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I. CEL PRACY

Polimorfizm pojedynczego nukleotydu (SNP) zwany seibstytucj nukleotydova
jest najczsciej wyskpujacym typem zmienniei genetycznej u organizmoéw. W genomie
ludzkim wystpuje $rednio raz na 1250 par zasad [1], w ¢ilie r&nych funkcjonalnie
rodzajow sekwencji (kodagych, intronowych, regulatorowych, itp.), w zawku z czym
moze powodowda réznorodne konsekwencje. Zmiana sekwencji genomu powada
wystepowaniem SNP, mi@ by dziedziczona, ujawnéasic fenotypowo i prowadZi do
rozwoju choréb o podiau genetycznym. Dysfunkcja xzdych biatek, powodowana ich
niepoprawgy struktun, determinowa: przez wysipienie mutacji, jest sta przyczyra m.in.
chorob neurodegeneracyjnych, jak choroba Alzheim@eakinsona czy ALS (stwardnienie
zanikowe boczne). Choroby te rzadkopewodowane pojedynganutacy punktows, zwykle
sa wynikiem mutacji obejmuacych wiksze regiony genu lub efektem nakitadania ksiku
czynnikéw etiologicznych. Istnigjjednak mutacje punktowe ¢lace SNP dagcym efekt
fenotypowy), dla ktorych okéono istotny wplyw na rozwoj wspomnianych choréb
neurodegeneracyjnych. Rozwjoie strategii umgiwiajace] alleloselektywne wyciszanie
ekspresji zmutowanych wariantéw genu, powadygh rozwoj stanu patologicznego, jest
tematem podejmowanym przez wiele grup badawczyswieie, z rénym skutkiem.

W niniejszej pracy podjo proke selektywnej degradacji zmutowanych wariantéw
genow APP, SNCA i SOD1, powstatych w rezultacie tafyswania SNP i zwizanych
z rozwojem odpowiednio choroby Alzheimera, choroBgrkinsona, oraz stwardnienia
zanikowego bocznego (ALS). Wykorzystano do tega aabdyfikowane oligonukleotydy
antysensowe i dobrze znany mechanizm degradacji RNAdziatem rybonukleazy H.
Prezentowane  sposoby  zastosowania  antysensowychgonokleotydow, oraz
wykorzystywany do tego uktad modyfikacji poszczeyah oligonukleotyddw jak detl nie
byly opisane w literaturze. Wszystkie analizowamNPSv obebie przytoczonych gendéwg s
dziedziczone w sposéb autosomalny domyoyj Ukladem odniesienia byla komorka
heterozygotyczna, w ktérej obok formy zmutowanejgedwnoczénie ekspres;ji ulega allel
dziki, a jedynym czynnikiem eicujacym obydwa allele jest polimorfizm pojedynczego
nukleotydu. Badaniaadyty do przeanalizowania kilku najbardziej powszeatintypow SNP
i okreslenia, czy jest mdiwa, w jakim przypadku, i od czego zale alleloselektywna

hydroliza RNA wzgédem SNP, z udziatem rybonukleazy H.
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Powyzszy cel realizowano w oparciu 0 2 sposoby. Pierwsaych wykorzystywat
wspotdziatanie dwoch oligonukleotyddw, z ktérychotezy, nie aktywujcy rybonukleazy H,
spetniajcy funkcg inhibitora kompetycyjnego dzikiego wariantu gemiat ogranicza jego
hybrydyzacg z wiasciwym antysensowym oligonukleotydem (zaprojektowanyjako
gapmer), komplementarnym do formy zmutowanej genadukupcym jego degradagi
poprzez aktywaejrybonukleazy H. Drugi sposéb zaktadat wprowadzemigywow struktury
drugorzdowej do dupleksow RNA/ASO, ta& z wykorzystaniem nukleotydowych
i nienukleotydowych modyfikacji w obbie oligonukleotydu antysensowego, w celu
termodynamicznego lub strukturalnego zm@éowania dupleksow @steczek dzikiej
I zmutowanej wzgldem rybonukleazy H. W @gteczkach inhibitora i gapmeru stosowano
modyfikacje LNA, 2’-O-metyloRNA, UNA, 8-bromodeokgyanozyr, oraz alkilowe
taczniki SP3 i SP18. Cele szczegotowe obejmowaly:

1) okreslenie wptywu motywow struktury drugogdowej dupleksu RNA —

oligonukleotyd antysensowy na efektyvstidrawienia rybonukleagH,

2) okreslenie wptywu parametrow termodynamicznych dupleRNA/ASO

na efektywné¢ trawienia rybonukleagzH,

3) zrGznicowanie poziomu ekspresji dwoch alleli genanigcych seé SNP

z zastosowaniem antysensowych oligonukleotydow emancych
nukleotydowe i nienukleotydowe modyfikacje,

4) préba wykorzystania strategii antysensowej do $g@lakego wyciszania

wariantdbw genu riniacych s¢ pojedynczym nukleotydem, w oparciu

o reguty termodynamiczne lub uwarunkowania struknhe.
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. WPROWADZENIE LITERATUROWE

1 RNA jako cel terapeutyczny

W czsteczkach RNA tkwi ogromy potencjat. Jego odkrywamozpoczto sie
w koncu lat 70-tych XX wieku, od poznania funkcji katgtiznej, a take od ustalenia
budowy i funkcji rybosomu. Nieprzerwanie do dzidnajduje s nowe znaczenia RNA
w komorce. Czsteczka jeszcze do niedawna uznawana jedynie zavogmsredniczce
w procesie syntezy biatek, statg sv ostatnich latach najpilniej poznavaaw organicznym
swiecie, ze wzgidu na mnog& procesoOw biologicznych, w ktérych spetnia lub 2mo
spetni& kluczowe funkcje.

Podstawow rola RNA w komoérce jest udziat w procesie biosyntezyatia.
Czasteczka ta jest goednikiem w przeptywie informacji genetycznej (MRN#RNA), oraz
gtdbwnym elementem strukturalnym i katalitycznym egbmu. Transferaza peptydylowa
odpowiedzialna za tworzenie azania peptydowego, stanowi fragment rRNA (skiadzBIS
rRNA u Prokaryotai 28S rRNA uEukaryotg, bedacy rybozymem. Katalityczne wdaiwosci
RNA zaobserwowat poraz pierwszy Thomas Cech, hadajces wycinania intronow (ang.
splicing z pre-mRNA, u jednokomérkowego organizmu eukgdpbhego Tetrahymena
thermophila Nie mogc zidentyfikowa biatkowego czynnika odpowiedzialnego za splicing,
Cech dowiddtze wycinanie introndw nagtuje na drodze autokatalizy RNA. Rownolegle,
Sidney Altman, bada¢ budow rybonukleaz odkryt,ze odpowiedzialna za dojrzewanie
czasteczek tRNA domena rybonukleazy P nie jest bialkieecz kwasem rybonukleinowym
[2]. Za udowodnienie obserwowanych zjawisk, w 198Ru Thomas Cech i Sidney Altman
otrzymali Nagrog Nobla w dziedzinie chemii. Ich przelomowe odkryaiato nowe
spojrzenie na procesy biochemiczne zachoelav komorce, stanowd punkt wygcia dla
hipotezyswiata RNA wedle ktorej to cgsteczka kwasu rybonukleinowego byta prekursorem
DNA i enzyméw biatkowych. Ponadto otworzylo ono rewerspektywy wykorzystania
poznawanych  wikxiwosci RNA w biologii molekularnej, farmakologii czy
w medycynie.

RNA jest celem terapeutycznymzjwd potowy XX wieku, ché do lat 80-tych
zrozumienie tego faktu byto ograniczone. Antybiotgininoglikozydowe stanowity pierwgz
grupe zwiazkow, dla ktérych celem molekularnym bytaasteczka RNA. Mechanizm ich
dziatania polega na blokowaniu procesu translatjakterii, poprzez bezpe@dnie wiazanie

sic w miejscu akceptorowym prokariotycznego rybosona, czsteczki 16S rRNA,
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w obrebie matej podjednostki 30S. Struktura RNA warunkogilziatywania, dzki ktérym
obserwowany jest efekt terapeutyczny antybiotykévineaglikozydowych. W rejonie miejsca
akceptorowego, e@steczka 16S rRNA tworzy charakterystyczny motyveyneetrycznej gtli
wewrgtrznej, z jednostronnie wybrzuszpradenozya obok niekanonicznej pary A-A.
Motyw ten formuje kiesze dla wiazacych st do wigkszej bruzdy RNA aminoglikozydow
[3, 4]. W rybosomie eukariotycznym wygpuje zamiana adenozyny na guana@zynobrbie
wspomnianej niekanonicznej pary, skutag zmiam struktury w obgbie wigkszej bruzdy

I znacznym zmniejszeniem powinowactwa aminoglikawyddo rybosomalnego RNA.
W efekcie tej praktycznie wyeliminowanej interakai rybosomem eukariotycznym,
antybiotyki aminoglikozydowe znalazly zastosowakigiczne w terapii wielu ezkich
zakaen bakteryjnych ludzi i zwierg, w tym szpitalnych m.in. posocznicy, gulicy i sepsy.
Czsto jednak s stosowane w postaci skojarzonej z innym antybietyk z racji
ograniczonego spektrum dziataniazakwrod bakterii.

Rybosomalne RNA, z racji swej kluczowej funkcji ultturalno-katalitycznej,
analogicznie jak w przypadku biatek, jest skutecanymolekularnym celem przede
wszystkim dla zwizkéw niskoczasteczkowych. Innego rodzaju RNA komorkowe z@ak
wykazup potencjat jako cele w terapii molekularnej. Istotni przetomowym dla znaczenia
RNA w tej kwestii, bytlo odkrycie strategii antysemgej, ktdrego dokonali Zamecnik
i Stephenson w 1978 roku. Strategia antysensowaaglazna modulagj ekspresji genow,
poprzez celowanie w ggteczki informacyjnego RNA (mRNA), za pomodkrotkich
oligonukleotyddéw, dziatagych na podstawie reguty komplementacio Udowadniajc
antywirusovg aktywna¢ 13-nukleotydowych DNA, wzgblem RNA wirusa mgisaka Rousa
(Rous Sarkoma Virus, RSV), Zamecnik i Stephensonkazgli potencjat strategii
antysensowej w zastosowaniach terapeutycznyclofworzyto szereg nowych natiwosci
dla farmakologii i medycyny [5]. Oferta stworzeniakdéw selektywnych wzgbem
pojedynczych genéw, w oparciu o regulty hybrydyzadjatsona-Cricka, w pogtkach
intensywnego rozwoju biologii molekularnej, szybkoalazta wielu zwolennikow i zostata
rozpowszechniona jako obiekt badaiesacy sk niestabacym zainteresowaniem do chwili
obecnej.

Pod koniec lat 90-tych ubiegtego wieku miato miejéolejne przetomowe odkrycie,
uhonorowane Nagrad\obla, prezentygce ogromny potencjat tkaty w czasteczkach RNA
— zjawisko interferencji RNA (angRNA interferencje, RNAi)Kazdy kolejny krok
w badaniach kwasu rybonukleinowego utwierdza w kwrenaniu,ze jest to czsteczka, od

ktérej w zdecydowanej wkszaici zaleza losy komorki.
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Sekwencjonowanie ludzkiego genomu ujawn#e,geny stanowinie wigcej niz 2%
komorkowego DNA, ktére jednak w 75% ulega transkjiypr pewnym miejscu, w pewnym
czasie [6-8]. W miar poznawania transkryptomu okazaite,ste jest on bogaty w tzw.
niekodupce RNA (ang.non-coding RNAsncRNAs) mogce spetnié funkcje regulatorowe.
Przynajmniej 80% transkryptow stanavdiugie (>200 nt) niekodage RNA (anglong non-
coding RNAsIncRNAs) [9, 10], a mechanizm antysensowy jeduranie wysg¢pujacym
w komaorce regulatorem ekspresji genéw. Analiza poiwcza sekwencji genomowzrg/ch
organizmow uwydatnita fakge nie liczba genéw, a prawdopodobnie mriégoekoduacych
regulatorowych RNA, sterggych ich ekspregjw odpowiednim miejscu i czasie, odpowiada
za ztzonas¢ organizmu [8]. Wysze organizmy, w poréwnaniu do mikroorganizmow, anaj
wzglednie stabilny proteom i staticzbe genow kodujcych biatka. Rénica w liczbie genow
miedzy prostym nicienientC. eleganszbudowanym z okoto 1000 komoérek, a cztowiekiem
rozumnym H. sapien} ktoérego organizm zbudowany z okoto*d&omérek, wytworzyt
mocno zranicowane tkanki, naszy i uktady, wynosi mniej 1zi 30% [6, 10]. Obserwacja ta
sugerujeze ilos¢ regulatorowych RNA w stosunku do kogeych RNA wzrastata w miar
osiagania wyszego poziomu ewolucyjnego organizmu.

Niekodupce RNA u ssakow magpowstawd z 3 zrodet. z sekwencji intronowych,
z sekwencji midzygenowych (andong-intergenic non-coding RNABNCRNAS) oraz jako
antysensowe transkrypty (anlatural Antisense TranscriptdNATs). Postuluje si ze
w genomach ssakéw, nawet w 70%-80% transkrypcjabpega dwukierunkowo, z obydwu
nici DNA [8, 11], orazze do 72% transkryptow w ludzkim transkryptomie pdsi swoje
antysensowe odpowiedniki [12-14]. Jakasteczki regulatorowe, zwykle RNA te ulegaj
ekspresji na niskim poziomie. Wyndia st wsrdd nich elementy dzialgge w ukladziecis
(ang. cis-acting ncRNAsoraz w ukfadzietrans (ang. trans-acting ncRNAs Elementy
regulatorowe cis pochodz z tego samegodocus co docelowy transkrypt, powsiaj
przewanie na matrycy sensowej nici DNA, i wykagzukomplementarn@&, pokrywapc
przynajmniej czsciowo docelowe RNA. Niektore naturalne antysens®MA powstajce na
matrycy sensowej nici DNA, posiadajamk odczytu, sygnat poliadenylacji i mgdakze
kodowa biatka [15]. Dowiedziono,ze NATs bion udziat w regulacji wielu procesoéw,
kluczowych dla prawidtowego funkcjonowania komorjek stabilizacja mRNA, genomowe
pictnowanie (angimprinting), alternatywne sktadanie genow (argplicing), inaktywacja
chromosomu X, regulacja translacji, eksport RNA dgtoplazmy, metylacja DNA,
modyfikacje histonow i rearaacja chromatyny [14]. Ponadto, wiadonie, casteczki te g

zaangaowane w kontra proceséw rozwojowych, adaptacji do warunkow strgad,
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a take w odpowied organizmu na infekcje wirusowe. W zwku z tym maj ogromne
znaczenie dla utrzymania homeostazy organizmu i ieluwprzypadkach mag istotnie
wptywaé na ujawnianie gichoréb [10, 16-20]. Jako elementy regulatoraisalziatap takze
czasteczki piRNA (ang. PIWI-interacting RNA co r&ni je od innych, matych
regulatorowych RNA. Cgsteczki piRNA g charakterystyczne gtéwnie dlaeskich komaorek
ptciowych, powstaj z dtugich jednoniciowych, antysensowych transkiygti co dla nich
znamienne, niezataie od rybonukleazy Dicer [21, 22]. Mechanizm ichathnia jest oparty
o interfereng RNA. PiIRNA wystpuja jako 25-30-nukleotydowe ggteczki, zwykle jedynie
w orientacji antysensowej, i prezentugharakterystyczne cechy sekwencji, jak obé&éno
urydyny jako pierwszego nukleotydu od 5'nka, oraz metylowanej grupy 2’-hydroksylowej
w ostatnim nukleotydzie od 3’ koa [22, 23]. Ich funkgj jest stabilizacja genomu podczas
gametogenezy. Hybrydyzacja piRNA z docelowym trayisiem specyficznie rekrutuje
biatka PIWI, stanowice podklas bialek Argonaute. W zateosci od etapu mejozy, na
ktorym casteczki te ulegaj ekspresji, wyrénia st piRNA pre-pachytenowe, oraz piRNA
pachytenowe. Pre-pachytenowe piRNA, analogicznie gadogenne siRNA, sekwencj
odpowiadaj ruchomym elementom powtarzalnym genomu i owdziat w ich wyciszaniu.
Wiazac biatka PIWIL2 i PIWIL4, reguly wzorzec metylacji transpozonow [22].
Pachytenowe piRNA powstag migdzygenowych regionow, niectiacych transpozonami,
a ich funkcja nie jest do kea poznana. [22, 24]

Antysensowe RNA dziatage w ukitadzidrans pochodz z locusinnego ni docelowy
transkrypt i czsto nie § do niego w petni komplementarne. Najlepiej pozmany
regulatorowymi RNA, dziatapymi w ukitadzietrans ss mate regulatorowe RNA dziatgie
na zasadzie interferencji RNA: miRNA (mikroRNA, amgicroRNA oraz endogenne siRNA
(ang.short interfering RNA[25, 26].

MiRNA to dwuniciowe RNA o dtugéci 20-23 nukleotyddéw. Powstajdwuetapowo,
z jednoniciowego prekursora RNA o strukturze spimkzy udziale biatek Dicer i Drosha,
sklasyfikowanych jako rybonukleazy Il i posiag@jch aktywnéé¢ wzgledem dwuniciowych
RNA. Geny mikroRNA zlokalizowaneaszwykle mkdzy genami biatlek (angntergenic
regiong lub w orientacji antysensowej dassadujpcego genu (angantisense transcripjs
U roslin miRNA sa zwykle w peini komplementarne do docelowego mRINAdczas gdy
u zwierzit dowiedzionoze miRNA g jedynie czsciowo komplementarne, posiadagdnak
kluczowy dla swej procesywla region, m¢dzy 2 a 8 nukleotydem popaszy od 5’ kaica

(ang. seed regioh Niesparowania w obbie tego regionu skutukajutrat zdolngci
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rekrutowania docelowego RNA do kompleksu RISC (&MNA-nducedSilencing Complex
[26].

SIRNA naturalnie $ czasteczkami pochodzenia egzogennego, pojaeyaji Sk
w komorce na skutek infekcji wirusowej lub przezikmecie transgenu. U étin, grzybow
i zwierzat zidentyfikowano jednak endogenne siRNA o déa@3-27 nukleotyddw i zimone
z dwoch odgbnych komplementarnych nici, powsieg z diugich dwuniciowych agteczek
RNA [27-29]. Casteczki te okrdone pierwotnie jako rasiRNA (angepeat-associated
siRNA3, kodowane g gtdwnie przez genomowe sekwencje powtaiajs¢ (ang.repetitive
elements bedace transpozonami i retroelementami. Potwierdzazéomechanizm RNAI
pierwotnie funkcjonowat jako ochrona przed ekspreasjpowielaniem obcego materiatu
genetycznego.

Wiadomo,ze w niektérych przypadkach profil ekspresji konkgeth miRNA mae
obrazowé réznicowanie nowotworow [30, 31]. W zwdku z tym faktem, mikroRNA jawi
sie nie tylko jako bardzo obieage narzdzia diagnostyczne, ale takjako czynnik, ktorego
regulacja aktywn&i maze istotnie zahamowalub cofra¢ proces nowotworzenia [10, 32].
Zaproponowano na przykitad aganie miRNA przez swoiste dla nich tzw. antagominp
wykorzystanie tzw. ghek miRNA, ktore posiadajwielokrotne, sztuczne miejsca azania
mMiRNA [33, 34]. Poniewa nadekspresja niektérych miRNA zwana jest z indukowaniem
cech komorek macierzystych, #a&k sztuczne wzmocnienie ekspresji niektorych miRNA
stanowi obiecujca strategg terapeutyczan[10, 35, 36].

