eksperymentalnych dostepnych w publikacji [Scherr i in. 1997] (A) oraz in silico
(B) wskazujqcych na MRE763C jako wariant rybozymu bardziej aktywny w liniach komorkowych. K — komorki
nietransfekowane.
4.8.3. Rybozym skrocony oraz wydluzony przeciwko mRNA gp4l wirusa HIV

Do obnizenia poziomu mRNA gp41 wirusa HIV-1 zostat wykorzystany rybozym
skrocony, posiadajacy dwie pary zasad w helisie drugiej oraz wydtuzony, stabilizowany
poprzez dotaczenie receptora czteronukleotydowej petli TLR przy koncu 5’ [Fedoruk-
Wyszomirska i in. 2009B]. Fragment cDNA gp41 zostat wprowadzony do plazmidu wraz z
fragmentem genu biatka zielonej fluorescencji. Substratem obu czasteczek byta ta sama
sekwencja zawierajaca miejsce GUA. Efektywnos$¢ dziatania rybozymow w roznych
stezeniach w odniesieniu do czasteczek kontrolnych zostata oszacowana w komorkach Hela

24 godziny po transfekcji na podstawie reakcji RT-PCR. Sposrod analizowanych czasteczek
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TLR-HRz-gp41 wykazal wyzsza aktywnos¢ doprowadzajac do obnizenia poziomu mRNA
gp41 o okoto 58% w porownaniu do 41% dla czasteczki HRz-gp41.

Dane z publikacji dotyczace budowy i sekwencji rybozymow oraz substratu zostaty
wykorzystane do uzyskania modeli struktury trzeciorzgdowej rybozyméw w kompleksie z
substratami. Nastgpnie modele poddano analizie obliczeniowej i okreslono parametr D1/D2.
Wyniést on 0.827198 dla HRz-gp4l oraz 0.910576 dla TLR-HRz-gp4l, co wedlug
zaproponowanej metody oszacowania aktywnosci wskazuje na drugi rybozym jako wariant
bardziej aktywny w komodrkach. Wyniki analiz in silico potwierdzaja wyniki eksperymentalne
podane w publikacji (Rys. 4.45) [Fedoruk-Wyszomirska i in. 2009B].
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Rys. 4.45. Poréownanie danych eksperymentalnych dostepnych w publikacji [Fedoruk-Wyszomirska i in. 2009B]
(4) oraz in silico (B) wskazujqcych na TLR-HRz-gp4l jako wariant rybozymu bardziej aktywny w liniach
komorkowych. K — komorki nietransfekowane.

4.8.4. Rybozymy Rz420 oraz Rz1584 aktywne wobec mRNA E6AP

W celu znalezienia najlepszego wariantu rybozymu do obnizenia ekspresji genu E6AP
przeprowadzono selekcje in vitro dostgpnosci miejsc w substracie RNA [Kim i in. 2003]. W
nastgpnym etapie 5 rybozymoéw zastosowano do obnizenia ekspresji genu E6AP w
komorkach, z czego dwa spetnialy kryteria omowione powyzej (Rozdz. 4.8.1). Oba rybozymy
posiadaly 12-nukleotydowe ramiona oraz taka sama budoweg helisy II. Roznily si¢ jedynie
sekwencja substratu. Miejscem docelowym dla Rz420 byto AUC, natomiast GUC dla
Rz1584. Sekwencje kodujace rybozymy zostaty wprowadzone do wektoréw ekspresyjnych i
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po transfekcji ulegaly ekspresji w komorkach HelLa w postaci czasteczek chimerycznych.
Efektywnos¢ dziatania czasteczek wewnatrz komoérek oszacowano na poziomie biatka. Rz420
obnizal poziom biatka o okoto 51%, natomiast Rz1584 o 60%, co czyni z niego
efektywniejsza czasteczke.

Dane z publikacji dotyczace budowy i sekwencji rybozymow oraz substratow zostaly
wykorzystane do uzyskania modeli struktury trzeciorzedowej rybozyméw w kompleksie z
substratami. Nastgpnie modele poddano analizie obliczeniowej 1 okre§lono parametr D1/D2.
Wyniost on 0.75329 dla Rz420 oraz 0.987464 dla Rz1584, co wedlug zaproponowanej
metody oszacowania aktywno$ci wskazuje na drugi rybozym jako wariant bardziej aktywny
w komorkach. Wyniki analiz in silico potwierdzaja wyniki eksperymentalne podane w
publikacji (Rys. 4.46) [Kim i in. 2003].
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Rys. 4.46. Poréwnanie danych eksperymentalnych dostepnych w publikacji [Kim i in. 2003] (A) oraz in silico (B)
wskazujacych na Rz1584 jako wariant rybozymu bardziej aktywny w liniach komorkowych.

4.8.5. Rybozym minimalny oraz skrocone przeciwko BCR-ABL

Dziewigtnascie czasteczek katalitycznych zostalo zaprojektowanych do obnizenia
ekspresji genu fuzyjnego BCR-ABL z czego 3 stanowily rybozymy typu hammerhead
spetniajace zatozone kryteria [Kato i in. 2001]. Jeden stanowil rybozym minimalny (WtRz), a
dwa kolejne to skrécone warianty posiadajace jedna par¢ zasad w helisie II oraz inne
czteronukleotydowe petle (MiniA, MiniB). Sekwencje rybozyméw wprowadzono do
plazmidow 1 transfekowano komorki Hela. Po 36 godzinach przeprowadzono analizg

poziomu ekspresji docelowego genu wprowadzonego do plazmidu z genem lucyferazy.
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Wewnatrzkomérkowa aktywno$¢ rybozymow zostala przedstawiona jako funkcja
spadajacego poziomu aktywno$ci lucyferazy. Najwigksza aktywnos$¢ wykazal rybozym
minimalny, obnizajac aktywno$¢ lucyferazy o okoto 70%. Na kolejnym miejscu byta
czasteczka MiniB (0 45%) oraz MiniA (0 25%).

Dane z publikacji dotyczace budowy i sekwencji rybozymow oraz substratow zostaly
wykorzystane do uzyskania modeli struktury trzeciorzedowej rybozyméw w kompleksie z
substratami. Nastepnie modele poddano analizie obliczeniowej i okreslono parametr D1/D2.
Wyniést on 0.816437 dla MiniA, 0.837608 dla MiniB oraz 0.89273 dla WtRz, co wedlug
zaproponowanej metody oszacowania aktywno$ci wskazuje na trzeci rybozym jako wariant
najbardziej aktywny w komodrkach. Wryniki analiz in silico potwierdzaja wyniki
eksperymentalne podane w publikacji (Rys. 4.47) [Kato i in. 2001].
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Rys. 4.47. Poréwnanie danych eksperymentalnych dostepnych w publikacji [Kato i in. 2001] (A) oraz in silico
(B) wskazujqcych na WtRz jako wariant rybozymu najbardziej aktywny w liniach komorkowych. K — kontrola.

4.8.6. Dwa rybozymy minimalne Rz161 oraz Rz212 aktywne wobec mMRNA MGMT
Obnizenie ekspresji genu O6-metyloguanino DNA metylotransferazy (MGMT) uzyskano
z wykorzystaniem 3 rybozymoéw typu hammerhead przeciwko miejscom GUC, z czego dwa
spehlniaty przyjete kryteria [Zhang i in. 2004]. Aktywnos$¢ rybozyméow w komorkach Hela
okreslano z wykorzystaniem metod Western-Blot, Northern-Blot oraz analizy funkcji genu
MGMT. Aktywnos¢ biatka MGMT oraz jego ilo$¢ zostata obnizona w przyblizeniu o 92% i
97,5% odpowiednio przez rybozymy Rzl161 oraz Rz212. Druga z czasteczek wykazala

wyzsza aktywnos$¢ wewnatrzkomorkowa.
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Dane z publikacji dotyczace budowy i sekwencji rybozymdéw oraz substratow zostaty
wykorzystane do uzyskania modeli struktury trzeciorzedowej rybozyméw w kompleksie z
substratami. Nastgpnie modele poddano analizie obliczeniowej i okreslono parametr D1/D2.
Wyniost on 0.89565 dla Rz161 oraz 0.948393 dla Rz212, co wedlug zaproponowanej metody
oszacowania aktywnos$ci wskazuje na drugi rybozym jako wariant bardziej aktywny w
komorkach. Wyniki analiz in silico potwierdzaja wyniki eksperymentalne podane w
publikacji (Rys. 4.48) [Zhang i in. 2004].
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Rys. 4.48. Poréwnanie danych eksperymentalnych dostepnych w publikacji [Zhang i in. 2004] (A) oraz in silico
(B) wskazujgcych na Rz212 jako wariant rybozymu bardziej aktywny w liniach komdrkowych. K — kontrola.

4.8.7. Korelacja wynikéw ekeperymentalnych oraz in silico

Dla wszystkich przedstawionych analiz obliczono wspolczynnik korelacji pomigdzy
podanymi w publikacjach wynikami eksperymentalnymi a badaniami in silico (Rys. 4.49).
Uzyskano warto$¢ -0.60011 mieszczaca si¢ w granicach przedziatu dla wysokiej korelacji.
Nizsza wartos¢ wspotczynnika w porownaniu do przedstawionych w tej pracy wynikow
eksperymentéw wiasnych moze wynika¢ z r6znych podejs¢ eksperymentalnych, w tym metod
okreslania aktywnosci rybozymoéw, wybranych linii komorkowych, genéw docelowych o
réznych poziomach i profilach ekspresji, zastosowania wektoréw ekspresyjnych i innych.
Dodatkowo struktury niektorych rybozymow wydluzonych nie zostaly potwierdzone

eksperymentalnie. Ponadto parametry geometryczne czasteczki warunkuja jej aktywno$é
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tylko czesciowo. Wsrod innych determinant aktywnos$ci znajduja sig: dostgpnosé sekwencji
docelowej w obrgbie substratu mRNA, szybko$¢ hybrydyzacji substratu i1 dysocjacji

produktow 1 wiele innych.
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Rys. 4.49. Zaleznos¢ pomiedzy poziomem ekspresji genu docelowego a parametrem DI1/D2 dla rybozymoéw
analizowanych wedlug danych literaturowych. Spadek poziomu mRNA (linia niebieska) koreluje ze wzrostem
stosunku D1/D2 (linia czerwona).

4.8.8. Odstepstwa od reguly D1/D2

Sposréd  publikacji znalezionych w bazie danych PubMed (NCBI) dotyczacych
zastosowania rybozymow hammerhead do obnizania poziomu ekspresji genow w liniach
komoérkowych nie wzigto pod uwage niektorych badan. Przyktadem moga by¢ analizy
aktywnosci czasteczek hybrydowych, ze wzgledu na indywidualny wptyw wykorzystanych
dodatkowych funkcjonalnych elementow modyfikujacych strukturg przy koncu 5’ (sekwencja
promotora tRNAY? odpornego na RNAzy) jak 1 3" (sygnat poliA rekrutacji helikazy) [Stobart
i in. 2009]. Przebadane rybozymy naturalne [Saksmerprome i in. 2004, Khvorova i in. 2003,
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Burke i Greathouse 2005] nie daly mozliwo$ci wymodelowania rybozyméw wraz z
substratami jako czasteczek dziatajacych in cis typu I. Ponadto byly analizowane in vivo w
modelu roslinnym. Poniewaz w niniejszej pracy nie oszacowano parametrow korelacji dla
rybozymdw dzialajacych w uktadzie ro§linnym takze prace Val i in. oraz Carbonell i in. nie
mogly zosta¢ wykorzystane w powyzszej analizie [Val i in. 2011, Carbonell i in. 2011]. Ze
wzgledu na brak mozliwosci oszacowania indywidualnej wewnatrzkomorkowej aktywnosci
rybozymow znajdujacych si¢ w sktadzie konstruktow multimerycznych, nie mogty one takze
wej$¢ w sktad analizy [Nazari 1 in. 2008].

Wsrdd odstegpstw od zaproponowanej metody znalazty si¢ rybozymy zaprojektowane w
celu obnizania poziomu ekspresji genu VIRF [Zhang i in. 2001]. Trzy rybozymy R1, R2, R3
rozpoznajace trzy miejsca GUC mialy wydluzone ramiona rozpoznajace substrat (20
nukleotydéw, w poréwnaniu do wykorzystywanych najcze¢sciej 6 nukleotydow). Czasteczki te
powodowaty obnizenie poziomu genu docelowego odpowiednio o0 72% (R1), 34% (R2), 35%
(R3). Analizy in silico na podstawie zawartych w publikacji danych umozliwity oszacowanie
stosunku D1/D2, ktory wynosit 1.2155 (R1), 1.2139 (R2), 1.000 (R3). Wyniki te sa tylko
czesciowo zgodne z rezultatami eksperymentéw (Rys. 4.50). R1 oraz R3 wykazuja zgodno$é
wynikéw. Wyjatek stanowi czasteczka R2. Moze by¢ to spowodowane nietypowym
wydluzeniem ramion rybozymu, ktoére moga stanowi¢ dodatkowy czynnik wptywajacy na ich
aktywnos¢. Sekwencja tych elementow moze regulowaé szybkos¢ hybrydyzacji substratu i
dysocjacji produktow.

Kolejny interesujacy przyklad stanowi analiza wlasciwosci katalitycznych wydluzonych
rybozyméw pochodzenia naturalnego (HHesTRSV-ALI, HHePLMVd oraz zmutowany
HHePLMVd-G5%U) do transestryfikacji wiroidowego RNA w ro$linach [Carbonell i in.
2011]. Dwie kultury Agrobacterium thumefaciens poddano transfekcji wektorami niosacymi
rybozym oraz substrat, a nastgpnie wprowadzono do lici N. benthamiana. Analize¢ poziomu
docelowego wiroidowego RNA przeprowadzono metoda Northern Blot. Jedynie HHe-
PLMVd efektywnie obnizat poziom docelowego RNA. Wyniki analiz in silico wykazaty, ze
HHe-sTRSV charakteryzuje wyzszy poziom D1/D2, co sugeruje, ze ta czasteczka powinna
wykaza¢ wyzsza aktywno$¢. Nie uzyskano zatem zgodnosci z wynikami eksperymentow
(Rys. 4.51) [Carbonell i in. 2011]. Przyczyna tej rozbiezno$ci moze by¢ zastosowanie
wektorow oraz dwdch osrodkéw, w ktdrych si¢ znajdowaty (bakteria i roslina). Czynniki te
moga wplywaé¢ na poziom czasteczek zarowno substratu jak 1 rybozymu w ukladzie

docelowym.
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Rys. 4.50. Poréownanie danych eksperymentalnych dostepnych w publikacji [Zhang i in. 2001] (A) oraz in silico
(B) wskazujqcych na Rz1 oraz Rz2 jako warianty rybozymu najbardziej aktywne w liniach komoérkowych. K —
kontrola.
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Rys. 4.51. Poréwnanie danych eksperymentalnych dostepnych w publikacji [Carbonell i in. 2011] (A) oraz in
silico (B) wskazujqcych na HHe-sTRSV jako wariant rybozymu bardziej aktywny w liniach komorkowych. K —
kontrola.

Stosunek D1/D2 dostarcza istotnych informacji na temat geometrii centrum
katalitycznego rybozymu hammerhead. Nie jest to jednak jedyny parametr wpltywajacy na
wydajno$¢ reakcji katalitycznej. Z tego wzgledu moga wystepowaé pewne niespdjnosci
pomigdzy D1/D2 a wynikami eksperymentow.

Pomimo zaobserwowanych odstgpstw od reguly pozwalajacej na przewidywanie
aktywnos$ci wewnatrzkomoérkowej rybozyméw typu hammerhead, znajduje ona potwierdzenie
w wigkszosci przeanalizowanych przypadkéw. Oszacowanie czynnikow determinujacych
funkcje katalitycznych RNA pozwala na wybor parametréow, ktore umozliwiaja

przewidywanie ich aktywno$ci wewnatrz komorek. Zasada ta moze znalez¢ zastosowanie nie
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tylko do charakterystyki réznych katalitycznych RNA, ale takze dowolnych RNA o
sprecyzowanej funkcji. Pozwala na porownywanie wlasciwos$ci réznych czasteczek. Analiza
parametrow geometrycznych pokazata, ze aktywnos$¢ rybozymow w komorce zalezy w
wigkszym stopniu od ich struktury trzeciorzedowej w kompleksie z substratem niz od takich
czynnikow jak dostgpno$¢ miejsca docelowego w obrgbie mRNA, czy szybko$¢ hybrydyzacji

do substratu 1 oddysocjowania produktow reakcji.
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5. PODSUMOWANIE

Celem niniejszej pracy doktorskiej bylo opracowanie nowego wysoce aktywnego w

komorkach wydluzonego rybozymu hammerhead oraz okreslenie czynnikow determinujacych

jego wiasciwosci wewnatrzkomorkowe na poziomie molekularnym.

Na podstawie przeprowadzonych eksperymentow wyciagnigto nastgpujace wnioski:

Rybozymy HH-0, HH-6, HH-5, HH-4 Kkatalizuja transestryfikacje docelowego RNA w
warunkach in vitro oraz w ludzkich liniach komoérkowych. Rybozymy HHgfp-5b,
HHgli-5¢ oraz HHcry-5¢ (o strukturze drugorzedowej HH-5N) wykazuja wysoka
aktywno$¢ w warunkach komoérkowych. Zaproponowany nowy rybozym HH-5N w

perspektywie moze stanowi¢ narzgdzie terapii genowe;.

Whasciwosci katalityczne rybozymoéw roznig si¢ dla mieszaniny reakcyjnej in vitro
oraz modelu komodrkowego. Warunki in vitro zaburzaja przyjmowanie konformacji

aktywnej przez badane czasteczeki katalityczne.

Projektowanie czasteczek RNA w oparciu o taczenie elementow o zdefiniowanej
strukturze  drugorzgdowej wykazuje niski poziom zgodno$ci z analiza
eksperymentalng metodami chemicznymi i enzymatycznymi w poroéwnaniu do

modelowania w oparciu o minimalizacje energii swobodnej.
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Ustalono wewnatrzczasteczkowe determinanty aktywnos$ci katalitycznych RNA na

przyktadzie rybozymow typu hammerhead:

Odlegtosci pomiedzy zdefiniowanymi atomami centrum katalitycznego:
G12(N1)-C17(2'0) [D1]

G8(2'0)-C1.1(5'0) [D2]

G5(N1)- C1.1(5'0) [D3]

Odchylenie utozenia atomdédw od uktadu liniowego w trzech przypadkach:
C1.1(5'0)-C17(2'0)-P [a]

C17(2'0)-G12(N1)-P [B]

C1.1(5'0)-G8(2'0)-P [v]

Qdleglo$¢ pomiedzy najblizej potozonymi atomami regionOw TSM oraz H2.

Stosunek parametréw D1/D2.

Oddalenie G12(N1) od C17(2'O) oraz przyblizenie G8(2'0O) do C1.1(5'0) wyrazane
przez stosunek D1/D2 charakteryzuje reakcje Katalizowana przez rybozymy
hammerhead w warunkach komérkowych wedhug odwroconego mechanizmu katalizy

kwasowo-zasadowej.

Na podstawie obliczen parametréw centrum katalitycznego oraz korelacji z wynikami
eksperymentalnymi zaproponowano metode oszacowania unikalnego profilu
(,;odcisku palca”) rybozymu, umozliwiajacego przewidywanie wewnatrzkomorkowe;j

aktywnosci czasteczki.
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6. MATERIALY I METODY

6.1. Wykaz materialow stosowanych w pracy

6.1.1. Wazniejsze odczynniki, enzymy oraz zestawy gotowych odczynnikéw

Tab. 6.1. Wazniejsze odczynniki stosowane w pracy.