Strategia antysensowa wraz ze zjawiskiem interigr&NA nioss ogromy potencjat
terapeutyczny. Niekodage RNA o poznanej ju funkcji mogy stanowé zaréwno cel
molekularny, jak isrodek do modulacji jego ekspresji, zalee od potrzeb i stanu wiedzy.
Gwaltowny rozwéj bada dotyczicych sterowania eksprgsyoznych gendéw, w oparciu
o terapeutyczne siRNA, czy antysensowe ¢azia oligonukleotydowe, dostarczyt i caty czas

dostarcza wielu przyktadéw sukcesu w regulacji edsjpgenow.

2 Strategie antysensowe

Komplementarne do docelowej sekwencji, antysensaigenukleotydy (ASOs, ang.
Antisense Oligonucleotidey mogy dziata& wedtlug ré@nych mechanizmoéw, zaleie od
miejsca, w ktére celaj oraz od modyfikacji, jakie zawiergyv swojej strukturze. Magtakze
przez dopasowanie przestrzenne struktury, funkeyadgako aptamery wzgtem biatek,

aminokwasow, réwniekwasoéw nukleinowych (por. rozdziat 3.4). Zasadoiowyr@nia sk
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dwa rodzaje aktywniwi oligonukleotydéw antysensowych w oparciu o regut
komplementarnéci: 1) wiazanie docelowej cisteczki jako inhibitor kompetytywny,
uniemaliwiajace jej oddziatywania z innymi molekutami w komorgeechanizmy blokady
sterycznej), oraz 2) formowanie dupleksu rekmdego RNazy specyficzne wazgdem
duplekséw (RNA-RNA, lub RNA-DNA), tzw. dsRNazy (andoublestranded RNas@s
prowadzace do hydrolizy nici RNA

2.1  Mechanizmy blokady sterycznej (angoccupance-only

Wiazac sk do RNA, antysensowe oligonukleotydy madgokowa miejsca normalnie
dostpne dla komodrkowych biatek, innych kwaséw nukleigoty, oraz ranych innych
zwiazkow, z ktérymi RNA zwykle oddziatluje, a ktore wplgja na wysapienie jego
okreslonej funkcji. Takie przestrzenne unieczynnienie ARNnoze skutkowa m. in.

zahamowaniem translacji, zmewzorca splicingu, lub zmiarfunkcjonalnej struktury RNA.

2.1.1 Zatrzymanie translaciji

Polisomy tworace sé podczas translacji mgjzdolnag¢ rozplatania struktur RNA,
stad oligonukleotydy antysensowe projektowane jakabnbry translacji, ukierunkowywane
Sa najczsciej na wizanie s¢ do regiondw 5 UTR (angUntranslatedRegiong, motywéw
IRES (ang.Internal RibosomeEntry Site) oraz w ob¢bie kodonu inicjacyjnego, gdzie
Z reguly dziatgg najefektywniej. Mimo to jednak, obserwujeg siakze ich aktywné¢
w stosunku do regionéw kodiugych [37, 38]. Dla wzrostu specyficzduw oddziatywa
oligonukleotydu z doceloav sekwencj, oraz w celu wyeliminowania mechanizmu
enzymatycznej degradacji RNA, stosuje ¢ siszereg modyfikacji chemicznych
w obrebie reszty cukrowej, rzadziej zasady heterocykkgzpojedynczych nukleotyddéw (por.
rozdziat 3.1). Obok mechanizméw degradacji RNA,t jg® jeden 2z najczciej
wykorzystywanych sposob6w modulacji ekspresji gendWykorzystujc mechanizm
inhibicji translacji, z pomag antysensowych oligonukleotyddéw udate siyciszy¢ ekspresj
wirusa HCV (angHepatitis C Virus) w mysich hepatocytach [39, 40], gdzie obserwowano
0golny spadek efektywroi dziatania oligomeru, w miaroddalania miejsca jego yzania
od miejsca inicjacji translacji. Oligonukleotyd wsénsowy wizacy Sk do kodonu
inicjacyjnego powodowat dio mniejszy spadek produkcji wirusowego biatka wdvananiu
z oligomerem komplementarnym dcetly wystepujacej w regionie 5° UTR. Z kolei
oligonukleotydy celowane w sekwencje kaghg dziataly tym gorzej, im byly dalej od

kodonu inicjacyjnego. Inne badania wykazakg zablokowanie translacji w przypadku
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ludzkiego mRNA ICAM-1 (ang. Intercellular Adhesion Molecule 1) przebiegato
najefektywniej, gdy oligonukleotydy wzaty region zawierapy 5 kap. Powodowato to
wzrost poziomu mRNA ICAM-1, przy jednoczesnym brajago produktu biatkowego
w komorce, na skutek unierdavienia rozpoznania struktury czapeczki przez Koaty

czynnik elF4E, inicjujcy tworzenie kompleksu translacyjnego [41].

2.1.2 Modulacja splicingu

W komorce eukariotycznej, RNA powsteg w procesie transkrypcji jest poddawane
wieloetapowej obrobce, ktéra czyni je funkcjorglczasteczk. Podstawowym procesem
w ramach tej obrobki jest splicing, odpowiedziakaywspaotistnienie wielu form tego samego
RNA. Proces ten polega na wycinaniu intronéw z preirowego informacyjnego RNA tzw.
pre-mRNA, ledacego bezpgednim produktem transkrypcji. Za wycinanie intreno
w wigkszaci przypadkow odpowiedzialny jest wielasteczkowy kompleks zwany
spliceosomem, ktorego elementy snRNA (asmall nuclear RNAspecyficznie rozpoznagj
miejsca paiczer intron/ekson, miejsca rozgaienia, etc. Sposob pmizenia eksonow
w dojrzatej casteczce RNA okrda sk jako wzorzec splicingu. Wykorzystgj antysensowe
oligonukleotydy nie aktywuare komorkowych RNaz, nioa modulowé splicing poprzez
jego inhibicg lub zmiar wzorca [42].

Do 95% ludzkich genow naturalnie poddawanych jestcgsowi alternatywnego
skladania RNA [43], ktory jestzrédtem ogromnej rinorodndgci izoform biatek
w réznych tkankach, na #iych etapach rozwoju, w zalsci od pici, czy wpltywu
warunkow zewntrznych. Hybrydyzacja oligonukleotydu antysensowedo sekwencji
kluczowych w procesie splicingu, m®maskowé ich obecné¢ i uniemaliwia¢ rozpoznanie
przez wiaciwe elementy spliceosomu, lub blokaiviah wycinanie, przez fizyczne odcie
dostpu do miejsc rozszczepienia. W zadesci, w ktérym miejscu dojdzie do takiego
maskowania, intron nim@ zosta wiaczony do sekwencji RNA (angntron inclusior), lub
ekson mae zostéd z niej wykluczony (angexon skipping W efekcie takiego dziatania
powstanie dojrzata @steczka RNA, inna, nizaktadat to oryginalny wzorzec splicingu.
Indukcja alternatywnego splicingu za pomacpowiednio modyfikowanych antysensowych
oligonukleotydéw, stanowi obiecigy mechanizm naprawczy wobec szeregu choréb
powodowanych nieprawidtowym wzorcem sktadania, habtacjami w obgbie pohczen
intron/ekson, skutkggymi zmianami wzorca sktadania RNA. Aktualnie, tpavgproby
kliniczne weryfikupce aktywnd&¢ trzech antysensowych oligonukleotydow, indukygh

alternatywny splicing pre-mRNA dystrofiny w odniesiu do dystrofii mgsniowej
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Duchenne’a, w oparciu o mechanizm wykluczania efsonDwa z testowanych
oligonukleotydéw to oligomery morfolinowe (anBMO, phosphorodiamidatenorpholino
oligo), trzeci zawiera modyfikacje 2’-MOE (ang/-O-methoksyethyl-RNA [44].

Ciekawym przyktadem jest ta& regulacja alternatywnego sktadania RNA genu Bcl-
X. Naturalnie wysfpuja 2 warianty Bcl-x spetniate w komérce rine funkcje — dhasza
forma Bcl-xL posiada wkxiwosci antyapoptotyczne, natomiast krotsza forma BclxS
wiasciwosci proapoptotyczne. Obie formy, w odpowiedniej g, 2 niezlzdne dla
prawidtowego funkcjonowania komorki, jednak zauwao, ze forma Bcl-xL ulega
nadekspresji w wielu przypadkach nowotworow. Zabile&nie miejsca splicingowego
odpowiedzialnego za powstawanie zmego wariantu Bcl-x, z wykorzystaniem
antysensowych oligonukleotydow, skutkowato @wizeniem proporcji Bcl-xS do Bcl-xL

i kierowaniem nowotworowych komérek na szlak apaptja5-48].

2.1.3 Zaburzenie struktury RNA

RNA w komorce wysipuje w postaci silnie ustrukturalizowanej, deterowvanej
przez wiyzania wodorowe, oddziatywania warstwowe, van deraMéa oraz hydrofobowe.
Struktura przestrzenna dodajeasteczce RNA stabildoi i pozwala spetnia r6znorodne
funkcje warunkowane obecfma motywow strukturalnych, rozpoznawanych przez jej
komorkowe receptory: biatka, inne RNA czy kompleksgtkowo-nukleinowe (angRNP,
ribonucleqorotein). Najczsciej spotykanym motywem strukturalnym RNA jest $@ir(ang.
hairpin, stem loop Wystpuje ona m.in. w wielu kluczowych regionach wirusge RNA,
np. w domenie TAR wszystkich znanych typow wirud® ang. Humanl mmunodeficiency
Virus) czy w regionie 5’'UTR wirusa HCV [49, 50]. Wykazanze oligonukleotydy
antysensowe magskutecznie zaburzastruktue spinek, czym blokuaj ekspresj gendw
wirusa [51]. Mechanizm ten zyskuje na znaczenidp jae spinka TAR okazata giby¢
zrodtem miRNA. Powstaj one z regionu helikalnego, i wyciszagjeny ERCCL1 i IERS,
odpowiedzialne odpowiednio za naprald@NA oraz kierowanie zainfekowanych komérek na
szlak apoptozy [52]. W literaturze opisano zakprzyktad zaburzenia stabikwop struktury
rybosomu, skutkagy inhibicja biosyntezy biatka, jako rezultat dziatania oligklaotydow
komplementarnych do 17-nukleotydoweitlpspinki w obkbie 28S RNA, w oocytachaby
z gatunkuXenopug53].
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2.2  Mechanizm degradacji docelowego RNA (anghccupancy-activated
destabilizatior)

Najwazniejszy z mechanizméw antysensowych, proweagz do destabilizacji
komorkowego RNA, to aktywacja RNaz specyficznychglgdem duplekséw RNA-DNA
(rybonukleaza H) lub RNA-RNA (interferencja RNA).eBtabilizacja RNA mze sk takze
odbywa na drodze nieenzymatycznej, poprzez celowaniesanspwych oligonukleotyddéw
w regiony mRNA odpowiedzialne za jego stab#ifigak struktura 5’ kapu, czy ogon poli-A,
0 czym czsciowo wspomniano w poprzednim podrozdziale, co jednak zdecydowanie

gorzej poznane i udokumentowane.

221 Aktywacja rybonukleazy H

Rybonukleaza H jest endonuklagaz komérkows, nalezaca do  klasy
nukleotydylotransferaz, wygtujaca powszechnie u organizméw prokariotycznych,
eukariotycznych oraz u wiruséw. Katalizuje hydrelinici RNA w heterodupleksach
RNA/DNA. Biologicznie, jej funkcja wize sk z zapewnieniem stabildci DNA w procesach
replikacji i naprawy, transkrypcji, a u wiruséw &k odwrotnej transkrypcji, poprzez
usuwanie m.in. krotkich RNA, pojawigych sé¢ na szlakach wspomnianych procesow.
RNaza H nalgy do rodziny bialek, obejmagych wiele izotypow, ktore tdia sie mas
molekularr, lecz wykazuj podobra aktywnaé i preferencje substratowe. Wszystkie znane
rybonukleazy H wymagajdo dziatania jonéw dwuwartciowych, zwykle M@" i/lub Mn**,
a podczas hydrolizy RNA geneguprodukty posiadape grug fosforanows na kacu
5’ i grupe hydroksylow na kacu 3’ [54, 55].

W komorkach prokariotycznych zidentyfikowano dotgzhs trzy klasy enzymoéw
0 aktywndgci rybonukleazy H: RNaza HI reprezenita typ 1, oraz RNaza HIl i RNaza HllI
nalezace do typu 2. Obydwa typy wykazupiska homologe sekwencyja, natomiast ich
trzeciorzdowe struktury $ podobne. Najbardziej rozpowszechnjowsrod bakterii jest
rybonukleaza HII, natomiast najlepiej pozaanrybonukleaza HI E. coli. Prokariotyczne
rybonukleazy H, pomimo przynaieosci do jednej klasy, magwykazyw& znaczne rénice
w sekwencji aminokwasowej, strukturze domen i spezyosci wzgledem substratow,
zalenie od gatunku [56]. Wadnego z prokariontow nie wykryto aktywied enzymow
wszystkich trzech klas jednocgree. Ponadto, genomy bakteryjne zawigragesto kilka
genow kodujcych RNaz H danej klasy. Postuluje esize zwielokrotnienie tych genow,
obserwowane tale dla genoméw eukariotycznych, stanowi ockrprzed letala mutacj,

pozbawiagca organizm aktywngci rybonukleazy H.
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Rybonukleaza HI zE. coli jest biatkiem monomerycznym, zbudowanym ze 155
aminokwaséw, o masie molekularnej 17,6 kDa i strtdé typua+p, w obkbie ktorej pec
arkuszyp jest rozlokowanych mdzy pkcioma a-helisami. Wykazuje ona sinhomologe
sekwencyjno-strukturain do C-kacowej domeny katalitycznej ludzkiej RNazy H1 [57]
(Rysunek 1). W sekwencji wygiuje kilka wysoce zakonserwowanych ewolucyjnie tresz
aminokwasowych, twoerych miejsce aktywne, odpowiadeych za wizanie jondéw
dwuwartgciowych, preferencyjnie jondw magnezu, i reszt digch udziat w wazaniu
substratu. Miejsce aktywnie g#ace jony magnezu zawiera charakterystyczny motyw DED
tworzony przez ftacuchy boczne aminokwaséw: AsplO, Glu48, Asp70 i 18¢p
W przypadku ludzkiej RNazy Hlasto odpowiednio Aspl45, Glul86, Asp210, Asp274.
Motyw ten zawiera tate rybonukleaza H stanoyga podjednostkodwrotnej transkryptazy
wirusa HIV-1. Jego ral jest odpowiednie ustawienie wzdem siebie jondw magnezu,
czasteczek wody i heterodupleksu RNA/DNA, tak by moglas¢ wydajna hydroliza.
Podkréla sk takze znaczenie histydyny 124 (His264 dla ludzkiej RNBZ, ktorej obecn&
sprzyja uwalnianiu produktu [56]. Miejsce aktywnazone jesti-helisami zawieracymi
reszty lizyny, ktore na zasadzie oddziatywedektrostatycznych pozycjorapeterodupleks w
miejscu aktywnym [58, 59]. Hydroliza RNA w heterqiieksie z DNA przebiega wedtug
mechanizmu dwujonowej katalizy, @o powszechnego dla wielu rybonukleaz. Zgodnie
Z nim, jeden jon metalu inicjuje wytworzenie nukikg w postaci jonu hydroksylowego
Zz casteczki wody, ktory atakuje grepfosforanowa substratu (RNA). Drugi z jonow
stabilizuje produkt przégiowy w postaci cyklicznego fosforanu i utatwia uwnienie
3’'oksyanionu [60]. Ludzka RNaza H1, zlokalizowanazegu wszystkim w gdrze
komoérkowym oraz w cytoplazmie [61], jest 286—amwakowym, monomerycznym
bialkiem o masie 32kDa, przy N-kou zawierggcym 26-aminokwasowy sekwencg
sygnalr. Odpowiada ona za kierowanie enzymu do mitochomgri maze by¢ odcinana, lub
pozostawd, zaleznie od potrzeb komérki. W odidieniu od RNazy HI z. coli, ludzka
rybonukleaza H zbudowana jest z trzech domen. dtdwa 73-aminokwasowa domena
wiazaca heterodupleks (HBD, andwybryd binding domaijnjest pohczona z C-kacowa
domen, katalityczr, nieustrukturalizowan domen taczaca. Funkcja 62-aminokwasowej
domeny 4czacej nie jest sprecyzowana, udowodniono natomiasiest ona konieczna dla
aktywnaci enzymu [59, 62]. Domena N-koowa, oprocz wizania heterodupleksow,

posiada take wiaciwos¢ wiazania homodupleksow RNA/RNA, jednak nie ®ne
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Rysunek 1. Struktury krystalograficzne rybonukleaz H: (A) RMall z E. coli, pdbID: 1RDD, (B) domena
katalityczna ludzkiej RNazy H1l(mutant D210N) w kdeisie z 18-nukleotydowym dupleksem RNA/DNA,
pdbID: 2QK9, (C) reszty aminokwasowe domeny katefibej ludzkiej RNazy H1 zaangavane w: katalig
(zOtty), wigzanie RNA (rGgowy), wigzanie DNA (niebieski), (D) Nalmne struktury RNazy HI E.coli (fiolet) i
domeny katalitycznej ludzkiej RNazy Hdity) [63].

hydrolizowane. Zwjzanie homodupleksu RNA/RNA lub heterodupleksu RNXD
zasadniczo nie zmienia konformacji enzymu [63].2Wadla aktywnej hydrolizy substratu
jest szerok& mniejszej bruzdy dupleksu. RNA przyjmuje zwyklerrfig helisy typu A,
natomiast DNA — helisy typu B. Powstaty heterodupl&@NA/DNA, przyjmujcy paredna,
nietypowa konformacg helisy typu A/B, jest charakterystyczny w swojéjukturze, czym
determinuje aktywng@ hydrolityczra enzymu [58, 64]. Dwie lizyny i tryptofan w afie
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domeny wizacej RNA, pozycjonuyj enzym na pierwszej parze dupleksu RNA/DNA,
natomiast domena katalityczna przeprowadzgieiw odlegtéci o jeden skit helisy od
miejsca zwazania enzymu [59].

U czlowieka, obok RNazy H1 wygiuje take RNaza H2. Ludzka RNaza H2 jest
kompleksem enzymatycznym wygptijacym w jadrze komorkowym jako heterotrimer,
zbudowanym z 3 podjednostek 2A, 2B i 2C [65, 66)djednostka 2A o diugei 299
aminokwasow i masie ggteczkowej 33,4 kDa, spetnia funkckatalityczry i wykazuje
podobigéstwo do monomerycznej prokariotycznej rybonuklebity Podjednostki 2B i 2C,
o masie odpowiednio 34,8 kDa i 17,8 kDa, zbudowan808 i 164 aminokwasowas
integralnym sktadnikiem kompleksu, istotnym dlagggocesywnéxi, jednake ich funkcja
nie zostata dotychczas sprecyzowana [67]. KompRK&zy H2, rozpozna¢ sisiedztwo
nukleotydow RNA-DNA, wykazuje aktywré wobec dupleksow DNA/DNA zawiergjych
nawet pojedynczy rybonukleotyd. Zasadniczaom&zni sie aktywndgcia od rybonukleazy
H1, wspierajc jednak ¢ samy funkcje w komérce czyli udziat w procesach naprawy DNA.
Wiadomo,ze oligonukleotydy aktywuce RNaz H1 nie indukuy aktywnaci RNazy H2 [61,
68].

Degradacja docelowego mRNA, w oparciu o rekrgtiomorkowej rybonukleazy H1
przez heterodupleks RNA/DNA, jest uznawana za p&jgpoznany, najbardziej efektywny
I najczsciej] wykorzystywany mechanizm antysensowy. Razama struktura enzymu
I stosowanie rznego rodzaju modyfikacji chemicznych w ebie grup funkcyjnych
oligonukleotydéw, pozwalajna jego cigte ulepszanie poprzez poprawianie specyfiézno
w celu maksymalnej nmitiwej eliminacji efektéwoff-target

2.2.2 Interferencja RNA

Zjawisko interferencji RNA polega na wysoce spexzfiiej inhibicji ekspresji gendw,
na poziomie potranskrypcyjnym, w odpowiedzi na digimmve RNA obecne w komorce.
Uwaza sk, ze mechanizm ten zostal wypracowany w celu zabezeiea komorki przed
wpltywem materiatu genetycznego pochamgo z zewstrz, w postaci wirusow, transgenow
i transpozondw. Wiadomo tad, ze komorka #ywa tego samego mechanizmu do regulacji
ekspresji wkasnych genow.