Odczynnik Producent
MEGAscript® High Yield Transcription Kit T3, MEGAscript” High Yield Ambion
Transcription Kit T7 (zestaw odczynnikow do transkrypcji in vitro), woda RNAse-
free, rybonukleaza V1, glikogen 5 mg/ml, RPA 1II (zestaw odczynnikow do analizy
RPA)
Bacto-Agar, Bakto-Trypton, ekstrakt drozdzowy Difco
Perfectprep”™ Plasmid Midi, FastPlasmid™ Mini (zestawy odczynnikéw do izolacji Eppendorf
plazmidowego DNA)
Sephadex G-50 Medium Farmacia
bufor obciazajacy do agarozy (Loading Buffer 6x), mieszanina 10mM dNTP, enzymy | Fermentas
restrykcyjne EcoR | i Hind 111 oraz bufory, kinaza polinukleotydowa T4, standardy
wielkosci DNA (1 kpz, 100 pz), polimeraza Taq i bufor do polimerazy, RevertAid ™
First Strand cDNA Synthesis Kit (zestaw odczynnikéw do odwrotnej transkrypcji), T4
DNA ligaza
DyNAmo HS Sybr Green gPCR Kit FINNZYMES
Opti-MEM Medium Gibco
Y[**P]dATP (3000Ci/mmol) ICN
bydleca surowica ptodowa (FBS), Lipofectamine 2000, pozywka Opti-MEM Medium, | Invitrogen
Trizol Reagent
Xylene cyanol Koch Light

Labolatories

Bromophenol blue, chlorek potasu, kwas borowy, chlorek magnezu, mocznik, chlorek | Merck
sodu, octan potasu
Naczynia do hodowli linii komoérkwych Nalge Nunc

International

pT7T30-18 MFE Technologies

chloroform cz.d.a, kwas borowy, mocznik, kwas octowy, metanol cz.d.a. Polskie odczynniki
chemiczne

ATP, octan sodu, rybonukleaza S1 Promega

131




MATERIALY I METODY

Odczynnik Producent
agaroza, akryloamid, ampicylina, aloumina, APS, BCIP/NBT, tRNA™® (1 pg/ul), Sigma
chlorek wapnia, DTT, DMSO, EDTA, etanol, fenol, glicerol, glicyna, izopropanol,
N,N’-metylenobisakryloamid, PBS, RPMI-1640 Medium oraz zestaw witamin
(Vitamins Solution) i antybiotykéw (Antibiotic Antimycotic), nadsiarczan amonu,
octan otowiu, SDS, Tris, TEMED, trypsyna-EDTA, Tween 20, rybonukleaza T1
Blony rentgenowskie Foton
Streptomycyna, bydleca surowica ptodowa (FBS) ATTC
QIAEX II Agarose Gel Extraction Kit (zestaw odczynnikow do ekstrakcji DNA z zelu | QIAGEN
agarozowego)

6.1.2. Oligodeoksyrybonukleotydy, oligorybonukleotydy

Substraty RNA znakowane fluoresceina przy koncu 5’, rybozymy oraz RNA o sekwencji antysensowej

syntetyzowane byly przez IBA GmbH (Géttingen, Niemcy) oraz Future Synthesis Sp. z o0.0. (Poznan).

Oligonukleotydy DNA syntetyzowane byly w Instytucie Biochemii i Biofizyki PAN (Warszawa) oraz

przez Genomed S.A. (Warszawa).

Tab. 6.2. Zestawienie oligodeoksyrybonukleotydow wykorzystywanych w pracy.

Nazwa Charakterystyka

Sekwencja 5'-3’

Dzdnmt-T1 DNAzymy 10-23 wobec roznych
miejsc w obrgbie mRNA DNMT 1

GATGGAGGCTAGCTACAACGAAGCTTC

Dzdnmt-T2 CCATCGGAGGCTAGCTACAACGATTGCTCC
Dzdnmt-T3 ACTCGGGAGGCTAGCTACAACGATGGGAT
Dzdnmt-T4 CAGCGTGAGGCTAGCTACAACGACCCAGC
Dzdnmt-T5 GCTGCTGAGGCTAGCTACAACGAACACCT
Dzdnmt-T6 CGCCGTGAGGCTAGCTACAACGACCTTGC
Dzgfp DNAzym 10-23 wobec mMRNA GFP | GCCGGAGGCTAGCTACAACGAACGCTG
Dzcry DNAzym 10-23 wobec mRNA AAGGGAGGCTAGCTACAACGATCAGGG
CRYAB
Dzgli DNAzym 10-23 wobec mRNA GLI1 | CCGGGAGGCTAGCTACAACGATGAGGA
AS-DNA-GFP | Sekwencja antysensowa w stosunku | CCTCGCCGGACACGCT
do mRNA GFP
SKR-DNA Sekwencja przypadkowa CGCTAAGGCCCTGCCC

DnmtF Startery reakcji gqPCR do syntezy

DnmtR cDNA DNMT1 cztowieka

GAGGAGGGCTACCTGGCTAAA

CCCGTGGGAAATGAGATGTGAT
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Nazwa Charakterystyka Sekwencja 5'-3'
Glil23F Startery reakcji gPCR do syntezy GTACCACTGTGTCCCGCCGC
Gli123R cDNA GLI1 cztowieka GCAGGTAGTGCTGGGCAGGC

tGliF CCCAGTGTGGGGACAGAAGTCA
tGliR TCCCAGAGATGGGCTCATGGTGC

sT138F Startery do otrzymania matrycy do AGCAAGAATTCGAATTGTAATACGACTCACTATAGG

syntezy transkryptu T138 i sondy ACGTAAACGGCCACAAGT

sT138R sens RPA w reakcji PCR CGTAGGTCAGGGTGGTCA
aT138R Startery do otrzymania sondy AGCAAGAATTCGAATTGTAATACGACTCACTATAGG

antysens RPA w reakcji PCR CGTAGGTCAGGGTGGTCA

aT138F ACGTAAACGGCCACAAGT

CryF Startery reakcji gPCR do syntezy GATCCGCCGCCCCTTCTTTCC
CryR cDNA CRYAB cziowieka CAGGCGCATCTCTGAGAGTCCAGT
HprtF Startery reakcji gPCR do syntezy CTGAGGATTTGGAAAGGGTG

HprtR cDNA HPRT cztowieka AATCCAGCAGGTCAGCAAAG

ActbF Startery reakcji gPCR do syntezy TCTGGCACCACACCTTCTAC

ActhR cDNA ACTB cztowieka GATAGCACAGCCTGGATAGC

GfpF Startery reakcji gPCR do syntezy CCTGAAGTTCATCTGCACCA
GfpR cDNA GFP cztowieka AAGTCGTGCTGCTTCATGTG
GFP1 Startery reakcji PCR do syntezy CTGACCCTGAAGTTCATCTG
cDNA GFP cztowieka
GFP2 CTTCTCGTTGGGGTCTTT
GAPDH1 Startery reakcji PCR do syntezy TCCCATCACCATCTTCCA
GAPDH2 cDNA GAPDH cztowieka CATCACGCCACAGTTTCC

Tab.6.3. Zestawienie oligorybonukleotydow stosowanych w pracy

Nazwa Charakterystyka Sekwencja 5’-3’
AS-RNA-gfp Sekwencja antysensowa w CCUCGCCGGACACGCU
stosunku do mRNA GFP
sT138 gfp Substrat reakcji in vitro GFP, ACGUAAACGGCCACAAGUUCAGCGUGUCCGGCGAGGGCG

sonda sens RPA

AGGGCGAUGCCACCUACGGCAAGCUGACCCUGAAGUUCA
UCUGCACCACCGGCAAGCUGCCCGUGCCCUGGCCCALCCC
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Nazwa Charakterystyka Sekwencja 5'-3'
UCG
asT138 gfp Sonda antysens RPA CGAGGGUGGGCCAGGGCACGGGCAGCUUGCCGGUGGUGC
AGAUGAACUUCAGGGUCAGCUUGCCGUAGGUGGCAUCGC
CCUCGCCCUCGCCGGACACGCUGAACUUGUGGCCGUUUA
CGU
T16 gfp Substrat reakcji in vitro GFP AGCGUGUCCGGCGAGG
Cl6 cry Substrat reakcji in vitro CCCUGAGUCCCUUCUA
CRYAB
G16 gli Substrat reakcji in vitro GLI1 UCCUCAGUCCCGGGGA
T12 gfp Substrat reakcji in vitro GFP GCGUGUCCGGCG
T24 dnmt Substrat reakcji in vitro AAAUGAGAAGCUGUCCAUCUUUGA
DNMT1
HHgli-0 GCCCGGCUGAUGAGGCCGAAAGGCCGAAACUGAG
HHgfp-0 Rybozym minimalny typu UCGCCGCUGAUGAGGCCGAAAGGCCGAAACACGC
HHdnmt-0-T1 | hammerhead AAGAUGCUGAUGAGGUCGAAAGACCGAAACAGCU
HHdnmt-0-T2 GGCCGGCUGAUGAGGCCGAAAGGCCGAAACGGCC
HHcry-5¢ GGUAAAGGCCAAAGCUAUGGCAAGGCUGAUGAGGCCGAA
AGGCCGAAACUCAG
HHgli-5¢ GUCGAUGCCAAAGCUAUGGCCCGGCUGAUGAGGCCGAAA
GGCCGAAACUGAG
HHgfp-6 CCUAAGGCCAAAGCUAUGGUCGCCGCUGAUGAGGCCGAA
AGGCCGAAACACGC
HHgfp-5 CCUAAGGCCAAAGCUAUGGCGCCGCUGAUGAGGCCGAAA
Wydtuzony rybozym typu GGCCGARAACACGC
HHgfp-4 hammerhead CCUAAGGCCAAAGCUAUGGGCCGCUGAUGAGGCCGAAAG

HHgfp-5"""

HHgfp-5"""

HHgfp-5"""

HHdnmt-6-T1

HHdnmt-5-T1

HHdnmt-4-T1

GCCGAAACACGC

CCUAAGGCCAAAGCUAUGGCGCCGCAGAUGCGGCCGAAA
GGCCGUAACACGC

CCUAAGGCCAAAGCUAUGGCGCCGCUGAUCUGGCCGAAA
GGCCCAAACACGC

CCAUGAGGCCAAAGCCUCAUGGCGCCGCUGAUGAGGCCG
AAAGGCCGAAACACGC

CCUAAGGCCAAAGCUAUGGAAGAUGCUGAUGAGGUCGAA
AGACCGAAACAGCU

CCUAAGGCCAAAGCUAUGGAGAUGCUGAUGAGGCCGAAA
GGCCGAAACAGCU

CCUAAGGCCAAAGCUAUGGGAUGCUGAUGAGGUCGAAAG
ACCGAAACAGCU

134




MATERIALY I METODY

Nazwa Charakterystyka Sekwencja 5'-3'
HHdnmt-6-T2 CCUAAGGCCAAAGCUAUGGGGCCGGCUGAUGAGGCCGAA
AGGCCGAAACGGCC
HHdnmt-5-T2 CCUAAGGCCAAAGCUAUGGGCCGGCUGAUGAGGCCGAAA
Wydhizony rybozym typu GGCCGAAACGGCC
HHdnmt-4-T2 | hammerhead CCUAAGGCCAAAGCUAUGGCCGGCUGAUGAGGCCGAAAG
GCCGAAACGGCC
HHgli-5b CCUAAGGCCAAAGCUAUGGCCCGGCUGAUGAGGCCGAAA
GGCCGAAACUGAG

6.1.3. Wektory ekspresyjne

W badaniach wykorzystano wektor pEGFP-N3 kodujacy wariant biatka zielonej fluorescencji (GFP)
pod kontrola wczesnego promotora CMV (ang. human cytomegalovirus). Zostat on inZzynieryjnie
zmodyfikowany w celu uzyskania jasnej fluorescencji i wysokiego poziomu ekspresji w komoérkach
ssakow (maksimum wzbudzenia = 488nm, maksimum emisji = 507nm). Gen EGFP posiada dwie
substytucje aminokwasow Phe-64 na Leu oraz Ser65 na Thr. Sekwencja kodujaca odpowiada
preferencji dystrybucji kodonéw w genomie cztowieka. Sygnat poliadenylacji SV40 ponizej sekwencji
genu zapewnia optymalne przygotowanie mMRNA do translacji. Wektor pEGFP-N3 jest przystosowany

do powielania w szczepie bakteryjnym E. coli DH5a w obecnos$ci kanamycyny.
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Rys. 6.1. Mapa restrykcyjna oraz miejsce wielokrotnego klonowania (ang. multi cloning site, MSC) wektora
ekspresyjnego pEGFP-N3 (Clontech). Pcwy g — wczesny promotor CMV, EGFP — gen biatka zielonej
fluorescencji, Kan'/Neo" — gen opornosci na kanamycyne i neomycyne, pUC ori — miejsce startu replikacji
plazmidu.
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6.2. Material biologiczny

6.2.1. Szczepy bakteryjne
Escherichia coli DHS5a (Invitrogen) [F endAl ginV44 thi-1 recAl relAl gyrA96 deoR
nupG, ®80dlacZAM15 A(lacZYA-argF)U169, hsdR17(r«” mg*), A-]

6.2.2. Linie komorkowe

HeLa — linia ludzkich komorek nablonkowych pochodzacych z raka szyjki macicy.
Komorki transformowane nowotworowo na skutek zakazenia wirusem brodawczaka HPV
18 (ang. human papilloma virus). Nazwa pochodzi od imienia i hazwiska dawcy — Henrietta
Lacks.

HEK 293T - linia komérkowa wyprowadzona z ludzkich komoérek nabtonkowych nerki
(ang. human endothelial kidney cells).

U118 MG - linia ludzkich komoérek glejowych pochodzacych z glejaka zlosliwego.

Morfologicznie jest to mieszanina komorek nowotworéw glioblastoma oraz astrocytoma.

Pozywki do hodowli linii komérkowych:
=  RPMI-1640 Medium (Sigma)
= OptiMEM (Invitrogen)
= DMEM, Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium (ATTC)
= DMEM, Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium (Sigma)

6.2.3. Przeciwciala

Przeciwciala I-rzedowe:

Monoklonalne przeciwciato anty-GAPDH (Santa Cruz Biotechnology, sc-47724)
Monoklonalne przeciwciato anty-GFP (Santa Cruz Biotechnology, sc-81045)
Monoklonalne przeciwciato anty-GLI1 (Santa Cruz Biotechnology, sc-271075)
Monoklonalne przeciwciato anty-CRYAB (Santa Cruz Biotechnology, sc-53919)
Monoklonalne przeciwciato anty-DNMT1 (Santa Cruz Biotechnology, sc-52919)

Przeciwciala II-rzedowe:

Anty-mysie IgG skoniugowane z biotyna (Sigma)
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6.3. Pozywki i bufory

Phynna pozywka LB

Bufor 10x TBE pH 8.3

6x bufor obcigzajqcy do elektroforezy
kwaséw nukleinowych w zZelach

agarozowych

Bufor obciqzajqcy do elektroforezy

biatek SBLU

Bufor obciqzajqcy do elektroforezy
biatek SBL

Bufor obcigzajqcy 1x do elektroforezy
kwasow nukleinowych w zelach PAA

1%
0.5%
1%

0.5M
0.5M
10 mM

30%
0.25%
0.25%
1x

62.5 mM
59 M
2%
0.1M
0.05%

62.5 mM
2%
0.1M
0.05%

1M
0.1M
™™
0.1%
0.1%

baktopepton
ekstrakt drozdzowy
NaCl

Tris-HCI pH 8.3
kwas borowy
EDTA pH 8.0

glicerol
bromophenol blue
Xylene cyanol
TEB

Tris-HCI, pH 8.3
mocznik

SDS

DTT

btekit bromofenolowy

Tris-HCI, pH 8.3
SDS

DTT

biekit bromofenolowy

cytrynian sodu pH 5

EDTA

mocznik

biekit bromofenolowy (BB)
fiolet ksylenowy (XC)
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Bufor STOP do obcigzania
kompleksow kwasow nukleinowych
(10x)

Bufor do hybrydyzacji kwasow

nukleinowych (H, 5x)

Bufor TMN (1x)

Bufor do elucji RNA z zelu

poliakrylamidowego

Roztwor do hydrolizy alkalicznej RNA

Bufor do elektrotransferu biatek

Bufor do ptukania membrany Western

Blot

Bufor do blokowania membrany po

transferze Western Blot

Bufor do inkubacji membrany z

przeciwcialem Western Blot

1x
50%
0.1%
0.1%

20 mM
50 mM

20 mM
2mM
100 mM

05M
1mM

50 mM
1mM

25 mM
190 mM
20%

1x
0.05%

10%
1x
0.05%

1x
0.05%
3%

TMN

glicerol

biekit bromofenolowy (BB)
fiolet ksylenowy (XC)

Tris-HCI pH 7.5
NaCl

Tris-HCI pH 7.5
MgCIZ
NaCl

NaOAc
EDTA

NaOH
EDTA

Tris-HCI
Glicyna
Metanol

PBS
Tween20

Mleko w proszku
PBS

Tween20
PBS

Tween20
BSA
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Bufor do rozdziatu 144 g
elektroforetycznego bialek w zZelu 30.2¢g
biatkowym (10x, 11) 10¢g

Bufor do barwienia biatek w zelu PA4  0.2%

50%

10%
Odbarwiacz do zelu PAA po 30%
barwieniu biatek 7%
Roztwor do barwienia kwasow 40%
nukleinowych w zelach PAA 1%

0.1%

6.4. Metody rozdziatu i analizy kwas6w nukleinowych

Glicyna
Tris-HCI pH

SDS

Comassie Brilant R-250
Metanol

Kwas octowy

Metanol

Kwas octowy

Metanol

Kwas octowy

Biekit toluidynowy

6.4.1. Rozdzial elektroforetyczny kwasow nukleinowych w zelu agarozowym

Analizg jakosciowa RNA i DNA przeprowadzano w 1-1.5% zelach agarozowych z dodatkiem bromku

etydyny, w buforze 1x TBE, o wymiarach 11 x 7 cm i grubosci 0.5 cm (Tab. 6.4) [Ausubel i in. 1994].

Przed rozdziatem elektroforetycznym preparaty obcigzano 1/6 objetosci buforem do elektroforezy

agarozowej. Rozdziat prowadzono przez okoto 1 godzine, przy napieciu ok. 5V/cm i natezeniu pradu

50 — 70 mA w temperaturze pokojowej. Metoda ta analizowano wyizolowany calkowity RNA,

produkty PCR, plazmid pEGFP-N3 po izolacji. Do oznaczania dlugo$ci fragmentow DNA uzywano

markeréw wielkosci 1000 pz i 100 pz (Fermentas). Rozdzielony DNA/RNA uwidaczniano poprzez

fluorescencje (System dokumentacji zeli GelDoc, UVP).

Tab. 6.4. Skiad zeli agarozowych.

Sktadniki 1% 1.5%
Agaroza 05¢9 0.75¢g
1x TBE 50 ml 50 ml
bromek etydyny 0.5 pg/ml 0.5 pg/ml
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6.4.2. Elektroforeza kwas6w nukleinowych w zZelu poliakrylamidowym

Analize elektroforetyczna oligodeoksyrybonukleotydow, oligorybonukleotydow, produktéw reakcji
transestryfikacji, analizy enzymatycznej i chemicznej struktur rybozymow oraz transkrypcji in vitro
przeprowadzano w 10%, 15% i 20% zelu PAA z 7 M mocznikiem o wymiarach 16 cm x 14 cm, 20
cm x 16 cm, 30 cm x 40 cm i grubosci 0.4 mm - 0.8 mm, przy napigciu 500 V - 2000 V i nat¢zeniu
pradu 5 mA - 40 mA w temperaturze pokojowej, w buforze 1x TBE (Tab. 6.5) [Digweed i in. 1986].
Proby naktadano na zel w buforze obciazajacym do kwaséw nukleinowych PAA w stosunku 1:1.
Kazda elektroforeze poprzedzano ok. 30 min pre-elektroforeza (ang. pre-run electrophoresis).
Rozdziat prowadzono przez okoto 1-6 godzin.

Analiz¢ migracji kompleksow rybozymow i substratow prowadzono w 15% natywnym zelu
poliakrylamidowym bez mocznika o wymiarach 20 cm x 16 cm grubosci 0.4 mm, przy napigciu 500 V

i natezeniu pradu 20 mA w temperaturze 4 °C, w buforze 0.5x TBE.

Tab. 6.5. Sklad zeli poliakrylamidowych.