W szlaku RNAI biog udziat dwa typy matych regulatorowych RNA: miRNA
i SiRNA, rdézniace st pochodzeniem i powstawaniem w komorce, a u ssakakie
mechanizmem dziataniaa o krotkie, 21-28-nukleotydowe, dwuniciowe RNAzpmznagce

docelowe mRNA w oparciu o regukomplementarrgei i tworzenie par zasad typu Watsona-
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Cricka. MiRNA powsta z dlugich prekursoréw twosgych struktury typu spinki,
charakteryzujcych s¢ niepetm komplementarnicia, i sa produktem ekspresji wtasnego
genomu komorki. SIRNA g generowane z diugich, catkowicie komplementarnych
dwuniciowych RNA, zwykle pochodzenia egzogenned®, [H], jakkolwiek poznano tak
endogenne siRNA. Dojrzewanie i aktywsdmbydwu typow czsteczek zatene s od biatek z
rodziny RNazy Ill oraz Argonaute (Ago). Rodzinatblasklasyfikowanych jako RNaza lll,
reprezentowana przez enzymy Dicer i Drosha, odpaviea wycinanie funkcjonalnych si-
oraz miRNA z ich prekursoréw, natomiast biatka Akmtalizup degradag docelowego
komorkowego mRNA, wiczonego przez jedre nici matych dsRNA w kompleks RISC (ang.
RNA InducedSilencing Compley.

Formowanie kompleksu RISC u cziowieka polega najasp trzech biatek: Dicer,
TRBP i Ago-2. Powstaly trimer ma zdokgowiazania dwuniciowych RNA, generowania
z nich siRNA, whczania siRNA w miejsce aktywne Ago-2 i usuwaniai iuasaerskiej,
wytwarzapc funkcjonalny RISC. Druga z nici, zwana mieviodaca, kieruje kompleks RISC
do docelowego komplementarnego mRNA, prowadio jego degradacji. Degradacja jest
indukowana przez domenPIWI biatka Ago, ktora przeprowadza hydreliaviazania
fosfodiestrowego medzy nukleotydami docelowego RNA twaymi pary z 10 1 11
nukleotydem siRNA, uwalniag produkty zakaczone wola reszy 5’-fosforanove
i 3'-hydroksylows [70]. Proces selekcji nici wiagdej opiera s ha porownaniu stabilsoi
termodynamicznej obu koow dupleksu siRNA. Ni ktorej 5’ koniec znajduje siprzy
mniej stabilnym termodynamicznie keou dupleksu wybierana jest na mwiodaca. Dupleks
o rownie stabilnych kiicach generuje dwie nici wiade, whczane do kompleksu RISC w
rownym stopniu [70]. Po przegiu, docelowe RNA oddysocjowuje, uwalniajsiRNA, ktore
zdolne jest rekrutowakolejne komplementarne RNA.

Biatka typu Dicer, generage funkcjonalne siRNA z ich prekursoréw, charaktepy
si¢ specyficza sekwenci domen Katalitycznych, z ktérych kluczowe dla aktgpéci
hydrolitycznej enzymu g domena PAZ i dwie domeny RNazy Ill. Wycinanie siRN
nastpuje preferencyjnie od kaow diugich dsRNA. Domena PAZ jest specyficzna¢atla
biatlek Ago, i jest wyspecjalizowana w aganiu kacoéw dupleksu RNA, zwlaszcza
zawierajcych od strony 3’ wolne nukleotydy. Dicer posiadenttum katalityczne zwykle
w odlegtagci dwoch sketow helisy dupleksu od miejsca zwania kacow, gdzie dwie
domeny RNazy Ill, tworgce wewntrzczsteczkowy dimer, przecirgjpo jednej nici
dupleksu, generag nowe 3’-kaice z dwunukleotydowym niesparowanym fragmentem.[25]

Odlegta¢ migdzy domenami PAZ i RNazy Il warunkuje diugo powstatych siRNA
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I miIRNA [71, 72]. Aktywna¢ rybonukleazy Dicer u cztowieka jest niezada od ATP,
w przeciwigistwie do enzymdéw Drosophila melanogaster Caenorhabditis elegansu
ktorych mutacje w olgbie domeny ATPazy skutkowaty zniesieniem aktysan@icer.

Proces biogenezy mikroRNA przebiega dwuetapowo.dicigie ustrukturalizowane
prekursory, zwane pri-miRNA (angprimary microRNA s produktem transkrypcji
przeprowadzanej przez polimegaRNA I, rzadziej Ill, z mgdzygenowych regionéw DNA,
sekwencji intronowych, lub z nici sensowej DNA; [amap 5 kap i sygnat poliadenylaciji
[73]. Obrobka pri-miRNA zaley od jego zwingcia w struktug¢ typu spinki. Pierwszym
etapem dojrzewania tej gzteczki jest wyaicie struktury typu spinki, zwykle skladagj st
z okoto 33 nie w petni komplementarnych par zasadkmczonych gtla z jednej strony,

i jednoniciowymi segmentami okalgymi =z drugiej strony. Etap ten zachodzi
w jadrze komorkowym z udzialem tzw. kompleksu mikrog®ara, sktadagego st

z rybonukleazy Drosha, nalgej do bialek z rodziny rybonukleazy I, oraz kktara
w postaci dwdch domen wiacych dwuniciowe RNA (dsRBD, anglouble stranded RNA
Binding Domain), okrelanych jako DGCR8. Asocjacja z kofaktorem zapewwgdajne

I precyzyjne wycinanie pre-miRNA z pri-miRNA [74hko ze pozycjonuje on rybonukleaz
Drosha w odlegkxi jednego skitu dwuniciowe] helisy RNA (11 par zasad) od miejsca
taczenia segmentéw flankigych i trzonu helisy. Dzki asocjacji z DGCRS, pierwszy etap
obrébki generuje bardzo doktadnenke powstajcego miRNA, ktére zwikszah jego
specyficzné¢ wzgledem docelowego RNA, rekompenguj w ten sposob niepein
komplementarn&® sekwencji przy rozpoznawaniu celu [25]. U zwigrzaobserwowano
takze alternatywny szlak powstawania pre-miRNA, bezialdzkompleksu mikroprocesora.
Pre-miRNA, strukturalnie upodabniaj sk do introndw w obg¢bie pri-miRNA, zostag
wycigte na drodze splicingu [75, 76]. Jest to proceydiewvanie rzadszy, ale spotykany
w komorkach zwiergcych. Powstate pre-miRNAggransportowane zgira komorkowego do
cytoplazmy, gdzie z udziatem rybonukleazy Dicer tams odcgta petla terminalna

I wytworzony drugi koniec funkcjonalnego duplekstiRINA/miRNA*.

Dojrzaly dupleks miRNA/mMiRNA*, przy udziale rybonigazy Dicer, asocjuje
z biatkiem Ago i biatkiem GW182 twosz funkcjonalny kompleks miRISC. W afinie
kompleksu, dupleks miRNA/miRNA* zostaje rozpleciomycia wiodaca zostaje zwykle Wi
MIRNA, podczas gdy GimiRNA* zostaje utracona, jakee jej degradacja przez Ago, tak jak
odbywa st to w przypadku siRNA, jest najeiej uniemaliwiona obecnécia niesparowa.
Podobnie jak w przypadku siRNA, wybor nici wimej opiera s na stabilnéci
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termodynamicznej kicOéw, mniej stabilny koniec 5’ stajeeskoncem 5’ nici wiodicej.
Ogolny schemat interferencji RNA przedstawia rysube

Znaczca liczba miRNA powstaje pod kontgobendw, ktorych ekspresjreguluje,
dzialapc na zasadzie podwojnie ujemnego spemnia zwrotnego. U zwiesy, z racji
niedoskonatej komplementago do docelowego RNA, miRNA ezciej funkcjonua na
zasadzie sterycznej blokady transkryptu. Do prawvelgo rozpoznania docelowej sekwencji
kluczowy jest tzw. region seed, znajglty sk miedzy 2-8 nukleotydem od 5’ Kk@a miRNA
[26]. Obecné¢ niesparowa, zwlaszcza umiejscowionych centralnie w gilie dupleksu,
inhibuje aktywn&¢ biatka Ago, promujc mechanizm represji translacji, uznawany za
wiodacy w przypadku funkcjonowania miRNA w komorce zwigej. Z pewnymi
wyjatkami, miejsca wjzania miRNA znajduj sic gtdwnie w regionach 3'UTR mRNA ias
tam reprezentowane w kilku kopiach. Z kolei mikroRRinkcjonugce w komorce rdinnej
charakteryzuyj sic zwykle peta komplementarnacia do docelowe] casteczki RNA,
hybrydyzup w regionach kodugych, i prowadz do degradacji RNA katalizowanej przez
biatko Ago.
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Rysunek 2.Mechanizm interferencji RNA [77]
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Dla niektorych mRNA regulowanych przez miRNA obsejsv st spadek iléci kopii

w komorce, powodowany jednak nie degradagmjzez biatko Argonaute, lecz destabilizacj
wynikajaca z kierowania mMRNA przez miRNA na szlaki deadenylamdtaczania 5’ kapu

I egzonukleolitycznego trawienia przez komorkowebamnyukleazy. Proces ten wymaga
wspotdziatania biatka Ago, GW182 oraz komorkowychasaynerii katalizujcych
wspomniane procesy. Niewyjaone jest, czy taka destabilizacja jest konsekyserepresji
translacji. Istniegg dowody,ze jest to niezalay mechanizm dezaktywacji niektérych mRNA
[25, 78, 79].

3 Terapeutyki oligonukleotydowe

Oligonukleotydy, czyli krétkie jednoniciowe fragntgnDNA lub RNA, mog by¢
wykorzystane jako nagdzia w terapii genowej, dziatgj na kilku poziomach ekspresji genu.
Podejcie antygenowe zaklada stosowanie oligonukleoty@wA, tzw. TFO (ang.Triplex
Forming Oligonucleotide zdolnych do hybrydyzacji do dwuniciowego DNA nasadzie
oddziatywa typu Hoogsteena, i inhibicji jego transkrypcji,zpe steryczne zablokowanie
dostpndsci substratu dla czynnikéw transkrypcyjnych i podirazy RNA [80-82]. Podsjie
antysensowe wykorzystuje naturalne oraz modyfik@vatigonukleotydy DNA i RNA,
w celu zatrzymania ekspresji genu na poziomie pRNAYMRNA. Technologie antysensowe
z racji prostego, dobrze poznanego, naturalnego kilaséw nukleinowych sposobu
wzajemnego oddziatywania, w oparciu o regukomplementarnici, zdecydowanie
zdominowaly  zastosowanie oligonukleotydow w terapigenowej. Nargdzia
oligonukleotydowe stiace jako potencjalne terapeutyki ama ogdllnie podzietize wzgédu
na sposéb dziatania, na kilka grup: antysensowgonlikleotydy, siRNA, rybozymy, oraz

aptamery.

3.1 Generacje antysensowych oligonukleotydow

Srodowisko komérki, w ktérym antysensowe oligonukiety map spetni@& swoje
funkcje terapeutyczne, nie sprzyja ich stakitma aktywndici. Z tego wzgidu stosuje si
czasteczki DNA lub RNA w rany sposob modyfikowane chemicznie, zbudowane n&jeg
z okoto 13-25 nukleotyddéw, komplementarne do éliieych komorkowych mRNA [83].
Pierwszy problem dla ASO stanowi wnikanie do komdiX reguty, oligonukleotydy

pobierane § przez komork na drodze adsorpcyjnej endocytozy, inicjowanej ikuk
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mozliwych szlakach [84], a naginie w zaleénosci od aktywowanegciezki, sa przekazywane
do okrélonego kompartmentu komorkowego. Wprowadzanie AS@ostaci biokoniugatow
Z réznego typu ligandami, utatwigymi integracg z btora komorkows, czy stosowanie
nosnikowych nanocastek, ma pomaoc w ich dostarczaniu, ziwie bez szkod dla komorki

i bezparednio w przedziat subkomérkowy, do ktérego aiagfic. Po drugie, po wnikeciu,
wszechobecne w komdérce enzymy nukleolityczne basdxbko degradajnaturalne kwasy
nukleinowe, zwlaszcza pochodzenia egzogennego, pogadajce swoistych sygnatow
ochronnych (jak np. komérkowe mRNA). Ponadto dowiedo, ze produkty degradacji
naturalnych  oligonukleotydow mag by¢ cytotoksyczne i wywolywa efekty
antyproliferacyjne, poprzez inhibichiektérych biatek kluczowych dla cyklu komérkowego
jak np. kinaza tymidynowa [85-87]. Aby poka@naspomniane ograniczenia, wprowadzono
szereg modyfikacji chemicznych, akszapcych efektywné¢ dziatania oligonukleotydow
antysensowych wsrodowisku komoérkowym i cgsto pomagaicych redukowé efekty
niespecyficzne (angff-target effecs poprzez zwikszenie powinowactwa do docelowych
MRNA i termodynamicznej trwasci tworzonych dupleksow. Modyfikacje te mpdotyczy
kazdej sktadowej nukleotydu, tj. zasady heterocyklegjznreszty cukrowej oraz reszty
fosforanowej, przy czym umiejscowienie modyfikagivykle determinuje mechanizm
dziatania zawieragego j oligonukleotydu.

Oligonukleotydy antysensowe pierwszej generacjiieeaj podstawienia w olkbie
reszt fosforanowych iasefektem pionierskich prac w zakresie modyfikatigj@nukleotydow.
Pierwszym chemicznie zsyntetyzowanym modyfikowanymligonukleotydem byt
metylofosfonian DNA [88]. Casteczka DNA zawierata podstawienie jednego z rizylych
atomow tlenu grupy fosforanowej grumetylows, co powodowato zniesienie jej ujemnego
tadunku. Pomimo diej stabilngdci w ukladach biologicznych, oligonukleotydy te
wykazywaly obniona rozpuszczaln@, nie indukowaly aktywn&i rybonukleazy H
w dupleksach z RNA, ktére z kolei charakteryzowagje obnizona trwatdscia
termodynamiczip Wszystkie te cechy dyskryminowaly stosowanie toébgfonianow
w podegciach antysensowych [83].

Podoba modyfikach DNA, opisam w p&nych latach 60-tych XX wieku, byto
podstawienie jednego z nieyacych atomow tlenu grupy fosforanowej atomem si§i.
Powstaty w ten sposob oligonukleotyd tiofosforanow?S, ang. Phosphorotioate
Oligonucleotidg, zostat poraz pierwszy wykorzystany 18 latmiéj, do inhibicji replikaciji
wirusa HIV [90]. Wprowadzenie internukleotydowegm@ania tiofosforanowego w miejsce

tradycyjnego wizania fosfodiestrowego, zgkiszyto odpornéc oligonukleotydu na dziatanie
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nukleaz, wydtaajac czas poftrwania w ludzkim serum okoto 10-krotrj@1-93]. Nie
zaburzylo ono tworzenia kanonicznych par Watsonek@r ani zdolnéci aktywacji
rybonukleazy H, utrzymag jednoczénie ujemny fadunek @steczki DNA i dobg
rozpuszczaln@ w wodzie. Wprowadzenie do gzania fosfodiestrowego siarki zamiast tlenu
przy atomie fosforu w oligonukleotydzie powoduie, taki oligonukleotyd staje grchiralny.
Dowiedziono, ze jedynie izomer S charakteryzuje sswigkszory stabilngcia wzgledem
nukleaz, natomiast izomer R zachowuje giodobnie jak oligonukleotyd zawiesay
naturalne wqzanie fosfodiestrowe. Wszystkie przedstawioneeweosci swiadczytly o duej
atrakcyjngci wspomnianej modyfikacji w kontékie strategii antysensowej, i rzeczyuaie,

do dzg wiazanie tiofosforanowe to jedna z wimych modyfikacji oligonukleotydéw
testowanych klinicznie. Jednak intensywne jej zssit@nie w badaniach komérkowych
ujawnito, ze szkielet tiofosforanowy indukuje niezahe od sekwencji, a zalee od diugéci,
zwickszone powinowactwo do biatek aghcych polianiony, jak wiele czynnikdw wzrostu
(FGF, ang.Fibroblast Growth Factor, VEGF, ang.Vascular Endothelial Growth Factor),
laminina, fibronektyna [94], geneng tym samym efekty cytotoksyczne. Ponadto, dupleksy
tworzone z RNA charakteryzugi¢, podobnie jak w przypadku metylofosfonianéw, dilomy
trwatoscia termodynamiczgy w stosunku do dupleksow DNA/RNArednio o 0,5°C na par
nukleotyddw.

W odpowiedzi na ograniczenia oligonukleotydow aetgowych pierwszej generaciji,
rozwinicto nowa grupe modyfikacji, poprawiajcych stabilné¢ termodynamiczgtworzonych
duplekséw, specyficzrié wiazania docelowych mRNA i odporfiona komérkowe nukleazy.
Do oligonukleotyddw drugiej generacji zalicza szasteczki posiadage podstawiony atom
wodoru przy grupie hydroksylowej w pozycji 2’ rybgzorzede wszystkim grapmetylows
(2-OMe) i metoksyetylow (2’-MOE). Okazaty si one mniej toksyczne hitiofosforany
DNA, nie maj jednak zdolnéci aktywacji RNazy H, ze wzgllu na zbyt mat szerokéc¢
mniejsze] bruzdy helisy dupleksu (forma A-RNA). &b wzgédu nie prowadz one do
degradacji mRNA, a jedynie do sterycznego zablokoavgego dalszej ekspresiji (inhibicja
translacji, modulacja splicingu, zaburzanie funkejmej struktury RNA, por. rozdziat 2.1).
Jednak by zapewdi mozliwie najwydajniejsze dziatanie, w wkiszdci zastosowa
oligonukleotydy drugiej generacidza w sobie kilka modyfikacji, wyspujac w postaci tzw.
gapmerow. Cgsteczki takie zawiergjcentralnie umieszczony trzon sekwencji (agap),
zbudowany z nukleotydéw DNA lub tiofosforanowych BNktory na kadym z kacow
zawiera kilka rybonukleotydow modyfikowanych grupga2irOMe lub 2’-MOE. Wykazano,
ze jwz 4-5 nukleotydowy gap jest wystarczey do aktywacji rybonukleazy H, zaréwno
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z E. coli jak i ludzkiej [95, 96], natomiast otaczeg¢ go nukleotydy 2’-modyfikowane
wydajnie chroni oligonukleotyd przed degradacjnukleolityczry. Testowano wiele
sposobow rozlokowania opisanych modyfikacji w etiie oligonukleotydu (Rysunek 3)
i wykazano, ze konfiguracja gapmeru jest rozwaniem najbardziej efektywnym,
zapewniggcym czsteczce antysensowej najlepsze cechy obydwu ggnenadyfikacji.
Obecné¢ 2'-O-modyfikowanych nukleotydow flankagych gap, zwiksza specyficzrig
hydrolizy indukowanej przez dany gapmer, ogranigzdjawienie do miejsc hybrydyzacji
z fragmentem DNA. Odnosz to do miejsc alternatywnego agania oligonukleotydu,
gapmer potencjalnieghzie s¢ wiazat silniej i przeprowadzi bardziej specyfiazhydrolizg
niz oligonukleotyd DNA, czy tiofosforanowy DNA o tepse] sekwencji. Dzieje sitak
z racji konfiguracyjnie ukierunkowanego miejsca fojfdy oraz wzmocnionego
powinowactwa i zwikszonej stabilnéci termodynamicznej kaeedw dupleksu z docelaw
sekwencj [97, 98].