Skladniki Zel denaturujacy Zel natywny

10% 15% 20% 15%

40% akryloamid/bisakryloamid (38:2) 25 ml 37.5ml 50 ml 50 ml

mocznik 7 M 42 g 42 g 42 ¢ -

10x TBE 10 ml 10 ml 10 ml 10 ml

Woda do 100 ml | do 100 ml | do 100 ml do 100 ml

10% APS 1000 pl 1000 pl 1000 pl 1000 pl

100% TEMED 100 pl 100 pl 100 pl 100 pl

6.4.3. Identyfikacja kwaséw nukleinowych w Zelach i roztworach

RNA lub DNA w zelach poliakrylamidowych identyfikowano w $wietle UV lub wykorzystujac
roztwor bigkitu toluidyny [Ausubel i in. 1994, Farrell 2005]. RNA lub DNA w zelach agarozowych
identyfikowano w $wietle UV wykorzystujac zjawisko interkalacji bromku etydyny przy
wykorzystaniu systemu dokumentacji zeli GelDoc (UVP). Znakowany radioaktywnie RNA
analizowano za pomoca autoradiografii. Ekspozycje zeli prowadzono w temperaturze -70°C stosujac
ekrany wzmacniajace i btony rentgenowskie RTG-XS. Optymalny czas ekspozycji ustalano na
podstawie pomiaru radioaktywnosci probek poddawanych elektroforezie [Ausubel i in. 1994]. Analizg
RNA znakowanego fluorescencyjnie oraz radioaktywnie, poziomu transestryfikacji prowadzono z
wykorzystaniem pomiaru densytometrycznego przy uzyciu urzadzenia odwzorowujacego FLA-5100

(FujiFilm) i oprogramowania Multi Gauge V3.0 (FujiFilm).
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Stezenie kwasow nukleinowych w roztworach oznaczano spektrofotometrycznie na podstawie
pomiarow absorbancji przy dtugosci fali 260 nM przy zastosowanie spektrofotometru NanoDrop 2000
(Thermo Scientific).

6.4.4. Oczyszczanie RNA na zelu poliakrylamidowym

W celu oczyszczenia RNA stosowano rozdzial -elektroforetyczny w denaturujacym zelu
poliakrylamidowym z 7 M mocznikiem, o wymiarach 20 cm x 16 cm i grubosci 0.4 mm, przy napigciu
500 V - 2000 V i natgzeniu pradu 5 mA - 40mA w temperaturze pokojowej, w buforze 1x TBE. Proby
naktadano na zel w buforze obciazajacym w sktadzie 7 M mocznik oraz jeden wybrany barwnik
(btekit bromofenolowy lub fiolet ksylenowy) w stosunku 1:1. Wielko$¢ analizowanego RNA
determinowala wybor barwnika. Po rozdziale RNA uwidaczniano wykorzystujac zjawisko
fluorescencji RNA w $wietle UV na ptytce fluorescencyjnej. Indywidualne prazki wycinano sterylnym
skalpelem, rozdrabniano i umieszczano w probdéwce typu eppendorf w buforze do elucji RNA z zeli
poliakrylamidowych (300-400 ul). Elucjg z zelu prowadzono przez noc w temperaturze 4°C. Eluat
przenoszono do nowej proboéwki typu eppendorf i wytracano z dodatkiem 1/10 objgtosci 3 M octanu
sodu pH 4.8, 2.5 objetosci etanolu 96% oraz 1 ul glikogenu 5 mg/ml (Ambion), w temperaturze -20°C
przez 16 godzin, a nastepnie wirowano 30 min przy 13.5 tysiagca rpm w temperaturze 4 °C. Wytracony
RNA rozpuszczano w wodzie wolnej od rybonukleaz.

6.5. Metody rozdziatu i analizy bialek

Analiz¢ elektroforetyczna biatek przeprowadzano w 15% zelu poliakrylamidowym z SDS o
wymiarach 10 cm x 10 cm grubosci 0.4 mm - 0.8 mm, przy napigciu 250 V i nat¢zeniu pradu 40 mA
w temperaturze pokojowej, w buforze do rozdziatu elektroforetycznego biatek (Tab. 6.6) [Laemmli,
1970]. Proby naktadano na zel w buforze obcigzajacym SBLU lub SBL (przy przygotowaniu zelu do
analizy Western Blot) w stosunku 1:1. Rozdzial prowadzono przez okoto 1-2 godzin. Do oznaczania
wielkosci biatek uzywano markeréw wielkosci Spectra™ Multicolor oraz PageRuler™ Plus
(Fermentas). Po rozdziale biatka uwidaczniano poprzez barwienie w roztworze Comassie Brilant R-
250 z metanolem i kwasem octowym przez 2 godziny w temperaturze pokojowej i odbarwianie przez
16 godzin [Ausubel i in. 1994]. Wybarwiony zel wizualizowano w $wietle widzialnym z
wykorzystaniem systemu dokumentacji zeli GelDoc (UVP).

Stezenie bialek w probkach oznaczano spektrofotometrycznie na podstawie pomiaréw absorbancji
przy dtugosci fali 280 nM przy zastosowanie spektrofotometru NanoDrop 2000 (Thermo Scientific).

Biatka przechowywano krotkoterminowo w -20°C lub dtugoterminowo w temp. -80°C.
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Tab. 6.6. Sktad zeli poliakrylamidowych z SDS.

Skladniki Zel zageszczajacy 15% zel rozdzielajacy | 6% zel rozdzielajacy

(10 ml) (20 mi) (20 mi)

30% akryloamid/bisakryloamid 1.7 ml 10 ml 4 mi

(30:0:8)

0.5 M Tris-HCI pH 6.8 1.2ml - -

3 M Tris-HCI pH 8.8 - 7.5 ml 7.5 ml

20% SDS 50 ul 100 pl 100 pl

woda 7 ml 2.3ml 8.3ml

10% APS 75 ul 150 pl 150 pl

100% TEMED 7.5l 15 ul 15 ul

6.6. Analiza wlasciwosci katalitycznych rybozymow

6.6.1. Transestryfikacja substratu RNA w obecno$ci rybozymow

Aktywno$¢ katalityczna rybozymow typu hammerhead byla badana w warunkach reakcji
jednoobrotowej przy nadmiarze rybozymu wzgledem fluorescencyjnie znakowanego substratu (od
10:1 do 100:1). Substraty miaty dtugos¢ 12, 16, 24 oraz 138 nukleotydow. Substrat o dtugosci 138 nt
byt znakowany radioizotopowo. Reakcje prowadzono w 50 mM buforze Tris-HCI pH 7.5-8.
Mieszaniny reakcyjne zawierajace substrat i rybozym (lub te sktadniki osobno, ktore pdzniej taczono)
poddawano 2 minutowej denaturacji w 72°C, a nastgpnie schtadzano w tazni wodnej przez 16 godzin.
Alternatywnie przeprowadzano szybkie schtadzanie mieszaniny lub wecale nie przeprowadzano
denaturacji. Reakcje transestryfikacji indukowano poprzez dodanie MgCl, (lub MnCl,) w ilosci
zapewniajacej stezenie koncowe 1-100 mM oraz 10 mM sperminy. Alternatywnie reakcje prowadzono
bez sperminy. Reakcje prowadzono od 1 minuty do 8 godzin w temperaturze 25-37°C. Wplyw
czynnika stloczenia czasteczkowego sprawdzano dodajac do mieszaniny reakcyjnej PEG8000 do

koncowego stezenia 20%. Objeto$¢ mieszaniny reakcyjnej wynosita 10 pl.

6.6.2. Wyznaczanie parametréw kinetycznych

Obserwowang stata szybkosci reakcji (Kqps) dla katalitycznych kwasow nukleinowych wyznaczano w
warunkach optymalnych dla reakcji jednoobrotowej (Tab. 6.7).

Przed rozpoczeciem reakcji proby byly denaturowane 2 min w temperaturze 72°C, a nast¢pnie
schladzane przez 16 godzin w tazni wodnej do 25°C. Nastgpnie odebrano 10 pl mieszaniny jako probg
kontrolng (K), a do pozostalej czesci w celu zainicjowania reakcji dodawano MgCl, oraz sperming. Po
uptywie odpowiednio 0, 1, 2, 4, 8, 16, 32, 64, 128 oraz 256 minut odbierano kolejne 10 pul mieszaniny
reakcyjnej. Reakcje hamowano przez dodanie rownej objgtosci buforu obciazajacego do PAA i
umieszczenie w 0 °C. Produkty transestryfikacji rozdzielano w 20% zelu poliakrylamidowym z 7 M

mocznikiem. Elektroforeze prowadzono w buforze 1x TBE w temperaturze pokojowe;j. Ilo§¢ substratu,
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ktory ulegt reakcji oceniano przy uzyciu oprogramowania Multi Gauge V3.0 (FujiFilm). Wartosci Kops

byty liczone korzystajac z programu Microcal Origin 6.0 stosujac wzor:

fi=1 - exp(Kopst),

gdzie f; oznacza ilo$¢ substratu po transestryfikacji w czasie t.

Tab. 6.7. Sklad mieszaniny reakcyjnej do wyznaczania parametrow kinetycznych rybozymow.

Skladniki Stezenie koncowe
Znakowany fluorescencyjnie substrat RNA 0.2 uM
Rybozym 20 uM
Tris-HCI pH 7.5 50 mM
Spermina 10 uM
MgCl, 10 mM

6.6.3. Znakowanie RNA przy koncu 5’

1 ug RNA czasteczek poddawanych analizie strukturalnej lub substratu T138 poddawano znakowaniu
z wykorzystaniem [y-?P] w objetosci 10 pl. Reakcja polegata na fosforylacji koncowej grupy 5'OH
RNA za pomoca [y-*P] ATP (Tab. 6.8) [Digweed i in. 1986, Farrell 2005]. Proby inkubowano przez
45 minut w 37°C. Znakowany RNA oczyszczano na zelu poliakrylamidowym z 7 M mocznikiem
(Rozdz. 6.4.4). Po ekspozycji zelu na btong rentgenowska, prazek zawierajacy znakowany RNA
wycinano, rozdrabniano i zanurzano w buforze do elucji RNA z zelu. Elucjg prowadzono przez noc w
temperaturze 4°C. Eluat przenoszono do nowej probowki typu eppendorf i wytracano z dodatkiem
1/10 objgtosci 3 M octanu sodu pH 4.8, 2.5 objetosci etanolu 96% oraz 1 pl glikogenu 5 mg/ml
(Ambion), w temperaturze -20°C przez 16 godzin, a nastgpnie wirowano 30 min przy 13.5 tysiaca rpm
w temperaturze 4 °C. Wytracony RNA rozpuszczano w wodzie wolnej od rybonukleaz.