5 3 DNA/PS

catkowicie

5 M 3 > o, fikowany

5 s . 3 gapmer

S5E—E—u—u=Ba3 mixmer
5 IS g headmer

5 BN G tailmer

Rysunek 3.Konfiguracje oligonukleotydéw chimerowych [99]

Projektowanie i testowanie nowych modyfikacji popigacych wiaciwosci ASO
ciagle trwa. Oligonukleotydy trzeciej generacji stampwnajbardziej rénorodra pod
wzgledem chemicznym grupzwiazkdw.

Niejednokrotnie reprezentowane w prébach klinicingcanalogi oligonukleotyddw,
tzw. PNA (ang PeptideNucleic Acid) zawierajce elastyczny, pozbawiony tadunku szkielet
poliamidowy, zbudowany z jednostek N-(2-aminoetygbyyny, do ktorego zasady
heterocykliczne przgyczone § metylenowo-karbonylowym atznikiem [100-102].
Oligomery te tworz trwate dupleksy lub trypleksy z naturalnymi DNARNA, s stabilne
w $rodowisku komorkowym, nie wykazujniespecyficznego powinowactwa do biatek, nie

aktywuja takze zadnych komérkowych nukleaz, dzialaj jedynie na zasadzie zawady
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przestrzennej. Maghybrydyzowa zaréwno do dwuniciowego DNA, dziadgjjako czynnik
antygenowy 1 blokuyc inicjacg transkrypcji oraz powstawanie RNA, jak i do RNA,
wplywajac na jego sktadanie, lub inhilgj inicjacg translacji czy wydhianie tacucha

polipeptydowego [103-105].
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Rysunek 4.Generacje antysensowych oligonukleotyddw.

Innym przykiadem modyfikacji szkieletu fosforanoweg N3’-P5’ amidofosforany,
w ktorych grupa 3’-hydroksylowa deoksyrybozy jesbdptawiona grup aminows.

Modyfikacja ta zw¢ksza powinowactwo do komplementarnej nici RNA onaadnosi
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odporn@¢ na nukleazy. Dupleksy mRNA/ N3'-P5’ amidofosforanie indukuj hydrolizy

Z udziatem rybonukleazy H. Potencjat tych oligomaktydow zostat udowodniony vivo,
w eksperymentach wycisaalych ekspregj genuc-myg ktorych efektem byto zatrzymanie
biataczki szpiku u myszy [106].

Wsrdéd  oligonukoetydéw posiadajych modyfikowaa reszé¢ cukrowa maozna
wyrdzni¢ LNA (ang. Locked Nucleic Acid), FANA (ang. 2’-deoxy-2fluoro-4-D-arabino
nucleicacid), oligonukleotydy morfolinowe (MF, and/orpholino Oligonucleotidds CeNA
(ang.Cyclohexer nucleic acids), tricyklo-DNA (tcDNA). Ich struktury przedstawiens na
rysunku 4. LNA, z racji usztywnionej, przez mosteletylenowy pomidzy atomami O2’

I C4’, konformacji C3'endo rybozy, znacazco podnosi trwalk termodynamiczap
tworzonych duplekséw. Jednak w rezultacie przyjmaegprzez dupleks struktury helisy
typu A, niemaliwa jest jego hydroliza z udziatem rybonukleazy ®becné¢ modyfikacii
LNA w oligonukleotydach chroni je przed aktywsot nukleolityczra, znacaco poprawiaic
ich czas péttrwania w komorce i w ptynach ustrojotvyNukleotydy LNA czsto wystpuja
razem z DNA, w postaci oligonukleotydéw chimerowy¢hp. gapmery). Z racji ich
wigkszego, od naturalnych kwasow nukleinowych, powiactwa do komplementarnych
sekwencji, mog by¢ takze stosowane w innych funkcjonalnych kwasach nukleych jak
rybozymy i DNAzymy, sztuczne siRNA [107], a takw starterach do reakcji PCR i RT-PCR
[108], w celu poprawienia ich efektywfw w procesach, w ktérea zaangaowane. Jednak
silne powinowactwo LNA do tworzenia par zasad zmadby takze zrodiem efektow
niespecyficznych, co w niektérych przypadkachzendwy¢ czynnikiem ograniczagym ich
zastosowanie.

W przypadku oligonukleotydow FANA, resztcukrowg stanowi epimer rybozy,
arabinoza, podstawiona przyxgiu 2’° atomem fluoru. Jest to jedyna jak gtbimodyfikacja
pierscienia cukrowego, zdolna indukowaaktywndé¢ hydrolityczra rybonukleazy H
w dupleksach z RNA [109-111]. Widma dichroizmu keego wykazaty,ze dupleksy
RNA/FANA posiadag konformacg helisy zblzona do dupleksow RNA/DNA. Uwza sk, ze
atom fluoru wystaje w gb wickszej bruzdy helisy, co powodujee nie zaburza on
mechanizmu hydrolitycznego RNazy H. Udowodniar® modyfikacja ta przynosi lepsze
efekty wystgpujac w oligonukleotydach chimerowych, znw jednorodnych oligomerach.
Przyktadowo, zastosowanie oligonukleotydow chimegrchiv FANA/PS w kulturach
komorkowych, skutkowato 30-krotnym spadkiem sJCw stosunku do czystych

oligonukleotydéw tiofosforanowych [110].
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Oligonukleotydy morfolinowe to niejonowe analogi BNwnoszce modyfikacje
jednoczénie w obebie reszty cukrowej i wzania fosfodiestrowego. Pentoza zpgina jest
pierscieniem morfolinowym, ktoryaczy sk z kolejnym, przez pozbawione tadunkwpanie
diamidofosforanowe. Ggsteczki te s stabilne w ukladach biologicznych, lecz nie djiata
w oparciu 0 mechanizm anggacy rybonukleagz H. Trwalas¢ tworzonych przez nie
dupleksdbw z RNA jest poréwnywalna do duplekséw RDNRA. Domyinym dla MF
mechanizmem dziatania jest inhibicja inicjacji skatTji, z tego te wzgledu, najlepiej
ukierunkowywa te oligonukleotydy na region 5’'UTR i pierwszych 2bikleotydow od
kodonu start [98].

Rzadziej stosowane oligonukleotydy CeNA i tcDNA kwlejne przyktady na
wzmaochnienie powinowactwa i sity oddziatywa komplementarpnnicia RNA. W przypadku
duplekséw z CeNA, odnotowano bardzo powohydrolizz z udzialem rybonukleazy H,
okoto 600-krotnie wolniejsg w porownaniu do standardowego dupleksu RNA/DNA2[11
113]. Z kolei dla tricyklo-DNA obserwowano niezwgkl efektywa modulacg
alternatywnego splicingu mRNA-globiny, w poréwnaniu z kontrolnie zastosowanym
chimerowym tiofosforanem 2’-O-metylo-RNA [114].

Jedn z najnowszych, wprowadzanych do kwaséw nukleindwytodyfikacji, jest
UNA (ang. Unlocked Nucleic Acid). Prowadzi ona do roztienia struktury dupleksu,
natomiast wykazuje kompatybilsoz mechanizmem RNazy H, blokuje takaktywnd¢ 3'-
egzonukleazoww tescie fosfodiesterazy z jadugia (ang.Snake venom phosphodiestejase
Wykazuje nisk cytotoksycznéé, w zasadzie nie indukuje efektow niespecyficznygatacii
obnizonego powinowactwa do komplementarnych sekwend@nosvec tym samym
potencjalne zrodto modyfikacji dla siRNA, modyfikacji struktur -®wadruplekséw
i celowanych w nie aptameréw [115].

Niedawno pojawity si takze doniesienia o obiecigej aktywndci oligonukleotydow
zawieragcych w szkielecie fosforanowo-cukrowym, zamiast urahie wysgpujacej
D-rybozy, jej izomer optyczny - L-ryb@z Czsteczki te, bdace lustrzanym odbiciem
naturalnych kwasow nukleinowych, poraz pierwszyesiisRNA opisane 15 lat temu [116,
117], okazaty s specyficzne sekwencyjnie i odporne na komorkéweklaazy
w zastosowaniu jako rybozymy (tzw. spiegelzymy [13&8r. rozdziat 3.3). Inne badania
wykazaty, ze zastosowanie, nawet w wysokich dawkach, L-RNAo japtameréw (por.
rozdziat 3.4)in vivo, nie powodowato efektow ubocznych [119], i nie ikdwato odpowiedzi
immunologicznej [120]. W serii deoksyrybonukleadydenancjomery L znane byty od 1993
roku, jednak nie udowodnionoze jako oligonukleotydy mag tworzy stabilne
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heterodupleksy z RNA [121]. Im wdej L-nukleotydéw zawierala ggteczka, tym wisza
byta destabilizacja duplekséw [122]. Oligonuklegtydhimerowe zawierage L/D-DNA
hybrydyzupc do RNA aktywowaty RNagz H i wykazywaly stabilné w ludzkim serum
[122].

Dla potrzeb oligonukleotydéw antysensowych, zakme®dyfikacji pieécienia
heterocyklicznego zasad azotowych jest znaczniamggony ze wzgdu na fakt, ze
wystepowanie oddziatywa typu Watsona-Cricka mailzy nimi jest podstawv dziatania
strategii antysensowych [123]. Wprowadzenie mo@djkprzy zasadzie nie wpltywa na
zaburzenie tych oddzialywiai obnizenie specyficzniwi sekwencyjnej oligonukleotydu.
Testowano na przyktad modyfikacje zasad pirymidyyaw jak 5-propynylo-cytozyna, 5-
metylo-cytozyna czy tzw. G-clamp, ktdre wzmacnipfywinowactwo oligonukleotydow do
wigzania st zarowno z DNA jak i RNA [124, 125]. 5-propynylotogyna zwgkszapc
potencjat dziatania oligonukleotydow tiofosforanmhy okazata si by¢ silnie
hepatotoksyczna, co dyskwalifikuje wykorzystangrapeutyczne oligonukleotydows |
zawierajcych [126].

Mnogas¢ modyfikacji kwasow nukleinowych, deginych na potrzeby strategii
antysensowych, sprawiae potencjalnie kada modulacja ekspresji gendéw wydaje si
mozliwa i stosunkowo prosta w realizacji, z wykorzystan odpowiednio zaprojektowanych
ASO. Jednak wiele zagadnia/ odniesieniu do oddziatywissyntetycznych modyfikowanych
oligonukleotydbw w komérce pozostaje niezbadanyclskutek czego globalne
konsekwencje ich aktywroi w uktadach biologicznych magsiegat znacznie dalej aijest

to obserwowane.

3.2 siRNA

Omawiane w poprzednim podrozdziale modyfikacje miog takze wprowadzane do
duplekséw siRNA w celu kontroli selekcji nici wigtkj, zwkkszenia ich trwali
w komérce, czy wzmocnienia powinowactwa do hybrytyzz komplementarnym celem,
i eliminacji efektow niespecyficznych. Najgriej wykorzystywane w przypadku matych
interferencyjnych RNA @& modyfikacje 2’-O-metylo-RNA, LNA i UNA. Dwie piergze
z nich, stabilizujce oddziatywania w dupleksie, zkszap tez stabilng¢ w otoczeniu
komoérkowym, z kolei zastosowanie nukleotydéw UNAesthbilizujcych oddziatywania
w dupleksie, mge by rozpatrywane jako idealne rozamanie do programowania trwak
termodynamicznej kicdw | naznaczania nici wiadej. Dowiedziono jednak,ze

wprowadzenie modyfikacji UNA na Keoach 5 nici sensowej i antysensowe] SiRNA,
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skutkowato catkowitym zahamowaniem szlaku RNAI, omaiast ograniczenie jej
wystepowania jedynie do nici sensowej, przywrécito aktgdé SiRNA, w dalszym ciagu
limitujac wyciszanie nici sensowej, jednogzie zwkkszapc potencjat wyciszagy nici
antysensowej. ObecfidUNA na 5’ kaicu syntetycznej nici SIRNA okazata; flokowa jej
fosforylacg w komorce, niezédng do oddziatywania w kompleksie RISC [127, 128].

W obrbie siRNA testowano take inne, wspominane gumodyfikacje, jak 2’-F-RNA,
2’-O-allilo, czy tiofosforany RNA. Modyfikacja 5’ éhcowego nukleotydu 2’-O-allilo-RNA
skutkowata, podobnie jak w przypadku UNA, uiraktywndaci czasteczki [127, 129, 130].
Calkowita modyfikacja typu 2’-O-metylo-RNA Iub PSNR skutkowata wzméong
cytotoksycznécia [131, 132], natomiast dupleksy zawierg kombinagj modyfikacji 2'-O-
metylo-RNA i 2’-F-RNA dziataty efektywnién vitro i in vivo [133].

W celu racjonalnego projektowania siRNA, rngle pametaé, ze zardwno
rybonukleaza Dicer, jak i biatko Argonaute, zaatuyeane w katalig w szlaku RNAI, mg
okreslone wymagania strukturalne wgdem substratu, przez co zbyt dalekacal zmiana
helikalnagci struktury dupleksu w obbie dojrzatego RISC, nie skutkowa zahamowaniem

jego aktywndci.

3.3  Rybozymy i DNAzymy

Rybozymy (angribonucleic eayme$ to katalityczne kwasy nukleinowe, zdolne do
przeprowadzenia hydrolizy wiania fosfodiestrowego w sposob analogiczny ddobvaych
enzymow, w naturze dziatgj przede wszystkinin cis. Aktywno$¢ rybozymu w  duaej
mierze jest determinowana strukiulrugorzdows. Katalizowana przez rybozym reakcja,
naturalnie mee by odwracalna, jdi substraty po reakcji pozostage soh jakkolwiek
Zwigzane, co oznaczze oprocz hydrolizy, mdiwa jest take ligacja RNA. Znanych jest
wiele przyktadéw naturalnych rybozymow, dziatajch w oparciu o rine mechanizmy jak
rRNA, RNaza P, introny grupy | i Il, rybozym HDMWairpin czy hammerhead Mate
rybozymy jak hammerhead hairpin stanowa wzorzec i odniesienie dla projektowania
sztucznych rybozymow i DNAzymow do zastosaviarapeutycznych [134, 135].

Najlepiej poznanym jest rybozytmmmerheadZostat wyizolowany poraz pierwszy
z wiroiddw RNA pozyskanych z ¢bn [136, 137], a jego rozdzielenie nagé& katalityczm
I nici substratowe, doprowadzito do uzyskania aktgéei in trans, na wolnym substracie
[138, 139]. Ukazato to potencjat rybozymow dla pasiva jako terapeutyki w uktadach

biologicznych.
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Syntetyczne rybozymy posiadagwykle czs$¢ antysensow, komplementarn do
wlasciwego sobie celu, oraz oktena struktue drugorzdowa, ktdéra umaliwia im
aktywnas¢ hydrolityczry. Przykiady ilustruje rysunek. 5. Najmniejszy aktywhammerhead
to niespetna 40-nukleotydowa asteczka, posiadga domen katalityczra otoczom przez
dwa ramiona wizace substrat [98]. Katalizuje ona trawienie, kompatarnej do ramion
wiazacych, sekwencji RNA w okbie wystpowania sekwencji U-H, gdzie H to #dy
nukleotyd =z wyjtkiem guanozyny. Przykladowy rybozymhairpin, pochodacy
z satelitarnego RNA wirusa pigieniowej plamistéci tytoniu (TRSV angTobaccoRingspot
Virus) posiada dwie niezataie fatdupce domeny A i B, z ktorych kda zawiera gle
wewrgtrzng otoczom strukturami helikalnymi. Domena A tworzy opisastruktue po
Zwigzaniu substratu [140]. €ie nastpuje w obebie petli wewnetrznej domeny A, zawsze
za sekweng] CUG. Reakcje katalizowane przez rybozylhmmmerhead hairpin 51 silnie
stymulowane obecroia kationow metali [140]. DNAzymy to @steczki catkowicie
sztuczne, stworzone na wzor aktywnych rybozymow.

Aby stworzy wydajnie dziatajce w komorce rybozymy, naig odpowiednio je
zaprojektowd, mapc na uwadze, analogiczne jak w przypadku ASO, odgzania
| zagrazenia ptymce zesrodowiska, w jakim maj dziata. Podstawowymi problemama $u
ponownie efektywne dostarczanie do komérki, zapenigi stabilnéci w obecnéci nukleaz,
oraz zapewnienie funkcjonalnej struktury. Stabdjaa rybozymdéw 2z wykorzystaniem
réznych modyfikacji chemicznych, w odfsie grup funkcyjnych kwaséw nukleinowych, jest
o tyle trudniejszaze wprowadzanie ich esto indukuje konformacyjne zmiany struktury,
pozbawiajce casteczk aktywndci. Analizupc wiele maliwych typdéw i kombinacji
modyfikacji dla rybozymthammerheadBeigelman i wsp. zidentyfikowali kluczowe w jego
aktywnaici grupy hydroksylowe przy geiu nukleotydach purynowych G5, A6, G8, G12
i A15.1, pozostawiag je bez modyfikacji, reszta nukleotydow zawienatadyfikacg 2'-O-
Me-RNA, a 3’ koniec zostat zabezpieczony quabra wigzaniem 3'-3’ fosfodiestrowym
tymidyna (tzw. odwrécona tymidyna). Dodatkowo obeghmodyfikacji 2’-C-allilo-urydyny
w pozycji 4, lub 2’-amino-urydyny w pozycjach 4 izZivickszata stosunek stabilém do
aktywnaici ponad 1500-krotnie w stosunku do naturalnegmzymu RNA [141]. Réwnie
efektywny, a bardziej stabilny od naturalnego ryoa hammerheadokazat s§ DNAzym
10-23, skonstruowany z deoksyrybonukleotydéw. Chtargzuje st wysoky specyficznécia
sekwencyjn i jest zdolny Kkatalizowa kazde pohczenie puryny i pirymidyny

w dedykowanym miejscu @ia [142].
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Rysunek 5.Schematyczne struktury drugedowe matych rybozymow: naturalny rybozyrammerheadl141],
DNazym 10-23 [142], rybozyrairpin [140].

Dostarczanie rybozymow do komorki przeprowadza vgi sposdb analogiczny do
ASO, najczsciej wykorzystujc do tego celu kationy lipidowe. Wykazarie, stabilizowane
rybozymy duo efektywniej ni ASO s pobierane przez komagkbez zadnego systemu
transfekcyjnego. Po ich bezwednim podaniu do mazi stawowej obserwowano, nygkiad,
spadek poziomu mMRNA metaloproteinazy stromelizymyukowanej interleukin 1o [143].
Mimo to, udziat r@nego rodzaju rimikéw transfekcyjnych wydaje siprzynosté wieksze
korzysci, gdyz poprawa wydajnii wnikania kwasow nukleinowych do komorki, przekda
sig¢ na zwekszenie efektywngi ich dziatania. W przypadku rybozymow niejedndkie
sprawdzaty s wektory ekspresyjne. Rybozym kodowany w plazmidpewstawat
w komérce analogicznie jak jej wlasne RNA, wtedynjak byt rybozymem nie zawiesaym
nukleotydow modyfikowanych. Zaobserwowanoze przyhczenie do rybozymu

niskoczsteczkowego linkera poli(etylenoiminy) skutkowatee rtylko zwickszonym jego
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pobieraniem przez komd&gk ale nadawalo tale czsteczce odpordd na komorkowe
nukleazy [144].

Kilka rybozymow testowanych byto w badaniach klangch. Modyfikowany
rybozym Angiozyme, przeciwko czynnikom wzrostadbtonka naczyniowego VEGF, zostat
zaprojektowany w celu ograniczenia wzrostu nowobmorprzez zablokowanie procesu
angiogenezy [145]. Inny modyfikowany rybozym Hepgtae ukierunkowany byt na region
IRES wirusa zapalenia atroby typu C i udokumentowanage w kulturach komérkowych
prowadzit on do zahamowania replikacji wirusa w 9[19%46]. Obecnie prowadzone prace
nad rybozymami anty-HIV (rybozym OZ1 [147]) czy nytidowana RNaz P [148].