Pomiaru radioaktywnosci dokonywano z wykorzystaniem licznika scyntylacyjnego Beckamn y-mate
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Tab. 6.8. Sklad mieszaniny reakcyjnej do znakowania RNA przy koncu 5'.

Skladniki

Znakowanie przy koncu 5’

RNA

woda

Kinaza polinukleotydowa T4 30 U/ul (USB)
Bufor do kinazy 10x (USB)
[y-*?P] — 50 uCi (3000Ci/mmmol)

1 ug
0.3 ul
1wl
50 uCi
do 10 ul

6.6.4. Hydroliza enzymatyczna RNA

RNA znakowany przy koncu 5’ (30 000 cpm) poddawano hydrolizie z udziatlem specyficznych
rybonukleaz T1 (0.3 U), S1 (0.5 U) oraz V1 (0.02 U) w obecnosci niefrakcjonowanego tRNA z

Lupinus luteus (Tab. 6.9). W tabeli przedstawiono wykaz enzymow stosowanych w poszczegdlnych

reakcjach, zrodta ich pochodzenia, specyficznos¢ dziatania oraz warunki reakcji (Tab. 6.10). Produkty

hydrolizy rozdzielano w 20% zelu poliakrylamidowym z 7 M mocznikiem. Jako kontrolg

wykorzystywano RNA w wodzie oraz RNA poddany hydrolizie alkalicznej (60 000 cpm, 2-3 min,
95°C, w obecnosci 50 mM NaOH oraz 10 mM EDTA).

Tab. 6.9. Skfad mieszanin reakcyjnych do hydrolizy enzymatycznej RNA.

Skladniki Hydroliza alkaliczna | Hydroliza T1 | Hydroliza S1 | Hydroliza V1
RNA 60 000 cpm 30 000 cpm 30000 cpm 30 000 cpm
tRNA LS IEs 4 2 g 2 g 2 g
enzym - T1(0.3UV) S1(0.5V) V1 (0.02 V)
bufor do 15 pl do 10 ul 1 pl (10x) 1 ul (10x)
woda - - do 10 pl do 10 pl

Tab. 6.10. Wykaz enzyméw stosowanych w reakcjach hydrolizy enzymatycznej RNA.

RNAza Pochodzenie Specyficznos¢ Temperatura i czas
reakcji
T1 Aspergillus oryzae Gp ¥ N 55°C, 20 min
S1 Aspergillus oryzae N y pN w odcinkach 37°C, 30 min
jednoniciowych
V1 Jad weza Naja naja N ¢ PN w odcinkach 25°C, 15 min
oziana (kobra) dwuniciowych
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6.6.5. Hydroliza chemiczna RNA z udzialem jonow olowiu

RNA znakowany przy koncu 5’ (30 000 cpm) poddawano hydrolizie indukowanej jonami otowiu.
Reakcja przebiegata w temperaturze 25°C przez 15 minut w obecnosci 2 pg niefrakcjonowanego
tRNA z Lupinus luteus w 50 mM Tris-HCI pH 7.5 z r6znym st¢zeniem otowiu: 0.2 mM, 0.7 mM, 1.4
mM. Produkty hydrolizy rozdzielano w 20% zelu poliakrylamidowym z 7 M mocznikiem. Jako
kontrolg wykorzystywano RNA w wodzie oraz RNA poddany hydrolizie alkalicznej jak i
enzymatycznej przy pomocy rybonukleazy T1 (0.3 U).

6.6.6. Analiza tworzenia kompleksow rybozyméw z substratem T16

Kompleksy rybozymow z substratami wizualizowano wykorzystujac wilasciwos$ci znakowanego
fluorescencyjnie substratu T16 lub znakowanego radioizotopowo rybozymu HHgfp-5. Inkubowano
substrat oraz rybozym w stosunku 1:10 w wybranych buforach Tris-HCI pH 7.5, bufor do
rybonukleazy S1, bufor do rybonukleazy V1, bufor TMN, bufor hybrydyzacyjny, woda w koncowej
objetosci 10 pl. Proby ogrzewano 2 min w 72°C, a nastgpnie schtadzano do 25°C. Proby obciazano
buforem STOP do analiz kompleksow RNA, nakladano na 15% natywny zel poliakrylamidowy bez

mocznika i rozdzielano w TEB x0.5 w 4°C.

6.7. Analiza ekspresji genow

6.7.1. Hodowla linii komo6rkowych

Do namnozenia komorek (Rozdz. 6.2.2) w celu przygotowania odpowiedniej ilo$ci materiatu do
przesiania komorek na ptytki 6-dotkowe wykorzystywane byty butelki do hodowli komorkowych 75
cm® (Nunc). Komérki wysiewano, a hodowle prowadzono w 10 ml pozywki z suplementami w
temperaturze 37°C w atmosferze 5% CO, do osiagnigcia konfluencji 80%. Co 24 h pozywke
wymieniano na $wieza. W celu odklejenia komoérek od dna butelki hodowle przemywano buforem
PBS, a nastgpnie dodawano 2 ml roztworu trypsyny-EDTA i inkubowano 2 min w 37°C. Do uzyskanej
zawiesiny dodawano 8 ml odpowiedniej pozywki i calo$¢ wirowano 3 min przy 1600 rpm w
temperaturze pokojowej. Supernatant usuwano, a osad zawieszano w 5 ml $wiezej pozywki, z czego
10 pl wykorzystywano do mierzenia ilosci komorek z wykorzystaniem komory Biirkera.

Komorki Hela, U118 oraz HEK 293T wysiewano na ptytki 6-dotkowe do hodowli komdrkowych
(Nunc) w ilosci 6 x 10° komorek/dotek. Hodowle prowadzono w 2.5 ml pozywki uzupetnione;
suplementami (Tab. 6.11) w temperaturze 37°C w atmosferze 5% CO,. Po 24 h i osiagnieciu przez
komorki konfluencji 85-95% pozywke usuwano, a komorki przytwierdzone do dna przemywano
buforem PBS i umieszczano w $wiezym medium (2 ml) bez dodatkowych sktadnikow. Tak

przygotowane hodowle komorkowe wykorzystywane byty do transfekceji kwasami nukleinowymi.
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Tab. 6.11. Skiad pozywek do hodowli linii komorkowych.

Skladniki pozywki HelLa HEK 293T U118
pozywka RPMI-1640 (Sigma) DMEM (Sigma) DMEM (ATTC)
suplementy 10% ptodowa surowica 10% ptodowa surowica e 10% ptodowa surowica

bydlgca (FBS)
1% roztwor
antybiotykow (Sigma)

1% mieszanina witamin

bydlgca (FBS)
1% roztwor
antybiotykow (Sigma)

1% mieszanina witamin

bydlgca (FBS)
e Streptomycyna 1x
(ATTC)

(Sigma) (Sigma)

6.7.2. Transfekcja komérek

Komorki hodowano na plytce 6-dotkowej w pozywce z dodatkiem suplementow. Przed transfekcja
zbierano pozywke, a komoérki ptukano roztworem PBS. Nastepnie dodawano 1.5 ml czystej pozywki.
Do transfekcji przygotowywano roztwory kwasoéw nukleinowych w stezeniu koncowym 5-300 nM
(HHgfp) oraz 300 nM (HHcry, HHdnmt, HHgli) z pozywka Opti-MEM w objgtosci 250 pl. W
przypadku HHgfp dokonywano réwnoleglej transfekcji (ang. co-transfection) z 4 ug pEGFP-N3 (do
koncowego stgzenia 0.655 nM). W osobnych probdéwkach przygotowywano roztwdr 6.5 pl
lipofektaminy 2000 z 243.5 ul Opti-MEM. Mieszaniny inkubowano osobno w temperaturze
pokojowej przez 5-7 minut, a nastgpnie dodawano po 250 ul roztworu lipofektaminy do kazdego
z roztworow kwasow nukleinowych i inkubowano razem w temperaturze pokojowej przez kolejne
20 minut. 500 pl mieszaniny dodawano do komorek. Do komorek kontroli dodawano 493.5 pl Opti-
MEM z 6.5 ul lipofektaminy. Po transfekcji komorki hodowano 24 godziny w 37°C przy 5% stgzeniu
CO..

6.7.3. Analiza Western Blot

Komoérki 24 godziny po transfekcji przemywano buforem PBS oraz $cierano mechanicznie w
obecnosci 10 mM Tris-HCI PH 7.5, a nastgpnie poddawano sonikacji w nastepujacych warunkach: 4 x
10 sek. z przerwa 1 min przy amplitudzie 75% oraz wirowano 10 min przy 13.2 tys rpm w 4°C. Ilos¢
biatek mierzono spektrofotometrycznie przy dtugosci fali 280 nm z wykorzystaniem spektrofotometru
NanoDrop 2000. Jako$¢ uzyskanego materiatu oceniano elektroforetycznie (Rozdz. 6.5). Kazda proba
byta poddawana denaturacji 10 min w 95°C. Uzyskany calkowity ekstrakt biatkowy w ilosci
30ug/GAPDH, 30ug/GFP, 150ug/GLI1, 150pug/DNMTI1, 150ug/CRYAB naktadano na zel
poliakrylamidowy z SDS (GLI1, DNMT1 — Zel 6%; GAPDH, GFP, CRYAB - zZel 15%) obciazajac
buforem SBL w stosunku 1:1 wobec znacznikéw wielkosci Spectra™ Multicolor oraz PageRuler™

Plus (Fermentas). Rozdzielone biatka byly przenoszone na membrang PVDF w procesie
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elektrotransferu z wykorzystaniem urzadzenia Western Unit (BioRad) w buforze do elektrotransferu
Towbin. Membrang blokowano w roztworze mleka w proszku w 1xPBS/0.05%Tween20 w 4°C przez
16 godzin, a nastgpnie odmywano trzykrotnie w 1xPBS/0.05%Tween20 przez 10 min przy 350 rpm w
temperaturze pokojowej. Membrang inkubowano z mysimi pierwszorzgdowymi przeciwciatami
monoklonalnymi specyficznymi wobec biatek GFP (1:500), GAPDH (1:500), DNMT1 (1:100), GLI1
(1:100) oraz CRYAB (1:100) przez 2 godziny w temperaturze pokojowej przy 350 rpm. Po
trzykrotnym przemyciu membrany w 1xPBS/0.05%Tween20, membrang inkubowano z
biotynylowanym przeciwciatlem anty-mysim w stosunku 1:2000 (Sigma) przez 2 godziny w
temperaturze pokojowej przy 350 rpm. Po trzykrotnym przeptukaniu inkubowano z roztworem
streptawidyny skoniugowanej z alkaliczna fosfataza przez 15 min w temperaturze pokojowej przy 350
rpm. Po przemyciu przylaczone przeciwciata uwidaczniano z wykorzystaniem plynnego systemu
BCIP/NBT (Sigma), a uzyskane prazki oceniano densytometrycznie przy wykorzystaniu programu

ImageQuant (Molecular Dynamics).