3.4 Aptamery i SELEX

Aptamery to wzgidnie krétkie kwasy nukleinowe (okoto 40-180 nukietgiw)
zarowno RNA jak i DNA, ktérych sekwencja uatisvia zwinigcie do okrélonych struktur
drugo- i trzeciorgdowych, dziatgcych jak ligandy i wazacych docelow czasteczk
Z powinowactwem i specyficzhoa porownywalm do przeciwcial monoklonalnych [107].
Czasteczki te maj ogromny potencjat wzgtlem wielu ranych celow jak jony metali,
barwniki, neuroprzekaniki, nukleotydy, aminokwasy, oligonukleotydy, abiytyki, biatka,
organella, a nawet cate komorki, jak np. zarodmkicillus anthracis(laseczka wglika,
Davlieva 2014), stinc zarowno do celow diagnostycznych jak i terapetrych.
Uzyskiwane g w procedurze SELEX (an@ystematicEvolution ofLigands byEXponential
enrichmen), nazywanej take selekg in vitro, SAAB (ang.SelectedAnd Amplified Binding
site) lub CASTing (angCyclic Amplification andSelection ofTargety. Dziata ona w oparciu
0 mechanizm imitucy darwinowsl selekcg naturalm, w ktorym miag sukcesu jest
dopasowanie [149, 150]. Syntetyazbiblioteke jednoniciowych oligonukleotydow DNA
o losowej sekwencji, otoczonej regionami staryowyini startery w reakcji PCR, selekcjonuje
sig przez jej inkubagj w okrelonych warunkach z docelowym ligandem, a gasie
usunecie niezwiazanych oligonukleotydéw, najefciej na drodze chromatografii
powinowactwa. Oligonukleotydy, ktore zygiaty docelow czsteczk wymywa sé
z kolumny i amplifikuje, a nagpbnie ponownie wystawia na interakcje z ligandemkl@gki
powtarza sj 10-15 razy, zaostrzgj za kadym razem warunki elucji, by wyselekcjonoiva
tylko najbardziej specyficznie zwaane czsteczki. W przypadku selekcji aptamerow RNA,
syntetyczny prekursor DNA zawiera w gbie sekwencji promotor dla polimerazy T7 RNA,
umazliwiajacy etap transkrypcji. Diugd sekwencji w bibliotece determinuje jej zenasé.

Krétkie okoto 10-nukleotydowe fragmentyesto nie tworz odpowiednich funkcjonalnych
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motywdw, z kolei wytworzenie dtugich sekwencjiesto ograniczone jest wydajstiq
chemicznej syntezy. Wiele naturalnych miejsc odglaian kwaséw nukleinowych i biatek
angauje regiony 15-25 nukleotydowe. Pratg, ze taka diug& sekwencji, powstata
z losowo wbudowywanych nukleotydéw, jest wystargeaj generujc puk 1010
réznych wariantéw sekwencyjnych aptameréw [151].

Czesto take wykorzystuje si modyfikowane nukleotydy, gtéwnie pochodne rybozy
podstawione w pozycji 2’, jak 2’-F-RNA, 2’-O-metyRRNA, czy 2’-N-metylo-RNA [152],
a take nukleotydy LNA, czyspiegelmery(lustrzane odbicia aptamerow), by zkgzy¢
trwatos¢ i zmniejszy cytotoksycznét selekcjonowanych @steczek, przez wyeliminowanie
efektébw ubocznych [107]. Zn@j charakterystyk poszczegdlinych modyfikacji i miejsca
kluczowe dla aktywnei oligonukleotydow, niezaimie czy a to ASO, rybozymy, siRNA,
czy aptamery, mma skutecznie regulowach aktywnd¢ i stabiln@g¢, uzyskujc wysoce
specyficzne oligonukleotydowe nadzia terapeutyczne.

Kamieniem milowym w zastosowaniu technologii aptaime bylo zatwierdzenie
przez amerykiaska agencg do sprawzywnosci | lekow (FDA ang.Food and Drug
Administration) pierwszego leku aptamerowego, o nazwie Macugerecpw zwhzanemu

z wiekiem zwyrodnieniu plamkioitej.

4  Alleloselektywne wyciszanie genow

Zjawisko wyciszania genow tradycyjnie a#e sk z epigenetyczn regulacy ich
ekspresji, na drodze reakcji chemicznych, modyfikygh zasady azotowe w DNA i RNA
(np. metylacja), z udzialem komérkowych enzyméwkgbznana jest strategia antysensowa,
potranskrypcyjne wyciszanie genow z jej wykorzygtam stato si potencjalnym sposobem
terapii wielu choréb powodowanych aktywse@ nieprawidtowych biatek czy RNA,
generowanych przez mutacje. Odkrycie interfereR&JA umazliwito niezwykle selektywne
celowanie w okrdony wariant genu, dzki wysokie] specyficznéci sekwencyjnej
kompleksu RISC, i jego zdolda identyfikowania pojedynczych niesparaws obrbie
katalizowanych duplekséw. Strategia ta ma szczeg@naczenie w przypadku zmian
genetycznych dziedziczonych w sposob autosomalnynirdgacy, gdzie selektywna
degradacja zmutowanego wariantu genu,sub kilku wspotistniegcych prawidtowych
alleli, maze zatrzymé rozwadj choroby.

Zdecydowana wksza¢ bada, prezentujcych alleloselektywne gdicowanie

ekspresji genu, wykorzystuje aktywado biatka Argonaute. Specyficzéo tradycyjnego
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szlaku antysensowego z zastosowaniem rybonukleaayydaje s¢ by¢ niewystarczajca,
wszystko jednak zahy od specyfiki czynnika ricujacego obydwa allele. Intensywnie
I powszechnie testowane snodele choréb neurodegeneracyjnych, reprezgrgunutacje
dziedziczone w sposob domiaay, zgodnie z prawami Mendla. Wiele préb podejnsige
wzgledem chordb poliglutaminowych, przede wszystkim obgr Huntingtona i ataksji
madzdzkowo-rdzeniowych, w  ktérych  wspoétlistnigj allele  r&niace s&  liczba
trojnukleotydowych powtérze CAG. Celowanie w regiony powtdnzez wykorzystaniem
SiRNA, nie przyniosto jednak oczekiwanych efekt@aczto wiec wykorzystyw& neutralne
polimorfizmy, wystpujace poza traktem powtdérze ktorych warianty segregij

z okrglonymi allelami [153-155]. & to zaréwno polimorfizmy pojedynczego nukleotydu,
jaki i kilkunukleotydowe delecje daz insercje, obecne w jednym tylko z alleli.
Obserwowano,ze wprowadzanie niesparowado dupleksu siRNA wzmacniato mdice

w powinowactwie do okionego wariantu genu, zgkszapc specyficza degradag w
szlaku RNAI [156]. Takie podggie zaowocowato znacznym wzrostem selekty$encstapc
si¢ szeroko wykorzystywanym sposobem nanidowanie dwdéch form tego samego genu.
Czesto podejmowanym celemy sakze geny zaangawane w rozwoéj choroby Alzheimera
i ALS, dla ktorych istnigj sprawdzone modele mysie [157].

Strategia alleloselektywnego wyciszania utivda takze r&nicowanie ekspresiji
izoform RNA, generowanych w wyniku alternatywnegaligngu. R&ne izoformy tego
samego RNA magpowstawa np. zalenie od stopnia zticowania danej komorki, lub by
tkankowo specyficzne. Przykladowo, czynnik wzrostddbtonka naczyniowego VEGF,
wystepuje w pkciu izoformach, z ktérych jedna jest silnie zaammyeana w angiogenez
nowotworow. Selektywne wyciszenie tej izoformy pemzi do ograniczenia wzrostu guza,
nie zaburzajc funkcji innych izoform, kluczowych dla normalnefimkcjonowania komorki
[158, 159].

Dowiedziono, ze wprowadzenie odpowiednio modyfikowanych nukledtydmaze
zwigkszy potencjat antysensowych oligonukleotydow vezigim siRNA. Stosup oligomery
PNA i oligonukleotydy zawierage LNA, osagnicto specyficza degradag zmutowanej
ataksyny 3 i huntingtyny z wykorzystaniem tradyggh mechanizmow antysensowych,

ktore okazaty s by¢ bardziej skuteczne inkrotkie dwuniciowe RNA [160].
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5 Mutacje i polimorfizmy w genomie ludzkim

Genomy nieustannie ewoluyja jednym z podstawowyckrddet ich zmiennéci sa
mutacje. Zasadniczo wyindia st dwa rodzaje zmian w materiale genetycznym: (1)atjet
spontaniczne, powstaje wskutek kidow procesu replikacji, naturalnie wggtijacych
deaminacji i depurynacji, czy zjawiska transpozyepz (2) mutacje indukowane wptywem
srodowiska zewetrznego, np. promieniowanie joniage, UV, okrélone substancje
chemiczne, wirusy, transgeny itp. €8¢ mutacji jest wypadkow wspomnianych
czynnikow i jest rana dla régnych organizméw, zakma od wielkdci genomu, liczby i tempa
podziatbw komérkowych, stopnia zmiicowania komérek i tkanek, itd. [161].
U ssakow szacuje gize wynosi onasrednio 1 na 1-10 milionéw komoéreaser locusna
generagj, co oznaczaze przecttnie kazdy osobnik posiada co najmniej jeden gen, ktory
ulegt mutacji w komorkach rozrodczych. U ludzi tempnutacji gendw jest wksze
u mezczyzn, i wzrasta z wiekiem, ze wedl na znacznie wksz liczbe podziatdw
komoérkowych w procesie spermatogenezy, w poréwnapilz oogenegu kobiet [161, 162].
Dzicki mechanizmom naprawczym, jakie wyksztalcita kokaorbronac sk przed
przekazywaniem wadliwego materialu genetycznegotaop & W znacznym stopniu
eliminowane. Istnienie mechanizméw naprawczych mgklucza jednak catkowicie
pojawiania s} przypadkowej zmienrioi sekwencji genomul.

Mutacje mana podzielt ze wzgtdu na ich zasgg, na trzy gtdwne grupy: (a) mutacje
genowe, zwane tak nukleotydowymi Ilub punktowymi, dotygze pojedynczych
nukleotyddw, (b) mutacje chromosomowe, dotyez przemieszczenia, utraty lub powielenia
fragmentu chromosomu oraz (c) mutacje genomowegzane ze zwielokrotnieniem catego
genomu (powszechne usha, letalne u zwierat).

Mutacje spontaniczne poleganajczsciej na miejscowych zmianach nukleotydow
w sekwencji, std nazywane gsgenowymi lub punktowymi. Zmiana ta e wyshpic¢ jako:

() substytucja, czyli podstawienie jednego nukjeot innym, (ii) delecja, czyli utrata
pojedynczego lub kilku nukleotydow, (iii) insercj@zyli pojawienie si dodatkowego
nukleotydu w sekwencji. W zaleosci od regionu genu w jakim gpojawi (ekson, intron,
sekwencja regulatorowa), mutacje te magywotywac efekt fenotypowy w postaci zmiany
aktywnasci lub funkcji genu (anggain of function— zyskanie dodatkowe] aktyw$m
funkcjonalnego produktu genu; arngss of function- utrata funkcji genu), lub magozostéa
bez wpltywu na gen w jakim wygiia m.in. ze wzgidu na degenerackodu genetycznego.

Insercje i delecje pojedynczych nukleotydow zwykilieza si¢ ze zmiag ramki odczytu, co
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w przypadku eksondOw, oznaczze w procesie ekspresji takiego genu powstaje prtoduk
o innym skiadzie aminokwasowym i wtawosciach, a przez to dysfunkcjonalny.

Wsrdéd  substytucji wyrénia sk tranzycje i transwersje. Tranzycje dotycz
podstawienia puryny irnpurym lub pirymidyny inrm pirymidyna, natomiast transwersje to
zmiany puryny na pirymidyy) i odwrotnie. Bioinformatyczne analizy gcsci mutacji
wskazuj, ze prawdopodobiestwo wyshpienia poszczegdélnych typow mutacji nie rozktada
sig rownomiernie i pewne typy substytucji wystija czesciej niz inne, m.in. ze wzghbu na
budowe chemiczia zasad azotowych. Zaleos¢ ta obserwowano nie tylko dla cztowieka ale
takze innych organizmowOrosophila melanogaster, Arabidopsis thaliana, Casyabditis
elegans Pan troglodytesDanio rerio). Z obserwaciji tych wynikaze generalnie tranzycje s
czestsze od transwersji, a w @bre tranzycji, czsciej wystpuje zmiana G/A, oraz C/T xi
A/G oraz T/C [163, 164]. (Tab.)

U organizméw wielokomérkowych, mutacje ktore zasatjkomodrkach rozrodczych
I przekazane zostaly kolejnym pokoleniom, aagans utrwalic sic w populacji. Jdi
wystepuja W niej z czstascia powyzej 1%, nie powodug przy tym efektéw fenotypowych,
okreslane & mianem polimorfizmow. Mutacje punktowe satemzrodiem SNPs (angsingle
NucleotidePolymorphism} ktére w toku ewolucji maggenerowa nowe allele gendw.

Istnieje wiele chordb cztowieka wywotywanych wysbwaniem mutacji punktowych,
pojawiapcych s¢é de nove jak i dziedziczonych, zaréwno w sposéb dominy;
(neurofibromatoza, achondroplazja, zespo6t Marfanalk, i recesywny (fenyloketonuria,
galaktozemia, albinizm, alkaptonuria, choroba Tagtsa, anemia sierpowata,
mukowiscydoza). Wiadomo ta&, ze polimorfizmy, o ile bezpwednio nie powoduj to
czesto predysponaj do rozwoju okrélonych schorzg, stanowac dziki temu swoiste
markery diagnostyczne. Znalezienie czynnika selekiy r&znicujacego allel prawidtowy
i zmutowany, w wielu przypadkach pozwolitoby potgttie unikra¢ rozwoju i naspstw

choroby.

6 Neurodegeneracja warunkowana obecrigia mutacji punktowych

Neurodegeneracja czyli peptjaca utrata struktury i funkcji komérek nerwowych,
prowadaca do ichsmierci, jest przyczym wielu choréb uktadu nerwowego. Jest to proces
nieodwracalny, ziony i zaleny od wielu czynnikbéw, zaréwno genetycznych jak

[ srodowiskowych. W  przewajace]  wigkszaci, mechanizmy  proceséw
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neurodegeneracyjnych pozostajieznane, pomimo,zidla wielu jednostek chorobowych
zidentyfikowano molekularne przyczyny stanu pataongego.

Najczstsze z chorob neurodegeneracyjnych, doigleajludzkdé wspoiczeénie to
choroba Alzheimera (AD, and\lzheimerdiseasg, choroba Parkinsona (PD, arRarkinson
diseas¢ i stwardnienie zanikowe boczne (ALS, angmyotrophic Lateral Sclerosis.
W okoto 90% g to przypadki sporadyczne, nieuwarunkowane genetgcZDominugpcym
czynnikiem ryzyka zachorowania jest pgmtjacy wiek. Ze wzgldu na starzenie i
populacji, a take postp w diagnostyce unmtiwiajacy wzrost wykrywalnéci chorob, liczba
corocznych zachorowiazwigksza st systematycznie. Znamienne jest, ch@ kazda z tych
chor6b mae mi&€ rozny przebieg u rinych pacjentéw, objawy psychosomatyczne
w wigkszasci przypadkow pokrywaj sie. Z histopatologicznego punktu widzenia, przycgzyn
wspomnianych choréb jest odkladanie stogow niepoprawnie pofatdowanych biatek,
tworzacych agregaty i prowadeych do zaburzefunkcji neuronu i uszkodzagego struktury.

Mutacje nukleotydowe analizowane w niniejszej pragyskpujace w obgbie gendw
APP (ang.Amyloid-betaPrecursor Protein), SNCA (ang.Synuclein-alpha) i SOD1 (ang.
Supemxide dysmutase 1), zwiagzanych z omawianymi powg] chorobami
neurodegeneracyjnymi, skutkujistotrs dla struktury produktéw biatkowych zmian
aminokwasu w sekwencji. Zmiana ta generuje powest@svniepoprawnie pofatdowanego
biatka, zwtkszapcego put szkodliwych agregatow. Substytucje te stamopwrzyczyr
choroby w jej dziedzicznej postaci, zwanej zwykle z ujawnieniemesiv mtodszym wieku,
dotycz wiec nielicznej grupy pacjentéw. Zmiany te zatem, paggac Sk kiedys de novo
jako SNP w komorkach ptciowych, wytworzyty allelatpgenne, ktore utrwality gizostagc
przekazane kolejnym pokoleniom. Prawdopodnii®o, ze zmiana genetyczna, stanqea
przyczyre sporadycznych postaci choroby, pojawtaj s¢ de novo zajdzie w komorkach
ptciowych, jest jednak zdecydowanie mniejszez tb, ze zajdzie ona w komodrkach
somatycznych, bezprednio funkcjonuicych w zmienigicych se¢ warunkach, np. stresu

oksydacyjnego.

6.1 Choroba Alzheimera

Rodzinna posta choroby Alzheimera dotyczy okoto 5% wszystkich ymadkdw,
ujawnia s¢ wczenie, zwykle meédzy 40 a 65 rokientycia i jest dziedziczona w sposob
autosomalny dominagy. RozrGnienie jej od formy sporadycznej, stanqedj okoto 95%
przypadkow, na podstawie objawow Kklinicznych, jesirdzo trudne, jakae w obydwu

postaciach obserwowang zewnytrzkomorkowe, ale tatle wewntrzkomorkowe depozytf-
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amyloidu (A3) [165-168], okrélane jako ptytki starcze, oraz wewtrzkomérkowe sploty
neurofibrylarne (angNeurdibryllary tangles NTFs), ziaone z hiperfosforylowanego biatka
tau [169-171]). Molekularne podke rodzinnej postaci Alzheimera zmane jest
z mutacjami w olgbie trzech genéw: APP, PSEN1 i PSEN2. Gen APP (angyloids
Protein Precursol), znajdujcy sk na chromosomie 21, koduje biatko prekursorofive
amyloidu, integralne biatko transbtonowe wymijace w komoérkowej plazmalemmie, a tak
w blonach siateczkirodplazmatycznej, aparatu Golgiego, endosomoéw,stigmdw czy
mitochondriow. W najwikszym s¢zeniu wysepuje ono w synapsach neuronéw, odgrywaj
gtéwna rolg w patogenezie choroby Alzheimera.

Biatko prekursorowe -amyloidu ulega regulowanej transbtonowej proteeliz
(mechanizm RIP, andregulatedl ntramembrandroteolysid w dwoch maliwych szlakach,

Z udziatema-, B-, y-sekretaz (Rysunek 6). W szlaku nieamyloidogennynsekretaza
przecina je, generag rozpuszczaky dtuga N-koncowa domer sAPRi, wydzielamn
zewrgtrzkomérkowo, oraz 83-aminokwasowy, zakotwiczonyphanie fragment C-kacowy,
ktory nasgpnie ulega ciciu przez kompleks-sekretazy, zteony z heterodimerdw presenilin
1i 2 (kodowany przez geny PSEN1 i PSEN2), do rezpralnych peptydow p3 i p7 [168,
172]. Poszczegllne fragmenty biatka APP pelmle w transporcie aksonalnym, adhezji
komoérek, metabolizmie cholesterolu, transkrypci@e i procesach poznawczych (uczenie
si¢ i zapametywanie), majc duze znaczenie dla prawidtowego funkcjonowania organiz
[168, 173-175]. Szlak amyloidogenny zwany jest z proteolig biatka APP przezp-
sekretaz. Generuje ona N-kmowa domer SAPH, uwalnian, zewratrzkomérkowo, oraz
diuzszy, 99-aminokwasowy C-keowy fragment transbtonowy. W wyniku aktyw4eo y-
sekretazy, fragment zakotwiczony w bionie jest byidowany do 40-42-aminokwasowego
nierozpuszczalnego, fibrylarnego peptyd, Abedacego gtownym skiladnikiem ztogow
amyloidowych i 59-aminokwasowej, cytozolowej resgdyCD, ang.betaAPP intracellular
domain) AB-42 jest form najbardziej hydrofobow co determinuje jej wksze zdolnéci do
tworzenia blaszek amyloidowych.

Mutacje w obgbie eksonow 16 i 17, kodwgych peptyd A&, wplywajp na jego
metabolizm i stabiln@, stanowic przyczym pewnego odsetka rodzinnej postaci AD,
dziedziczonej w sposéb domimay. Tzw. wariant londfski genu APP, zawiergy mutacg
punktowva G/A w kodonie 717, polegaa na zamianie waliny na izoleuaynV717I),
skutkuje wzmaong produkcy formy AB-42 w stosunku do B-40, co sugeruje istainrole
waliny 717 w procesie proteolizy prowadzonej przesekretaz. Potwierdzeniem tego jest

obserwacja,ze dwie inne mutacje w odlsie kodonu 717, mianowicie V717F i V717G,
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rowniez skutkup wzrostem produkcji ditszej formy AB-42 [176-179]). Wariant flamandzki
genu APP, zawierggy transwergy C/G w kodonie 692, skutkaga zamiam alaniny na
glicyne, indukuje zmiaa konformacyjma peptydu A. Zwicksza ona jego rozpuszcza$ip
stabilizupc agregujce oligomery, a jednocgeie utatwia ich przyleganie dérédbtonka
naczyniowego, i tworzenie w tych miejscach nowyidulésk agregatow [180, 181]. Wariant
arktyczny genu APP zawiengy tranzycg A/G (E693G), charakteryzuje esiszybkim

tworzeniem protofibryl oraz wydionym czasem poitrwania w moézgu, z racji

Rysunek 6. Proteoliza nieamyloidogenna (I) i amyloidogenna) (biatka APP. Symbole nad strzatkami
oznaczaj typ sekretaz katalizagych reakcje, [168].

zwickszonej opornéci na neprylizyr®, i skutkuje agresywnpostaci choroby [182, 183].
Warianty: londwyski, flamandzki i arktyczny genu APP stanowily ditje badawcze

W prezentowanej pracy.

6.2 Choroba Parkinsona

Zasadniczo, przyczyny choroby Parkinsona mniersane, i w wikszaci przypadkow
diagnozuje s post& idiopatyczrm choroby. Jej skutkiem jest utrata kontroli ruchéw

mimowolnych i szybkich, nagbujaca w wynikusmierci neuronéw dopaminergicznych istoty

! Blonowa metaloproteinaza, zate od jonéw cynku, odpowiedzialna za inaktywasjelu hormonéw oraz
degradagj nieprawidtowo sfatdowaned®amyloidu.
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czarnejsrodmozgowia. Che przyczyny genetyczne jeszcze do niedawna uznawamoato
prawdopodobne, u okoto 10%-30% pacjentéw zidentyfikno chorob w pierwszej linii
pokrewiegistwa [184]. Podobnie jak w przypadku choroby Alnheia, szacuje size okoto
5-10% przypadkéw to zachorowania dziedziczne. Aartmdny dominujcy wzorzec
dziedziczenia choroby Parkinsona wystje w odniesieniu m.in. do genu SNCA, kaga@go
a-synukleirg. Funkcja tego biatka jest stabo poznana. Wiadomsow duwych ilosciach
wystepuje w neuronach, przede wszystkimagrge komoérkowym oraz, zezane do lipidow,
w btonie presynaptycznej, gk nazwa — synukleina [185-187]. Sugeoujole a-synukleiny
w utylizacji pecherzykdédw synaptycznych, zaproponowawe, nieprawidtowe gromadzenie
neuroprzekanikdw, wynikapce z mutacji genu SNCA, me prowadzi akumulacji
dopaminy w cytoplazmie i jej rozktadu, genemjstres oksydacyjny, upledzapcy
metabolizm w obgbie istoty czarnej [188, 189]. Ponadto dowiedzione,a-synukleina
wykazuje homologi do chaperonowych biatek 14-3-3,a@4cych hydroksylag tyrozynows,
enzym regulujcy poziom syntezy dopaminy [190, 191]. Utrata akigeei a-synukleiny
wskutek obnienia ekspresji, czy agregacji, neo zatem prowadei do nadprodukcji
dopaminy, zaburZe w jej magazynowaniu i transporcie, prowacizrh do stresu
oksydacyjnego i degeneracji neuronu. Agregasynukleiny g gtdbwnym, obok ubikwityny

i biatek neurofilamentow, komponentem ciat Lewy'eg@tanowicych obraz diagnostyczny
choroby Parkinsona [192].

W obrbie genu SNCA zidentyfikowano 3 rzadkie mutacje Kiawe: AS53T
(tranzycja G/A) [193], E46K (tranzycja G/A) [194fraz A30P (transwersja G/C) [195]
skutkupce u pacjentdbw wczesnymi objawami choroby Parkiasdh96]. Wszystkie
wspomniane mutacje powodugmiany w strukturze biatka, prowagz do jego agregacji
i odktadania i w postaci ciat Lewy’'ego. Znane $akze przypadki podwojenia i potrojenia
kopii genu SNCA, powodage wczéniejszy i bardziej agresywny peptchoroby [197-199].
Obydwa przyktady tranzycji G/A, odpowiedzialne zaotzenie si niefunkcjonalnych

agregatowa-synukleiny zostaty wykorzystane jako obiekty badaaw niniejszej pracy.

6.3 ALS (ang. Amyotrophic Lateral Sclerosisstwardnienie zanikowe
boczne)

Stwardnienie zanikowe boczne, zwanez&alchorola Lou Gehrig’a, czy rzadziej
choroly Charcota, polega na szybko pgstjiacym procesie degeneracji neuronéw ruchowych
w mozgu i rdzeniu kigowym. Zwykle choroba doprowadza dmierci w cagu 5 lat od

postawienia diagnozy, najgzriej wskutek niedotlenienia z powodu niewyddicio
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oddechowej. Istnigjdwie hipotezy ttumace rozwoj ALS. Pierwsza z nich postuluje,
podobnie jak w przypadku AD i PD, wypbwanie choroby vgzane jest z odktadaniemgsi
W postaci nierozpuszczalnych agregatow, nieprawidio ufatdowanych biatek,
powodupcych zaburzenie funkcjonowania komorki nerwoweju@a z nich, zaktada stres
oksydacyjny powodowany toksyczui reakcji przeprowadzanych przez zmutowane
enzymy [200]. Specyfika reakcji katalizowanych mrzéysmutaz nadtlenkow, gtéwny
enzym zaangawany w patogenez ALS, znajduje wspolny mianownik dla obu
prezentowanych hipotez, ktére mody¢ swoim wzajemnym uzupetnieniem, zwilaszcza
w $swietle faktu,ze utleniona, prawidtowa forma dysmutazy nadtlenkolézw. typ dziki,
ang. wild type, falduje do nieprawidtowej struktury, nabywajcech cytotoksycznych,
analogicznie do mutanta, minie nie jest obarczonaadra mutacg [201].

Okoto 10% przypadkéw ALS stanowi poétdziedziczna, tzw. FALS (andgramilial
ALY, z czego 20% dotyczy mutacji w genie SOD1, kedyn dystmutaz nadtlenkovy
(ang.SuperOxide Dysmutasg [R02]. Jest to dimeryczny enzym, metaloproteiazna od
jonéw miedzi i cynku, odpowiedzialna za reakcjeenthnia i redukcji wolnych rodnikow
tlenowych do tlenu ewsteczkowego i nadtlenku wodoru [203, 204]. Enzym fest
kluczowym sktadnikiem systemu ochrony antyoksydaeyjw komoérce. Ju pojedyncza
kopia zmutowanego SOD1 m®mindukowa rozwdj ALS.

W obrbie genu dysmutazy zidentyfikowano ponad 100 mutg@cjnktowych,
korespondujcych z wysgpowaniem ALS, réniacych s& czgstcscia oraz agresywrnigia
wywotywanych objawow. Najestsz zmiara, odpowiedziala za potowe przypadkow
dziedzicznej postaci FALS w Stanach Zjednoczongst substytucja A4V, dolaca efektem
nukleotydowej tranzycji C/T [205, 206]. Zmiana tesf praktycznie niespotykana poza
populacfi USA. Struktura krystalograficzna dysmutazy 1 dowpde region biatka,
w ktorym wystpuje mutacja A4V, nie jest zaarmgavany w tworzenie centrum aktywnego,
natomiast zaburza formowanie sitruktury beczk$ warunkuacej tworzenie homodimeru -
aktywnej formy dysmutazy (Rysunek 7). Monomer madencg do agregacji i tworzenia
toksycznych ztogow, uszkadzeych neuron. Im wiksza utrata stabildoi struktury
dimerycznej enzymu, tym szybciej pgstije degeneracja neuronow [207]. ALS powodowane
substytucy A4V charakteryzuje siniezwykle agresywnym pagiem, prowadzc dosmierci
w ciagu poéttora roku od zdiagnozowania (préngdnim czasiezycia 3-5 lat w przypadku
innych mutacji). Mutacja A4V stataessmodelowym obiektem badawczym w niniejszej pracy.

Nalezy wspomnié€ takze o dwoch innych, @sto omawianych w literaturze, zmianach

punktowych genu SOD1: najgstszej w populacji japtskiej substytucji H46R (w sekwencji
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nukleotydowej tranzycja A/G, [208, 209], oraz n#&gimsywniej studiowanym dla ALS
modelu mysim zawieragym mutacg G93A (transwersja G/C). Mutacja japska wystpuje
u 40% chorych pochodeych z tamtego regionu. Powoduje ona catkgwitrat zdolnaci
wigzania jonéw miedzi w centrum aktywnym, genecupiatko zupetnie pozbawione funkcji
katalitycznej. Choroba rozwija esiniezwykle wolno, czagycia pacjentow od momentu
diagnozy wynosi nawet do 15 lat [210]. Mysi modélSA zawieragcy substytug G93A, nie
zaburzajca aktywnaci enzymu, jako pierwszy styt do testowania wielu potencjalnych

miejsc oddziatywania, jak i mechanizmodw toksycamdekdw przeciw ALS [200, 211].

Rysunek 7.Struktura krystalograficzna homodimeru biatka SQpdbID: 1azv). Mutacja A4V znajdujca sé
w obrebie zaznaczenia (czarna strzatka) unigimda interakci domen [212].

Skala, w jakiej RNA jest potrzebne w komorce, jesiromna, podobnie jak
mozliwosci oferowane, przez stale udoskonalashemicznie, strategi antysensow
Mechanizm wykorzystupy degradagf RNA z udziatem rybonukleazy H w obedoD
antysensowych oligonukleotydow, ¢haydawat s¢ okresowo przgmiony blaskiem RNAI,
nie pozostaje zapomniany. Proby wzmocnienia jegac&pcjonalnie stabszej od kompleksu
RISC, specyficznizi sekwencyjnej wobec destabilizacji mRNA traaj Badania
prezentowane w ramach niniejszej pracy staagwaszukiwanie selektywdoi degradacii

RNA z udzialem RNazy H, na podstawie cech strukbydn i termodynamicznych, jakie
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posiada ono w dupleksach z komplementarnymi i niep&ni komplementarnymi,
modyfikowanymi antysensowymi oligonukleotydami. dakychczas nie prébowano uzyéka
selektywnej hydrolizy wariantbw RNA generowanych tag@ami punktowymi,

wspomnianymi sposobami.
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1 Obiekty badawcze.

Dwie koncepcje alleloselektywnej hydrolizy RNA amalvano dla 6 przypadkow
substytucji nukleotydowych, w olfsie 3 r&nych gendw zwizanych z procesami

neurodegeneracji. Typy badanych substytucji zpgteétawione w Tabeli 1.

Tabela 1.Charakterystyka analizowanych substytucji nukleotygch

Analizowana sekwencja

Typ Gen Zmiana w Zmiana rawidtoweao RNA Numer rs Nr sekwenciji
substytuciji kodonie aminokwasu P weg ) o (dbSNP) w bazie NCBI
(typ dziki), 5’-3
C/G APP | 692 %%AA Ala-Gly UUUGCAGAAGAUG 1563750671 NM_000484.3
A/G APP | 693 %AGAA\\ Glu-GIn UUUGCACGAAGAUG 1563750579 NM_000484.3
G/A APP | 717 GALLJJ% Val-lle GUGAUCGUCAUCA 1563750264 NM_000484.3
SNCA| 46 GA"“;\% Glu-Lys ACCAAGGAGGGAG | 1rs104893875 | NM_000345.3
SNCA| 53 GA((::AA Ala-Thr GGUGUGSCAACAG | 1rs104893877 | NM_000345.3
CIT SOD1| 4 (é%% Ala-Val CGAAGGCCGUGUG | 1rs1219124421 NM_000454.4

Wyjsciowymi casteczkami do badain vitro byty 13-mery RNA, dla ktérych
przeprowadzano pomiary parametrow termodynamicznytdst RNazy H. W przypadku
analizy oligomeréw antysensowych gézych ni 13-mery, wydtzano odpowiednio tale
docelowe dla nich @ateczki RNA do 15-, 17- i 20-meréw, o ich naturalkgntekst
sekwencyjny.

Nazewnictwo modelowych RNA oraz antysensowych oligeotydow
Modelowe RNA w dwoch wariantach: dzikim i zmutowan nazywano numerem
kodonu z ktérego pochodzi mutacja oraz nukleotygeknwyskpowat w danej casteczce,
np. 692C. Dla kadej analizowanej mutacji zsyntetyzowano epubligonukleotydéw

antysensowych, ktgroznaczono liter serii. Oznakowanie to byto napujace:
Seriaa — tranzycja C/T, gen SOD1, 32 oligonukleotydy, RNiAki 4C, mutant 4U

Seriab — transwersja C/G, gen APP, 49 oligonukleotyddWNARIziki 692C, mutant 692G
Seriad — tranzycja G/A, gen APP, 29 oligonukleotydow, RNAki 717G, mutant 717A
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Seriae — tranzycja A/G, gen APP, 7 oligonukleotydow, RN2iki 693A, mutant 693G
Seriah — tranzycja G/A, gen SNCA (kodon 53), 17 oligoradtydéw, RNA dziki 53G,
mutant 53A

Seriak — tranzycja G/A, gen SNCA (kodon 46), 13 oligoradtydoéw, RNA dziki 46G,
mutant 46A

Wszystkie oligonukleotydy typu inhibitor swiopazwe rozpoczynaj od litery |, dalej
literowe oznaczenie serii i kolejno numer oligoredtlydu. Wszystkie egsteczki typu gapmer
nazywane # litera serii i kolejno numerem oligonukleotydu. Oligomeny petni
komplementarne posiadapznaczenie KW lub KM (komplementarny do typu dedo lub
do mutanta). Przykladowo 7-nukleotydowy inhibitar tlanswersji C/G jest oznaczony jako
Ibl, a 10-nukleotydowy jako 1b2; gapmer komplemamgado typu dzikiego dla tej
transwersji to bKW, a do mutanta- bKM.

2 Alleloselektywna hydroliza RNA zawierapcych substytucg nukleotydowa
(SNP), z wykorzystaniem tandemowych oligonukleotyde

Zatazeniem prezentowanego poftaa jest zastosowanie dwoch oligonukleotyddw,
ktore wspotdziatajc ze soh, prowadz do selektywnej hydrolizy zmutowanej asteczki
RNA. Pierwszy z oligonukleotydoéw, komplementarny ztautowanego wariantu RNA, jest
13-nukleotydowym gapmerem, ktory, w dupleksie z almeym RNA, prowadzi do jego
hydrolizy z udziatem rybonukleazy H. Gapmer zawig&raukleotydowy rdze DNA (ang.
gap), otoczony na kalym z kacow przez trzy flankuace nukleotydy modyfikowane
w uktadzie LNA/2’-O-metylo-RNA/LNA. Mae on jednak hybrydyzowdakze do casteczki
typu dzikiego, co jest niepadane, dlatego w celu jej ostony zaprojektowano drug
z oligonukleotydbéw, zwany inhibitorem. Jest to &eatydowy lub 10-nukleotydowy 2’-O-
metylowany RNA, ktéry w miejscu hybrydyzacji z SipBsiada nukleotyd LNA, i dziata na
zasadzie kompetycji z gapmerem. Konstrukcja inbrbitsprzyja jego hybrydyzacji z foam
dzika RNA, w oparciu o reguty termodynamiczne [213]. @jta w ten sposob, dzika
czasteczka RNA, pozostaje poza zgsem drugiego z oligonukleotyddéw (gapmeru), ktéry
preferencyjnie hybrydyzuag z forma zmutowaln RNA, prowadzi do jej degradacji na drodze
aktywaciji rybonukleazy H (Rysunek 8).

Sukces prezentowanego padeg jest, ju od fazy projektu, agciowo

zdeterminowany zaréwno przez rodzaj substytudji,i j@j kontekst sekwencyjny, poniewa
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obecna¢ niekanonicznych par w dupleksie wzng sposob mie wptywa na jego stabilni

termodynamicza W celu zweryfikowania prezentowanej strategiiganzalizowano 4 typy
substytucji nukleotydowych na poziomie RNA: C/GUCG/A oraz A/G.

A
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Rysunek 8. Schemat ideowy alleloselektywnej hydrolizy RNA z keyzystaniem tandemowych
oligonukleotyd6éw.(A) mozliwe do utworzenia dupleksyB) dupleksy preferowane termodynamicznie.

2.1  Transwersja C/G (APP, A692G)

Z termodynamicznego punktu widzenia, transwerdfa {@st zmiaa korzystr dla

réznicowania dwoch alleli, ponievzavprowadza do dupleksu typ dziki RNA/gapmer dosy
silnie destabilizujce niesparowanie C-C. Z kolei obeéé&anodyfikowanych nukleotyddw,
wzmacniagcych dupleks na jego koach, przeciwdziata tej destabilizacji. Zastanayca)
byto, czy efekt destabilizacyjny niesparowania @¢@brebie analizowanej sekwencji jest na
tyle mocny, by istotnie ogranicgyormowanie sj dupleksu z forra dzika RNA, nie tworac
substratu dla RNazy H, czy mimo wszystko, zarownikid, jak i zmutowane RNA ulegn

hydrolizie, i jeli tak, to w jakim stopniu udziat inhibitora pozwd ograniczy.
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Pierwszym etapem batlabytlo przeprowadzenie pomiaréw termodynamicznych
dupleksow obydwu form RNA z gapmerem komplementarmyp formy zmutowanej RNA,
oraz z krétszym (7-nukleotydowym) i diseym (10-nukleotydowym) inhibitorem. Kluczowe
parametry termodynamiczne zebrano w Tabeli 2. Kekgadwe wyniki pomiaréw zestawiono
w Tabeli 41 (Zadczniki).

Tabela 2. Kluczowe parametry termodynamiczne duplekséw RNAtranswersj C/G, tworacych se
w obecndci tandemowych oligonukleotyddw.