6.7.4. I1zolacja calkowitego RNA

RNA izolowano przy pomocy odczynnika Trizol Reagent (Invitrogen) zgodnie z instrukcja zataczona
przez producenta. Komorki z ptytek 6-dotkowych przemywano buforem PBS, a nastepnie poddawano
lizie przy uzyciu 1000 pl Trizolu. Uzyskane lizaty zbierano do probowek i inkubowano przez 5 minut
w temperaturze 15-30°C, po czym dodawano 200 ul chloroformu. Wytrzasano przez 15 s, a nast¢pnie
inkubowano w temperaturze 15-30°C przez 2-3 minut. Proby wirowano 15 minut w 4°C przy 13000
rpm. Fazg gorng przenoszono do nowej probowki, a RNA wytracano przez dodanie 500 pl
izopropanolu. Proby inkubowano 10 minut w temperaturze 15-30°C, a nastgpnie wirowano 10 minut
w 4°C przy 13000 rpm. Osad przemywano 1000 ul 70% etanolu i wytrzasano. Calo$¢ wirowano 10
minut w 4°C przy 13000 rpm. Osad suszono na powietrzu przez 5-10 minut, a nast¢pnie zawieszano w
20 pl wody. Zawartos¢ RNA oznaczano spektrofotometrycznie przy diugosci fali 260 nm. RNA
przechowywano kroétkoterminowo W -20°C lub dtugoterminowo w temp. -80°C. Do przechowywania
RNA oraz do reakcji z jego udzialem uzywano wody wolnej od RNaz (woda RNAse-free, Ambion).
Do pozostatych reakcji uzywano sterylna wode dejonizowana (Mili-Q, Millipore).

Wyizolowany RNA poddawano dziataniu DNazy I z wykorzystaniem zestawu odczynnikow DNA

Free (Ambion) zgodnie z opisem dotaczonym przez producentow.

6.7.5. Reakcja odwrotnej transkrypcji (RT)
Reakcje odwrotnej transkrypcji prowadzono z wykorzystaniem zestawu odczynnikéw RevertAid™
First Strand cDNA Synthesis Kit (Fermentas) zgodnie z opisem zalaczonym przez producenta W

objetosci 20 ul. Matryce stanowil catkowity RNA wyizolowany z linii komoérkowych. Sktad
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mieszaniny reakcyjnej przedstawiono w tabeli (Tab. 6.12). Mieszaning starteréw (Random hexamer
primer) oraz 1-2 pg catkowitego RNA zawieszano w wodzie, inkubowano 5 minut w 70°C, a
nastepnie umieszczano na lodzie. Do prob dodawano 5x bufor (5x Reaction buffer), RNAse Inhibitor
RiboLock oraz dNTP MIX 10 mM. Cato$¢ inkubowano 5 minut w 25°C. Nastepnie dodawano M-
MuLV RT i inkubowano 10 minut w 25°C, 60 minut w 42°C oraz 10 minut w 70°C. Produkty reakcji
przechowywano w -20°C. Uzyskany w wyniku reakcji odwrotnej transkrypcji komplementarny DNA

(cDNA) wykorzystywano jako matryce do fancuchowej reakcji polimeryzacji.

Tab. 6.12. Skiad mieszaniny do reakcji odwrotnej transkrypcji w objetosci 20 pl.

Skladnik Odwrotna transkrypcja
matryca RNA catkowity 1-2 pg
Random hexamer primer 0.2 pg/ul 0.01 pg/pl
Reaction buffer 5x 1x
RNAse Inhibitor RiboLock 20 u/pl 1w/l
dNTP MIX 10 mM 1 mM
M-MuLV RT 200 u/pl 10 u/pl
woda do 20 ul

6.7.6. Lancuchowa reakcja polimeryzacji (PCR)

Reakcje PCR przeprowadzano w objetosci 10 pl [Farrell 2005]. Sktad mieszaniny reakcyjnej oraz
warunki prowadzonych reakcji przedstawiono w tabelach (Tab. 6.13, 6.14). Matryce stanowit CDNA
uzyskany w wyniku reakcji odwrotnej transkrypcji (Rozdz. 6.7.5). RT-PCR prowadzono z
wykorzystaniem starterow GFP1 i GFP2 umozliwiajacych amplifikacj¢ fragmentu cDNA genu GFP
(501 pz) oraz GAPDH1 i GAPDH2 w celu amplifikacji fragmentu cDNA genu GAPDH (380 pz).
Matryce do uzyskania DNA do syntezy sond RPA 0 sekwencji sensowej (sens) oraz antysensowej
(antysens) stanowit plazmid pEGFP-N3. RT-PCR prowadzono z wykorzystaniem starterow sT138for i
sT138rev (sonda sens) oraz aT138for i aT138rev (sonda antysens) umozliwiajacych amplifikacje
fragmentu cDNA genu GFP (138 pz). Startery projektowano w programie Primer3 (v. 0.4.0). W
zalezno$ci od dalszego przeznaczenia produkty reakcji PCR poddawane byly:

e analizie elektroforetycznej w zelu agarozowym,

e oczyszczaniu przy uzyciu zestawu odczynnikow QUIAGEN PCR Purification Kit Iub
NucleoSpin Extract 1l (Marchery&Nagel) zgodnie z procedurami podanymi przez
producentow.

llo$¢ uzyskanego DNA po oczyszczaniu oznaczano spektrofotometrycznie na podstawie pomiaréw
absorbancji przy dlugosci fali 260 nM przy zastosowaniu spektrofotometru NanoDrop 2000 (Thermo

Scientific).
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Tab. 6.13. Skiad mieszaniny do reakcji PCR w objetosci 10 ul.

Skladnik Stezenie/ilos¢
matryca cDNA 10-100 ng (2 pl RT)
bufor 1x
MgCl, 1mM
dNTP Mix 0.2 mM
starter 1 0.5 pmol/pl
starter 2 0.5 pmol/ul
polimeraza Taq 0.1 wpl
woda do 10 pl

Tab. 6.14. Warunki prowadzonych reakcji PCR.

Etap Temperatura Czas Ilo$¢ powtérzen
Denaturacja wstgpna 94°C 3 min 1
Denaturacja 94°C 30s
Wiazanie starterow 55°C 30s 30-35
Synteza 72°C 455
Synteza koncowa 72°C 5 min 1

6.7.7. Oczyszczanie produktéw PCR
W celu przygotowania produktow PCR do transkrypcji in vitro DNA oczyszczano uzywajac zestawu
odczynnikéw QIAGEN PCR Purification Kit lub NucleoSpin Extract 11 (Marchery&Nagel) zgodnie z

procedurami podanymi przez producentow.

6.7.8. Lancuchowa reakcja polimeryzacji (PCR) w czasie rzeczywistym

W celu przeprowadzenia analizy iloSciowej mRNA wykonano reakcje ilosciowego PCR w czasie
rzeczywistym dla genéw GFP, GLI1, CRYAB oraz DNMT1. Matryce¢ stanowit cDNA uzyskany w
wyniku reakcji odwrotnej transkrypcji (Rozdz. 6.7.5). Analizg iloSciowa wzglgdem genow
referencyjnych ACTB oraz HPRT przeprowadzono metoda kwantyfikacji wzglednej (metoda AA)
[Livak i Schmittegen 2001, Farrell 2005]. Kazda probka cDNA byta analizowana trzykrotnie w
termocyklerze Stratagene Mx3005P (Agilent Technologies). Mieszaning reakcyjna o objgtosci 25 pl
przygotowano z wykorzystaniem zestawu odczynnikow DyNAmo HS Sybr Green gPCR Kit
(FINNZYMES) (Tabela 6.15). Do reakcji wykorzystano startery pozwalajace na amplifikacje

fragmentu cDNA o danej dtugosci przy danej temperaturze wiazania starteroéw: DnmtF, DnmtR (300
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pz, 62°C), Gli123F, Gli123R (189 pz, 59°C), tGLIF, tGLIR (198 pz, 57°C), CryF, CryR (184 pz,
60°C), HprtF, HprtR (155 pz, 60°C), ActbF, ActbR (168 pz, 60°C), GfpF, GfpR (120 pz, 60°C) (Tab.
6.16).

Krzywe standardowe uzyskano poprzez amplifikacjg serii pigciu rozcienczen cDNA (x1, x5, x25,
x125, x625). Jakos¢ uzyskanych produktow PCR sprawdzano poprzez analizg krzywych topnienia. W
razie nieregularnego przebiegu krzywych przeprowadzano dodatkowa analizg jakosciowa w Zelu
agarozowym.

Tab. 6.15. Skiad mieszaniny do reakcji gPCR w objetosci 25 ul.

Skladniki Iosé
MasterMix 2x 1x
ROX reference dye 0.3x
starterl 0.3 uM
starter2 0.3 uM
matryca cDNA 2 ul
woda do 25 ul

Tab. 6.16. Warunki prowadzonych reakcji gPCR.