Typ dziki 692C Mutant 692G
. -A6037 TM : 'AGO37 TM
ASO | Sekwencja/Struktura (kcal/mol) °C)® Sekwencja/Struktura (kcal/mol)  (°C)®
C| @ S
CConopan % . -6, .
Ib1 IITTTTT 5 920010  531| FFP 7P . 460018 228
R ¥ &
- o o. P
Ib2 TITTIITIIT ® 12602007 66,9 TTTT I7Ii7T ©° 864:003 464
=3 \m,'_.=--m.
Cccm’n‘bmbbmbcm
ocv | IIIL LULLILTL 9814008 486l TTTTITTIRIIT 17.92:050 672

Prezentowane struktury obrazujniejsca SNP (czerwony), miejsca modyfikacji w diie antysensowych
gapmerdéw (LNA — niebieski, 2'-O-metylo-RNA — zielnoraz schematycznie - niesparowania webla
duplekséw. $ to struktury teoretyczne, wygenerowane w prograiRAstructure 5.0. Pelne zestawienie
uzyskanych danych termodynamicznych w rozdzialeczaliki, Tabela 41, a — temperatura topnienia duglek
stezeniu 10'M

Istotnie, okazato gj ze dupleks typ dziki RNA 692C/gapmer bKM, zawiacy
niesparowanie C-C, jest dwukrotnie stabszy dupleks komplementarny, z wariantem
zmutowanym RNA 692G. Podobnaznica w trwatdci termodynamicznej pojawita i
w przypadku duplekséw RNA z 7-nukleotydowym inhdogm Ibl. Dupleks
komplementarny, tworzony z fogndzika RNA 692C jest w tym przypadku dwukrotnie
bardziej stabilny, aneli dupleks z form zmutowal RNA 692G, zawieragy niesparowanie
rG-G-. W odniesieniu do wzajemnego powinowactwa RNA iigahukleotydéw
antysensowych, energie swobodn&G(z;) duplekséw sugeryj ze forma dzika RNA
nieznacznie silniej powinna waa¢ sic z gapmerem uiz inhibitorem 7-nukleotydowym, co
moze zdecydowanie ograniczyfunkcje Ibl. Wydtwenie inhibitora do 10-nukleotydéw
podniosto trwalé¢ termodynamiczsy obydwu jego dupleksow (z RNA typu dzikiego i
zmutowanego) w rownym stopniu, jednak zdecydowadeterminowato powinowactwo

RNA typu dzikiego, istotnie ograniczaj jego hybrydyzaegj z gapmerem. Uzyskane dane
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termodynamiczne sugesujakze, ze czsteczki inhibitoréw nie powinny w istotny sposoéb
zaburzé hybrydyzacji zmutowanej formy RNA 692G z gapmer@oniewa dupleks ten jest
najbardziej uporgdkowany z tworzonych przez zmutowane RNA, a jegerga jest nisza
ponad dwukrotnie w stosunku do dupleksu z inhibitor dizszym 1b2 i niespetna
czterokrotnie w stosunku do dupleksu z inhibitoremtszym Ibl. Dla transwersji C/G,
uzyskane parametry termodynamiczne potwierdzgasadn& zatazenia strategii
wykorzystupcej tandemowe oligonukleotydy.

W celu okrélenia r@nicy w powinowactwie obydwu form RNA do tworzenia
dupleksu z antysensowym gapmerem bKM wyznaczone stazania duplekséw metad
EMSA. Dupleks z wariantem zmutowanym RNA 692G (ktempentarny) tworzyt si
w niespetna trzykrotnie #mszym sgzeniu gapmeru, ti dupleks z wariantem dzikim, co
potwierdza sila termodynamiczpdestabilizagj wywotara obecnécia niesparowania C-C.

[nM]

350 400 600 BOO 0 25 50 75 W0 150 200 250 300 350 400 600 800

H.‘M bt ol
~ (X}

typ dziki 692C
Kd=180,2+6,4 nM

mutant 692G
Kd=60,9:5,1 nM

Rysunek 9.Tworzenie si dupleksu RNA/gapmer bKM w warunkach niedenataygh (8 mM MgC})

4 Tworzenie dupleksu RNA/gapmer bKM & typ dziki 692C R
1,2 B mutant 692G
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Wykres 1. Wiazanie st gapmeru bKM do wariantow RNA 692 w zatesci od stzenia. Prezentowane dane
reprezentyj ilosciowo obrazzelu. Linearyzacja uzyskanej zahsci pozwolita na obliczenie statych agiania
dupleksow.

Kolejnym etapem bylo przeprowadzenie hybrydyzagoszczegoélnych RNA

z obydwoma oligonukleotydami w obecaweo rybonukleazy H. W tym celu dokonano
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najpierw optymalizacji parametrow reakcji trawienkaorej rezultaty miaty zastosowanie do
wszystkich dalszych eksperymentéw w ramach testaZgNHin vitro. Ustalonoze stzenie
RNA w reakcji wynosi 100 nM. Badanoegénie gapmeru w zakresie 10-100 nM, czas
trawienia w zakresie 5-120 minut, orazzsihie rybonukleazy H (5x-50x rozdéiezony
roztwor handlowy o steniu 10 Upl). Na podstawie kilku odbnych reakciji
optymalizacyjnych i w oparciu o zalecenia produaerthzymu, wyznaczono nagtijace
parametry trawig skzenie gapmeru 10 nM, gtenie rybonukleazy H 0,04 Wl i czas
trawienia 20 minut (Zatzniki, Rysunek 65) Nagbnie, w obecn&i gapmeru
optymalizowano efektywne gtenie casteczki 7-nukleotydowego inhibitora. Analizowano
zakres stzen 0,01-25uM. Na podstawie rozdziatow elektroforetycznych prkidw testu
RNazy H w obecnizi tandemowych oligonukleotydéw (Rysunek 10A), wgenono wartét
indeksu IGp inhibitora wzgédem dupleksu typ dziki RNA 692C/gapmer bKM, ktora
wynosita 599 nM. IGgy to parametr okidajacy stzenie substancji, powodige 50%
zahamowanie danej funkcji biochemicznej/biologigzn®/yznaczenie 16 inhibitora
wzgledem dupleksu mutant RNA 692G/gapmer nie bytozim@ w badanym zakresie,
poniewa dla zadnego z zastosowanyclezh nie obserwowano efektu inhibicji trawienia
(Rysunek 10B). Wizac ten fakt z nisk temperatuy topnienia wspomnianego dupleksu,
najprawdopodobniej w temperaturze fizjologicznef @7 ktéra byta temperatarreakcii,
dupleks mutant RNA 692G/inhibitor 1b1 nie tworzy.si

A typ dziki 692C Stezenic inhibitora 7-nukleotydowego (Ib1)
[uM]
RSER KN 00 01 0,05 015025 055075 1 15E oe o5 et el s G e Rl Bk iR e o o0k
0,025 0,075
- -
-.e . —-Ememes S0ee
- .
B e e -
W e e e
B mutant 692G Stezenie inhibitora 7-nukleotydowego (Ibl)
[uM]
TIF K 001 0,05 015025 050750 1T s ROl R 4t ISR S 0 s s s o0 0
. 0025 0075
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- o ’
-
- - ® —Ememesamee

Rysunek 10.Wplyw skzenia 7-nukleotydowego inhibitora Ibl na wydajfhidrawienia RNA typu dzikiego
692C (A) i mutanta 692G (B) rybonuklegls w obecnéci gapmeru.
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4 Whplyw stezenia inhibitora 7-nukleotydowego na wydajndéé trawienia R
RNA typu dzikiego
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Wykres 2. Wyznaczanie parametru dginhibitora Ib1 wzgédem dupleksu typ dziki RNA 692C/gapmer bKM.
Czerwona strzatka na gornym wykresie ukazuggestie 1Gy. Dolny wykres przedstawia zaleos¢, z ktérej
obliczono warté¢ parametru.

Na podstawie wartgoi ICso inhibitora wzgédem dupleksu typ dziki RNA/gapmer,
przyjeto, ze stzenie 1uM, stanowice dziesiciokrotny nadmiar inhibitora w stosunku do
RNA i stukrotny nadmiar w stosunku do gapmeru powilby¢ wystarczajce dla uzyskania
pozadanej inhibicji trawienia RNA typu dzikiego. Wafto ta potwierdzono
eksperymentalnie, przeprowadmajhybrydyzagi i trawienie najpierw osobno, dla idego
z RNA, z dwoma inhibitorami Ib1 i Ib2, kdy w dwoch sizeniach 0,1uM i 1 uM (Rysunek
11). Kaacowy eksperyment w ukfadzie czterosktadnikowym, Beandci obydwu RNA,
inhibitora i gapmeru, przeprowadzono w 1M stezeniu inhibitora, zaroéwno
7-nukleotydowego (Ibl, Rysunek 12A), jak i 10-nutiglowego (Ib2, Rysunek 12B).
Monitorowano kinetyk reakcji hydrolizy, pobierag proby w 5 punktach czasowych: 30", 1,
5’, 10, 20'. Zastosowanie krotszego inhibitora Kdowolnito hydroliz RNA typu dzikiego,
ale w efekcie kfcowym nieznacznieaj ograniczyto (Wykres 3). Natomiast obeééfo
diuzszego inhibitora 1b2 zdecydowanie ograniczyta teae wariantu dzikiego RNA 692C,

pozostajgc jednoczénie bez wplywu na przebieg hydrolizy formy zmutowpr692G.
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Rezultat ten potwierdzige in vitro mazliwa jest alleloselektywna hydroliza mutanta 692G

genu APP wedtug koncepciji tandemowych oligonuklgoéty.

Stezenie inhibitorow
Ib1

Stgzenie inhibitoréw

b2 b2
R TR [uM] LIEE S0 [uM]
SFEE N e | (0 == | 050! ] 0,1 1
‘b -———ae .
-
\ - -
- "
--
-
-
-
\ 5 g
typ dziki 692C mutant 692G

Rysunek 11.Test s¢zen inhibitora osobno dla kalego z wariantéw RNA. W &teniu JuM obydwa inhibitory
skuteczniej limituy hydrolize formy dzikiej RNA 692C, pozostgg bez wptywu na hydrolizmutant 692G.

s
Kinetyka trawienia RNA 692 w uktadzie czterosktadnkowym —
—o—typ dziki RNA 692C - Ib
125 —&—mutant RNA 692G - Ib1
—A—typ dziki RNA 692C - Ib2
—A— mutant RNA 692G- |b2
_ 100 yy &
g
h /
S 75 // /
k<]
>
=
32
E 50
©
°
4 //
25
S — —
0 T
0 5 10 15 20 25
czas (min)
N\

~

L

J

Wykres 3. Kinetyka trawienia RNA w ukladzie czteroskltadnikawyRNA 692C/G. Prezentowane dane
reprezentyj ilosciowo obrazzelu (Rysunek 12). Inhibitor Ib1l spowalnia ale ngramicza hydrolizy RNA typu
dzikiego, podczas gdy inhibitor Ib2 istotnie hamiijgdrolizz RNA typu dzikiego, nie zaburzaj hydrolizy
formy zmutowanej RNA
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. N
120 W typ dziki 692CH
B mutant 692G
100+
P
= 807
N
=
2
< 60
Q
k<]
=
.g
40
g
20
O -
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Wykres 4. Poréwnanie wydajriwi trawienia RNA w ukladzie dwusktadnikowym (z gagmem bKM),

trojsktadnikowym (z gapmerem bKM i inhibitorem Id@ib Ib2) i czterosktadnikowym (obie formy RNA
z gapmerem bKM i inhibitorem Ib1 lub 1b2).

A typ dziki 692C typ dziki 692C mutant 692G B typ dziki 692C typ dziki 692C mutant 692G
b1 mutant 692G b1 b2 mutant 692G b2
bKM Ib1 bKM bKM 1b2 bKM
bKM bKM
THELK 51 201 K 3071' 25 107 20| T1 F K 5 20 TIF K & 201 K 30" 1" & 10 20'T1 F K 5’ 20°
“-. - e “---------
- - - - -—e
. - .
- - - -
- - e P v ‘ - - oa- -e

Rysunek 12.Wplyw inhibitora na trawienie dupleksu RNA/gapmer w olmchobu wariantow RNA. Test
RNazy H w obecn@i 7-nukleotydowego inhibitora Ibl (A), i 10-nukkydowego inhibitora b2 (B).
Wydajniejsze ograniczenie hydrolizy RNA typu dzigewystpuje w obecngci inhibitora Ib2.

Zestawienie wydajrici hydrolizy w uktadach trojsktadnikowym
I czterosktadnikowym wskazujee jedynie dtaszy inhibitor Ib2 byt w stanie skutecznie
ogranicz¢ hydrolizz dzikiego wariantu RNA 692C, wypieng go z oddziatywa
z gapmerem bKM, podczas gdy 7-nukleotydowy inbibiid1l okazat & w tym celu za
krotki.

Uzyskany wynik postanowiono zweryfikowaw liniach komérkowych. Wybrano
nowotworow lini¢ komoérkows Hela wyprowadzon z komoérek raka szyjki macicy, z racji
jej prostej hodowli, diej stabilndci i wzglednie szybkiego wzrostu. Przygotowane 100-
nukleotydowe konstrukty, stanoyge fragment genu APP w aiie ktdérego wysipuje
analizowana transwersja C/G, wprowadzano do komanekod, lipofekcji, w wektorze

ekspresyjnym, zawierggym gen reporterowy biatka zielonej fluorescenGFP). Docelowa
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100-nukleotydowa sekwencja zostata wklonowana begepgaio przed genem GFP, qwi
w efekcie jej hydrolizy z udziatem rybonukleazy tie dochodzi do ekspresji biatka zielonej
fluorescencji. Poziom ekspresji GFP byt oznaczanyreakcji gPCR. Po 24-godzinnej
transfekcji komorek, a przed rozpecem procedury izolacji catkowitego RNA,
wykonywano zdjcia poszczegolnych dotkow transfekcyjnych, m.in. aglu kontroli
wydajnaici transfekcji. Nie zawsze zmiana ekspresji transgpod wptywem stosowanych
oligonukleotydéw antysensowych byta #sliva do zaobserwowania w mikroskopie
fluorescencyjnym, gtl prezentowane zg¢ljia maj raczej charakter poglowy i nie stanowa
podstawy do iléciowej oceny efektywn@i selektywnej hydrolizy RNA. W wielu
przypadkach jednak dobrze obragzupfekt wzrastacego stzenia oligonukleotydu.
Poréwnania poziomu ekspresji dokonywano w oparciuvyniki uzyskane w reakcji
ilosciowego PCR (gPCReal-timePCR).

Najpierw przeprowadzono transfekcjezétgm z oligonukleotydéw osobnaden
z inhibitorow nie wykazywat bezgmedniego, istotnego wptywu na poziom ekspresjilialle
w zakresie szen do 100 nM; powyej niego obserwowano silny wzrost efektu wyciszenia

wraz ze wzrostem stosowanychzgh, i niezalenie od allelu.

Transfekcja inhibitorem 7-nukleotydowym Ibl

50nM ~100nM 200nM 300nM

typ dziki 692C

mutant 92G 50nM 300nM

Rysunek 13.Komorki HeLa po 24-godzinnej transfekcji inhibitorem Ib1l, ohsewana fluorescencja biatka
GFP. Powgkszenie 10x.
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Transwersja C/G —
17+ (APP A692G) B typ dziki 6920
' B mutant 692G

1,59

1,34

0,5

Znormalizowana ekspresja GFP
komorkach HelLa

0,3-
0 25 50 100 200 300
Stezenie inhibitora Ibl (nM)

Wykres 5. Zmiana ekspresji GFP pod wplywem inhibitora 1b1l. My reakcji gPCR —$rednie poziomy
ekspresji dwéch wariantow RNA w zatedci od stzenia stosowanych oligonukleotydéw poddane byty
analizie statystycznej (P<0,05). Uzyskanenide w ekspresji okazalyeshieistotne statystycznie.

Transfekcja inhibitorem 10-nukleotydowym Ib2

typ dziki 692C

25nM 50nM 100nM 200nM

mutant 692G 25nM 50nM 100nM

Rysunek 14. Komérki HeLa po transfekcji inhibitorem Ib2, obserwowana flusmencja biatka GFP.
Powiekszenie 10x.

- . ~
Transwerspa C/G m typ dzki 6920

(APP A692G)
17 B mutant 692G

1,51

1,34
1,14
0,9 )
0,7 1
0,5
0,3
0,1-
25 50 75 100 200

Stezenie inhibitora 1b2 (M)

N J
Wykres 6. Zmiana ekspresji GFP pod wptywem inhibitora 1b2yni%i reakcji gPCR —$rednie poziomy
ekspresji dwoch wariantéw RNA w zateosci od stzenia stosowanych oligonukleotydéw poddane byty
analizie statystycznej (P<0,05). Uzyskanenide w ekspresji okazalyesnieistotne statystycznie.

——

Znormalizowana ekspresja GFP
komérkach HeLa
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Nastpnie przeprowadzono transfekcigapmerem bKM, by przekoéasic czy
oligomer ten sam w sobiecdizie r&nicowat poziom ekspresji dwdéch alleli, wnaszdo
jednego z duplekséw pojedyncze niesparowanie rC-@€azato si ono jednak b§
niewystarczajce dla osignigcia znaczcej selektywnéci hydrolizy.

Transfekcja gapmerem bKM

typ dziki 692C 25nM 50nM 100nM 200nM

mutant 692G 25nM 50nM 100nM 200nM

Rysunek 15. Komérki HelLa po transfekcji gapmerem bKM, obserwowana fluoresge biatka GFP.
Powickszenie 10x

Transwersja C/G
(APP A692G)

| +
My gl.l

0 25 50 100 200 300
\ Stezenie gapmeru bKM (nM)

W typ dziki 692G
B mutant 692G

Znormalizowana ekspresja GFP
komérkach HeLa

J

Wykres 7. Zmiana ekspresji GFP pod wptywem gapmeru bKMez&tia, w ktérych obserwowano istotne
statystycznie rénice w ekspresji obu form RNA, oznaczono gwiagzdk

Takze w przypadku gapmeru obserwowano, mnigjcej rownomierny wobec obu
alleli, wzrost efektu wyciszenia wraz z r@sgm stzeniem gapmeru. Zataos¢ t¢ widad
w catym badanym zakresiecstn. R&nice midzy ekspreg formy dzikiej i zmutowanejas
zauwaalne dla sizeh 100 nM i 200 nM, przy czym istotna statystyczrite<{ 0,05) okazata
si¢ tylko roznica w ekspres;ji dla stenia 100 nM, wynosica 15%.
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Na podstawie powaszych eksperymentéw wyznaczon@zshia inhibitorow oraz
gapmeru, do zastosowania w uktadzie tandemowym wdkkach HeLa Dazono do
wyznaczenia jak najmniejszychestn, w celu ograniczenia ewentualnej toksycamo
oligonukleotydéw i potencjalnych efektow niespecgfiych. Obydwa inhibitory
postanowiono przetestowaw ukladzie tandemowym w eniu 25 nM, z racji
obserwowanych najwkszych waha ekspresji, oraz 100 nM, jako gérgranie przedziatu
stezen generuygcych wzgkdna selektywnéé, poniewa dla casteczek inhibitora
obserwowanoze przekroczenie stenia oligonukleotydu 100 nM powodowato wzrastaj
poréwnywalne wyciszenie obydwu wariantdw RNA. Gaptestowano w gteniach 50, 75 i
100 nM. W efekcie 24-godzinnej transfekcji komonektadem tandemowym (inhibitor i
gapmer), uzyskano tdicowanie poziomu ekspresji allelu dzikiego i znwémego w
okreslonych stzeniach (Wykres 8 i 9). Krotszy inhibitor Ibl ogremat degradagjformy
dzikiej RNA istotnie w stosunku do mutanta, w dwodkbmbinacjach sten Ibl/bKM,
odpowiednio 25 nM/50 nM z ¢iica 46% oraz 25 nM/100 nM z 2dica 27% (Wykres 8).
Zastosowanie w uktadzie tandemowym zgdizego inhibitora 1b2 skutecznie zrécowato
poziom ekspresji formy dzikiej i zmutowanej RNAKglw stzeniu Ib2/bKM 25 nM/50 nM,
o0 39% (Wykres 9). Zastosowanie uktadowzazych s¢zen znosito efekt selektywrioi,
wyciszapc obydwa warianty RNA w podobnym stopniu.

Transwersja C/G
12- 7nt inhibitor 1b1 / 13nt gapmer bKM

+ +

B typ dziki 692G
@ mutant 692G

0,84

0,61

0,4

Znormalizowana ekspresja GFP
komorkach HelLa

0,24

0/0 25/0 25/50 25/75 25/100 100/0 100/50 100/100
Stezenie oligonukleotydow Ib1bKM
9 (inhibitor/gapmer, nM) )

Wykres 8. Zmiana ekspresji GFP powodowana obdcipantysensowych oligonukleotydéw tandemowych
Ib1/bKM. Stzenia, w ktorych obserwowano statystycznie istqtn=0,05) r@&nicg w ekspresji obu form RNA
zostaly oznaczone gwiazglk
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Transfekcja inhibitorem Ib2/gapmerem bKM

tii dziki 692C 25nM 25nM/50nM 25nM/75nM 25nM/100nM
100nM 100nM/100nM

mutant 692G 25nM 25nM/50nM 25nM/75nM

100nM 1000nM/100nM

Rysunek 16. Komorki Hela po transfekcji oligonukleotydami tandemowymi IbRK), obserwowana
fluorescencja biatka GFFRPowigkszenie 10x.