Etap Temperatura Czas Ilo$¢ powtérzen
Denaturacja wstegpna 95°C 10 min 1
Denaturacja 95°C 15s
Wiazanie starterow 57-62°C 30s 40-50
Synteza 72°C 30s
Oznaczanie krzywej 95°C 1 min 1
topnienia 55°C 30s

55-95°C (0.1°C/s)
95°C 30s

6.7.9. Analiza RPA

Zaprojektowano sondy o sekwencji antysensowej (komplementarnej) oraz sensowej
(kontrolna) o dlugosci 138 nt obejmujacej miejsce transestryfikacji (T1 GFP). Matryce do
syntezy sondy uzyskano metoda PCR wykorzystujac startery posiadajace sekwencje

rozpoznawang przez polimerazg RNA T7. Nastgpnie wykonano reakcjg transkrypcji in vitro, a
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produkty poddano dziataniu DNAzy I i oczyszczaniu. Sondy znakowano radioizotopowo przy

koncu 5'.

W celu wykonania analizy RPA przygotowywano mieszaniny reakcyjne (Tab. 6.17, 6.18)

wykorzystujac zestaw odczynnikow RPA III Kit (Ambion) wedlug zalecen podanych przez

producenta. Mieszaning wytracano w -20°C przez 16 godzin. Nastgpnie proby wirowano 15 min przy

13.2 tys. rpm w 4°C. Po usunigciu supernatantu, osad suszono na powietrzu przez 10 min. Dodawano

10 pl zataczonego buforu do hybrydyzacji i inkubowano w 90-95°C przez 3-4 min i nastgpnie 16

godzin w 42°C. W kolejnym etapie dodawano 150 pl mieszaniny buforu oraz rybonukleaz A/T1,

natomiast do prob RNA" (RNAza-) jedynie samego buforu. Proby inkubowano 30 min w 37°C,

dodawano 225 pl inhibitora RNAz i wytracano przez 16 godzin w -20°C. Nastgpnie proby wirowano

15 min przy 13.2 tys rpm w 4°C, osad suszono i rozpuszczano w Gel Loading Buffer II, inkubowano
3min w 90-95°C i nakladano na 10% zel poliakrylamidowy z 7M mocznikiem. Proby RNAY
zawieraty RNA z drozdzy (RPA 111 Kit Ambion).

Tab. 6.17. Skiad mieszanin reakcyjnych do reakcji RPA 7 sondq o sekwencji typu sens (kontrola negatytwna).

Skladniki Komérki kontrolne | Komoérki HHgfp-5 RNA RNAY sens-antysens
(calkowity RNA) (calkowity RNA) (RNAza+) (Rnaza-)
RNA 5pg 5pg 5pg 5pg -
sonda sens 200 000 cpm 200 000 cpm 200 000 cpm 200 000 cpm 200 000 cpm
sonda antysens - - - - 0.1 pg
woda do 80 ul do 80 pl do 80 ul do 80 ul do 80 ul
octan amonu 5 M 8 ul 8 ul 8l 8l 8ul
etanol 96 % 220 pl 220 ul 220 pl 220 pl 220 ul
Tab. 6.18. Sktad mieszanin reakcyjnych do reakcji RPA 7 sondq 0 sekwencji typu antysens.
Skladniki Komérki kontrolne Komoérki HHgfp-5 RNAY RNAY sens-
(calkowity RNA) (calkowity RNA) (RNAza+) (Rnaza-) antysens

RNA 5pug 5pg 5pg 5pg -
sonda sens - - - - 0.2 pg
sonda antysens 200 000 cpm 200 000 cpm 200 000 cpm | 200 000 cpm | 200 000 cpm
woda do 80 pl do 80 pl do 80 pl do 80 pl do 80 pl
octan amonu 5 M 8 ul 8l 8l 8l 8l
etanol 96 % 220 pl 220 pl 220 pl 220 pl 220 ul
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6.8. Izolacja plazmidu pEGFP-N3 w duzej skali

Zawiesing bakteryjna zawierajaca bakterie E.coli DH5a z plazmidem pEGFP-N3 otrzymano dzigki
uprzejmosci pani dr Agnieszki Fedoruk-Wyszomirskiej (Rozdz. 6.1.3). Zawiesing przenoszono do
ptynnej pozywki LB (10 ml) z kanamycyna (30 pg/ml pozywki) i hodowano przez noc w 37°C przy
wytrzasaniu okoto 200-250 rpm. Inokulowano dwie kolby plynnej pozywki LB (100 ml) z
kanamycyna (30 pg/ml pozywki) 1 ml nocnej hodowli. Hodowle bakterii prowadzono do momentu
osiagnigcia gestosci optycznej ODgoo = 1.5. Hodowle taczono i wirowano 20 minut w 4°C przy 4000
rpm. Izolacjg plazmidu przeprowadzano z wykorzystaniem zestawu odczynnikow Perfectprep Plasmid
Midi (Eppendorf) zgodnie z opisem dotaczonym przez producenta. Objeto$¢ poczatkowa zawiesiny
bakteryjnej wynosita 200 ml. Pomiaru st¢zenia uzyskanych roztworow DNA dokonywano
spektrofotrycznie przy diugosci fali 260 nm z wykorzystaniem spektrofotometru NanoDrop 2000.

Wydajnosc¢ izolacji wynosita okoto 150-200 pg plazmidowego DNA. DNA przechowywano w -20°C.

6.9. Transkrypcja in vitro

Syntez¢ sond o sekwencji sensowej oraz antysensowej do analizy RPA (Rozdz. 6.7.9)
przeprowadzono na matrycach cDNA produktow reakcji PCR z zestawami starterow aT138F, aT138R
oraz ST138F, sT138R z wykorzystaniem zestawow odczynnikow MEGAscript® High Yield
Transcription Kit T7 (Ambion) w objetosci 20 pl zgodnie z opisem dotaczonym przez producenta.
Mieszaniny reakcyjne zawieraly kazdy z oligonukleotydow (ATP, CTP, GTP, UTP) w stezeniach
koncowych 7.5 mM, 10x bufor reakcyjny, 1 pg cDNA oraz polimerazg T7 (2 pul Enzyme Mix z
zestawu). Calo$¢ inkubowano przez 16 godzin w 37°C. Produkty transkrypcji oczyszczano z
wykorzystaniem zestawu odczynnikow NucAway Spin Columns (Ambion) i poddawano dziataniu
DNazy I z wykorzystaniem zestawu odczynnikow DNA Free (Ambion) zgodnie z opisem dotgczonym

przez producenta. Nastepnie uzyskane sondy znakowano radioaktywnie przy koncu 5'.

6.10. Przewidywanie struktury drugorzedowej RNA przy pomocy metod
bioinformatycznych

Analizg struktury drugorzedowej rybozymoéw w kompleksie z substratami oraz substratow
przeprowadzono przy pomocy programu RNAfold web server (http://rna.tbi.univie.ac.at/cgi-
bin/RNAfold.cgi) z wykorzystaniem standardowych parametréw  wykorzystywanych do
przewidywania struktur o najnizszej warto$ci energii swobodnej (tzw. model Turnera) [Mathews i in.
1999].
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6.11. Modelowanie struktur trzeciorzedowych rybozymow w kompleksie z substratami

Modele uzyskano wykorzystujac program RNAComposer [Popenda i in. 2012]. Funkcjonuje on w
oparciu o baz¢ danych RNA FRABASE v. 2.0 [Popenda i in. 2010]. Tworzenie modeli rozpoczynato
si¢ od wirtualnego taczenia 5’ konica nici substratu z 3’ koficem nici rybozymu sekwencja GGG, co
umozliwiato zbudowanie modelu rybozymu in cis typu I, co bylo niezbgdne do modelowania
kompleksu rybozymu z substratem. Do przewidywania struktury drugorzedowej wykorzystano
program RNAfold. Sekwencje centrum Kkatalitycznego zamiano na seri¢ NNNNNNN
(CUGAUGA) oraz NNN (GAA), aby nie zaburza¢ formowania struktury w oparciu 0 MFE.
Uzyskany wynik zapisany w postaci kropek i nawiasoOw (ang. dot-bracket) byl wzbogacany o
utworzenie pary zasad C3-G5 centrum katalitycznego, charakterystycznej dla aktywnej konformacji
rybozymu. Modelowanie struktury trzeciorzedowej prowadzono w programie RNAComposer. Dla
kazdej struktury drugorzedowej konstruowano 10 modeli, z ktérych 5 o najnizszych wartosciach
energii sitowej pola CHARMM wybierano do dalszych obliczen. Dla kazdego rybozymu okreslano
unikalny zestaw parametrow, stanowiacy tzw. ,,0dcisk palca” rybozymu. Z wykorzystaniem programu
PyMol (DeLano Scientific LLC) obliczano trzy odleglosci pomigdzy zdefiniowanymi atomami
centrum katalitycznego: G12(N1)-C17(2'0) [D1], G8(2'0)-C1.1(5'0) [D2], G5(N1)- C1.1(5'0) [D3]
oraz odchylenie utozenia atoméw od uktadu liniowego w trzech przypadkach: C1.1(5'0)-C17(2'0)-P
[a], C17(2'0)-G12(N1)-P [B], C1.1(5'0)-G8(2'O)-P [y], gdzie P oznacza fosforan w miejscu
transestryfikacji. Siédmy parametr stanowita odleglto§¢ pomigdzy najblizej potozonymi atomami

regionow TSM oraz H2.

6.12. Analiza statystyczna danych

W celu okreslenia istotnosci statystycznej danych uzyskanych w eksperymentach in vitro, ex
vivo oraz in silico przeprowadzono analiz¢ statystyczna z wykorzystaniem programu
GraphPad Prism. Istotno$¢ statystyczna przy p>0.05 obliczano z wykorzystaniem testu
Kruskala-Wallisa, ktory poréwnuje rozktady zmiennych w populacjach [Kruskal i Wallis
1952].
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Oswiadczam, ze jestem stypendysta w ramach projektu pt.: ,,Wsparcie stypendialne dla doktorantow
na kierunkach uznanych za strategiczne z punktu widzenia rozwoju Wielkopolski”, Poddziatanie 8.2.2
Programu Operacyjnego Kapital Ludzki, wspotfinansowanego ze srodkéw Unii Europejskiej w
ramach Europejskiego Funduszu Spotecznego.
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