25nM/100nM

Transwersja C/G
12- 10nt ihnibitor Ib2 / 13nt gapmer bKM

.| 4

0,84

W typ dziki 6920
@ mutant 692G

0,61

0,44

0,24

Znormalizowana ekspresja GFP
komorkach HelLa

0/0 25/0 25/50 25/75 25/100 100/0 100/50 100/100
Stezenie Ib2/bKM
9 (inhibitor/gapmer, nM)

)

Wykres 9. Zmiana ekspresji GFP powodowana obdcipantysensowych oligonukleotydéw tandemowych

Ib2/bKM. Stzenia, w ktérych obserwowano statystycznie istdtr=0,05) rénice w ekspresji obu form RNA,
zostaly oznaczone gwiazglk

Konfrontupc wyniki uzyskandn vitro z rezultatem badaw linii komorkowejHelLa
zaobserwowanae krotszy inhibitor 7-nukleotydowy, ktoig vitro nie przejawiat wikszych

mozliwosci w ukladzie z gapmerenin vivo w skzeniu 25 nM byt zdolny ukierunkowa
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hydrolizz RNaz H wzgkdem RNA zmutowanego, wobec dwdchzshi gapmeru bKM: 50
nM i 100 nM. Dhuszy inhibitor 10-nukleotydowy powodowat w komoérkaddfekt
selektywnej hydrolizy mutanta 692G tylko w jednyktadzie s¢zen z gapmerem bKM - 25
nM/50 nM. Niestety nie udato gizréznicowa: poziomu ekspresji obydwu wariantow RNA
z efektem wszystko i nic (catkowicie strawiony mmita nietknity typ dziki RNA), co
teoretycznie zakiadat rezultat vitro dla uktadu Ib2/bKM. By maoze wicksze zgtbienie
zakresu stzen inhibitora i gapmeru wokot analizowanych wardiopozwolitoby na uzyskanie
lepszej selektywni@i w regulacji poziomu ekspresji obydwu wariantBMA. Na podstawie
przeprowadzonych eksperymentéw bowiem,znaownioskowé ze wydajndé selektywnej
hydrolizy w dwym stopniu zalgy od odpowiednio dobranego uktadu ¢zsh

inhibitor/gapmer.

2.2 Tranzycja G/A

W odniesieniu do zastosowania koncepcji tandembwyaligonukleotyddw,
substytucja nukleotydowa G/A rokuje uktadzdwgorzej zrénicowany termodynamicznie ni
omawiana powsej transwersja C/G. W przypadku heterodupleksu dyiki RNA/gapmer
pojawia s¢ niekanoniczna para rG-dT, ktéradac nieznacznie stabsza od kanonicznej pary
rA-dT, prawdopodobnie nie ¢dzie istotnie destabilizowadupleksu, w olbie ktérego
wystepuje. Jednak efekt destabilizacyjny niesparowaniazy tez od jego bezpwedniego
sasiedztwa nukleotydowego, dlatego badajmazliwosé zrdznicowania wariantow RNA
posiadajcych tranzyag G/A z zastosowaniem antysensowych tandemowych
oligonukleotydéw, przeanalizowano trzy zne sekwencje obarczone tzmiary, jedma

pochodaca z eksonu 17 genu APP, oraz dwie z eksonu 2 gef@ASN

2.2.1 APP V717I

Tak jak s¢ spodziewano, pomiary parametréw termodynamiczrdugiieksow RNA
717/gapmer dKM nie wykazaty znagz/ch r@nic w ich trwatdci. Niekanoniczna para rG-
dT destabilizuje dupleks zaledwie o 0,5 kcal/moljest niekorzystne dla testowanej strategii,
gdyz tak subtelna preferencja termodynamiczna utwoazehipleksu komplementarnego
moze by nieistotha podczas konkurencji obydwu wariantdw ARN hybrydyzac
z gapmerem (Tabela 3). W zwku z tym, ukierunkowanie degradacji w siganutanta RNA
717A zalee¢ bedzie w tym przypadku przede wszystkim od dziatantaibitora. Dupleks
mutanta RNA 717A zaréwno z 7-nukleotydowym (Id3k ji z 10-nukleotydowym (Id2)
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inhibitorem jest destabilizowany przez niesparowai-C-, co jest czynnikiem sprzyjgym
hybrydyzacji inhibitora z wariantem dzikim RNA 717®estabilizacja ta jest znacznie
wieksza w przypadku diszego inhibitora Id2 (+4,65 kcal/mol, w poréwnardo +1,6
kcal/mol w przypadku krétszego inhibitora 1d1). Rdito 10-nukleotydowy inhibitor 1d2,
dzigki modyfikowanym resztom 2’-O-metylo-RNA i LNA, wie skt zdecydowanie silniej do
formy dzikie] RNA niz 13-nukleotydowy gapmer dKM (-4,53kcal/mol), co suge,ze mae
silniej ograniczd hybrydyzacgg RNA 717G/gapmer dKM @i krétszy inhibitor 1d1.
7-nukleotydowy Id1, mimo obecka modyfikacji, tworzy mniej stabilny dupleks z fog
dzika RNA niz 13-nukleotydowy gapmer dKM (+ 1,17 kcal/mol), c@za limitowa jego

potencjat ochronny wzgtlem dzikiej formy RNA.

Tabela 3.Kluczowe parametry termodynamiczne duplekséw RNw#anzych G/A (APP, V7171), tworacych
sie w obecnéci tandemowych oligonukleotydow.

Typ dziki 717G Mutant 717A
; -AG’3; Tm : -AG°5; Twm
ASO | Sekwencja/Struktura (kcal/mol) cC)? Sekwencja/Struktura (kcal/mol) (°C) @
B
dar | PPFITITTTTiCe” 9s1:003  se1| PPITT TITC7T 7711004 444
cEOOPOC - 3901?'?‘_0,3'-\“'?.-C1
LB
g2 | "SPITTITTITT” 1501015  729| °SFITT TIiT1~ 1036:010 535
CCPrOOPFOC PO oL o "‘“"‘n“}m ]
mcmbcn’m COFCOD oCoOrCcOPFCOPCOD
dKM ‘Lzl_.{lﬁlzl_al)u)l_él':l_fmlml: 10,48 £ 0,05 57,3 (LI‘LLL;)L:I_;)LLLL 10,98 +£0,09 61,3

Prezentowane struktury obrazujniejsca SNP (czerwony), miejsca modyfikacji w ¢iie antysensowych
gapmeréw (LNA — niebieski, 2’-O-metylo-RNA — zielnoraz schematycznie - niesparowania weble
dupleksow. $ to struktury teoretyczne, wygenerowane w prograNAstructure 5.0. Pelne zestawienie
uzyskanych danych termodynamicznych w rozdzialeczaliki, Tabela 43, a — temperatura topnienia duplek
stezeniu 10'M

W celu potwierdzenia, omawianego na podstawie ddgmamiki dupleksow,
wzajemnego powinowactwa obydwu form RNA wagm gapmeru dKM, przeprowadzono
pomiary statej wizania ich duplekséw. Okazalazske dupleks typ dziki RNA717G /gapmer
dKM zawierajcy niekanonicza pak rG-dT charakteryzuje sinieznacznie sz stah
wigzania od dupleksu komplementarnego mutant RNA/gapro@ oznaczaze potowa
czasteczek typ dziki RNA 717Geldzie tworzy dupleks w niszym s¢zeniu gapmeru dKM,
niz potowa casteczek mutanta RNA 717A. Uwzdhiajac blad pomiarowy mana przyjé,
ze wyznaczone dla obydwu duplekséw wéetoKd s3 rédwne (Rysunek 17). Rezultat ten

potwierdzit przypuszczeniaze zr@nicowanie poziomu hydrolizy wariantow RNA 717
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jedynie poprzez termodynamiczne ograniczenie twoazst dupleksu z niekanoniczrpan

nie ma szans powodzenia, tak jak przypuszczantedtatypu substytucji.

Stezenie gapmeru dKM
[nM]

0 50 100 150 200 250 300 350 400 450 500 600 800 0 S0 100 150 200 250 300 350 400 450 500 600 800

e e
St
]
W
typ dziki 717G mutant 717A
Kd = 342,14 49 2nM Kd = 419,349 5nM

Rysunek 17.Tworzenie si dupleksu RNA/gapmer dKM w warunkach niedenatoygh (8 mM MgC})

Wykonano pomiar kinetyki trawienia dupleksow RN&ggner (test RNazy H
z analiz w réznych punktach czasowych), ktory wykazat nieoczekieaze mimo rownego
powinowactwa podczas tworzenia dupleksow, typ dRIMIA 717G w dupleksie z gapmerem
dKM jest trawiony niespetna dwukrotnie wolniej,zndupleks komplementarny mutant
717A/gapmer dKM. Ponadto, zauiemo, ze obydwa omawiane warianty RNA 717
generalnie & hydrolizowane wolniej w stosunku do innych anaNaoych sekwenciji, gdzie
w wickszaici przypadkéw, catkowit degradagj substratu mina byto obserwow@juz po 10
minutach reakcji (por. rozdziat Zaizniki, Wykres 1). Wolniejsza hydroliza formy dzi
717G RNA sprzyja ukierunkowaniu hydrolizy na watiamutowany 717A.

a - N
100 —&—717G-dKM
—m—717A-dKM (K)
IS
=
N
s
=]
2 50
Q
<]
c
g /
=]
2 25
0 :
0 5 10 15 20 25
czas (min)
o /

Wykres 10. Kinetyka trawienia rybonukleaz H wariantow RNA dupleksie z gapmerem dKM, K-

komplementarny dupleks. Wykres reprezentujécilmwvo przebieg reakcji z RNa# na podstawie obrazielu
(Zafaczniki, Rysunek 66)

Nastpnie przeprowadzono hydrotizobydwu form RNA w obecrioi inhibitora

7-nukleotydowego Id1l, w celu wyznaczenia paramel@go i ustalenia stzenia do
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zastosowania w uktadzie tandemowym. Ponietwadroliza wariantow RNA 717 bez udziatu
inhibitora w ustalonym czasie eksperymentu (20 minie przebiegata do kea, a jedynie
w okoto 60%, warté¢ skzenia wyznaczona jako umowne siCnie jest bezp@ednio
poréwnywalna wzgidem wartéci uzyskanej w poprzednim przypadku (transwersj&)C/
Dla inhibitora 7-nukleotydowego Id1 uzyskano umow@e, wzglkdem dupleksu typ dziki
717G/gapmer dKM wynogee 107 nM, co oznaczze stosujc takie s¢zenie inhibitora
mozna zredukowawydajnaé trawienia dupleksu z forandzika RNA z okoto 60% do 30% .
Czasteczka mutanta RNA 717A, podobnie jak typ dzikVv@]l bez zastosowania inhibitora
byta hydrolizowana jedynie w ok. 60%. Obeghmhibitora Id1 nie wskazywata natomiast na
ograniczenie wydajrigi hydrolizy RNA 717A w dupleksie z gapmerem dKM,2adnym

z badanych sten inhibitora z zakresu 0,014M. W zwiazku z brakiem zalaosci stopnia
inhibicji od stzenia inhibitora, nie udato giwyznaczy wartdci 1Csq inhibitora Id1 wobec
dupleksu mutant RNA 717A/gapmer dKM (Rysunek18, Végkl1).

typ dziki 717G Stezenie inhibitora [7—3]kleotydowego (Id1) mutant 717A
W
R K R050,01°0.025.0,05 20,1 0,30 0,5 - 08 1 SL5. 22l 1i R g 0 001 0,025 0,05 01 03 05 08 1 15 2
- - - -
e ' =2
ot eo® - -
o
&
-
&\ -
. - -
k3
- - .
-
% - - -

- e W e W

Rysunek 18.Wplyw skzenia 7-nukleotydowego inhibitora Id1 na wydajfidrawienia RNA typu dzikiego
717G i mutanta 717A, rybonukleall w obecnéci gapmeru dKM.
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Wykres 11. Wplyw skzenia inhibitora na trawienie RNA 717.Wykres repregge ilosciowo przebieg reakcji
z RNaz H na podstawie obrazelu (Rysunek 18)
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Wptyw stezenia inhibitora 7-nukleotydowego na wydajné¢ trawienia
RNA typu dzikiego

o
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dupleksu RNaz H
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Wykres 12. Wyznaczanie parametru dginhibitora 1d1 wzgtdem dupleksu typ dziki RNA/gapmer. Czerwona
strzalka na gornym wykresie ukazuje umowngestie G, Dolny wykres przedstawia zaleos¢, z ktorej
obliczono warté¢ parametru.

Wyznaczone sgenie 1Gpinhibitora Id1 wobec dupleksu typ dziki RNA 717Gpgaer
dKM oraz jego dziegriokrotna¢, przetestowano w ukladzie czteroskladnikowym,
w obecnéci obydwu wariantow RNA jednocgeie. Poréwnanie rezultatéw dla obwzsn
wykazato,ze w przypadku inhibitora 7-nukleotydowego Id1 &gizenie jego stenia z 0,1
do 1uM znaczco ograniczyto hydrolizg formy dzikiej RNA 717G (z 30% do 6%) pozoata;
bez wptywu na hydrolig mutanta RNA (Wykres 13). Dhgzy inhibitor Id2 take wydajniej
hamowat hydroliz formy dzikiej RNA w s¢zeniu 1uM, przy czym tu ranica byta okoto 3-
krotnie mniejsza (z 10% do 3%). Oznaczaz®)d2 znacznie silniej wie st do RNA typu
dzikiego ni inhibitor kréotszy Id1 i gapmer dKM, tak jak to wka z pomiaréw
termodynamicznych. Zastosowanie zmego inhibitora wydaje giby¢ bez wpltywu na
hydrolizz mutanta RNA 717A w ukfadzie czteroskladnikowymiomaiast w nieobecrigi
RNA typu dzikiego (uktad trojsktadnikowy) obserwomgaznacznie silniejsze zahamowanie
hydrolizy mutanta RNA przez inhibitor Id2w przypadku krétszego inhibitora 1d1. Efekt
ten jest poréwnywalny dla obydwu zastosowanyebegti wynosi 47% dla stzenia 0,1uM
i 58% dla stzenia 1uM (Wykres 14 i 15). Oznacza to wygpbwanie silnej kompetycji
miedzy gapmerem a inhibitorem o amanie st do RNA i dowodzi istnieniu
termodynamicznej preferencji w hybrydyzacjizlago z tandemowych oligonukleotydéw do
poszczegdlnych komplementarnych wariantéw RNA.
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Wykres 13. Kinetyka trawienia RNA 717 w ukladzie czterosklddmwym w stzeniu inhibitora 0,1uM.
Wykres reprezentuje ifgsiowo przebieg reakcji z RNaH na podstawie obrazelu (Rysunek 19)
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Wykres 14.Kinetyka trawienia RNA 717 w ukfadzie czteroskiddmwivym w stzeniu inhibitora 1uM. Wykres
reprezentuje iléciowo przebieg reakcji z RNa# na podstawie obrazielu (Rysunek 19)

W przypadku obydwu inhibitorow, ichegenie 1uM duzo silniej r&nicuje wydajnéé
trawienia RNA 717G i 717A, zarbwno w ukiladzie tkdgnikowym jak
i czterosktadnikowym. Ze wzgllu na pewne ograniczenia wydajoohydrolizy 717A przez
Id2 w uktadzie tréjsktadnikowym oraz brak ekszej r&nicy miedzy efektem krétszego
I dtuzszego inhibitora w gteniu 1uM wobec RNA typu dzikiego 717G, korzystniejsze dla
uzyskania jak najwiszej selektywngci hydrolizy wzgkdem mutanta 717A wydaje ¢si
zastosowanie krotszego inhibitora 7-nukloetydowédb (Rysunek 19, Wykres 15 i 16).
Limitowat on wydajné¢ trawienia RNA typu dzikiegan vitro o okoto 60% , a tylko o 7%
wydajnai¢ trawienia mutanta 717A (Wykres 16).
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typ dziki 717G

typ dziki 717G

typ dziki 717G mutant 717A mutant 717A mutant 717A
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Rysunek 19.Wptyw inhibitora na trawienie dupleksu RNA/gapmerolvecndci obu wariantéw RNA (uktad
czterosktadnikowy). Dtiszy inhibitor 1d2 znacznie silniej ogranicza hydzelmutanta 717A mild1.
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Wykres 15. Poréwnanie wydajn@i trawienia RNA 717 w ukfadzie dwusktadnikowym gapmerem dKM),
trojsktadnikowym (z gapmerem dKM i inhibitorem Id@ib 1d2) i czteroskltadnikowym (obie formy RNA
z gapmerem dKM i inhibitorem 1d1 lub 1d2 weséniu 0,1uM).
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Wykres 16. Poréwnanie wydajrizi trawienia RNA 717 w uktadzie dwuskladnikowym gapmerem dKM),

trojsktadnikowym (z gapmerem dKM i inhibitorem Id@ib 1d2) i czterosktadnikowym (obie formy RNA
z gapmerem dKM i inhibitorem 1d1 lub Id2 weséniu 1pM).
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Weryfikackg dziatania omawianych oligonukleotydow w uktadziandemowym

przeprowadzono w komoérkadhelLa analogicznie jak w przypadku poprzednio omawianej

substytucji C/G. Kontrolnie transfekowano komorkizétym z oligonukleotydow osobno, by

wyznaczy stzenia optymalne w kombinacji tandemowe;.

Transfekcja inhibitorem Id1

typ dziki 717G

mutant 717A

50nM

Rysunek 20. Komérki HelLa po transfekcji inhibitorem 1d1, obserwowana flsmencja biatka GFP,
powiekszenie 10x.
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Wykres 17. Zmiana ekspresji GFP powodowana obé&crpinhibitora Id1. Uzyskane idice w ekspresji
okazaly st nieistotne statystycznie.

W przypadku wprowadzenia do komorek 7-nukleotydgevanhibitora Id1 nie
obserwowano istotnego statystycznie efektu wyciszemwzgkdem zadnego z wariantéw
RNA 717, w zadnym testowanym @teniu z zakresu 25-100 nM. Co ciekawe jednak,
obserwowanoze RNA typu dzikiego 717G byt nieco silniej wycisygaw stosunku do

mutanta, w niszych s¢zeniach inhibitora. W miarwzrostu stzenia Id1, poziom ekspresji
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obydwu RNA 717 nieznacznie ale systematycznie akagdnak wszystkie te odchylenia
oscylup w obrbie bkdu kontroli. Dla 10-nukleotydowego inhibitora Id2zyskano
statystycznie istotn (P<0,05) rénice w wyciszeniu, wynosca 17% w s¢zeniu 150 nM,
jednak silniej wyciszany byt allel dziki, co jestektem przeciwnym do zamierzanego
(Wykres 17). Z drugiej strony wydajegsio jednak sensowny wynik. Inhibitor 1d2, silniej
wiazacy sk do formy dzikiej RNA, mae wycisz& ekspresj docelowego RNA na drodze
jego blokady sterycznej, a nie hydrolizy z udzialBiMazy H. S¢zenie 150 nM, dla ktérego
uzyskano ¢ niewielka chat istotrp statystycznie rinice, okazalo si wystarczajce dla
ujawnienia przewagi termodynamicznej stabitigpary rG-C wzgledem nisparowania rA-

C", w kontekcie 10-nukleotydowego dupleksu.

Transfekcja inhibitorem 1d2

tii dziki 717G 75nM 1500M

mutant 717A 75nM

Rysunek 21.Komérki HeLa po transfekcji inhibitorem 1d2, obserwowana flascencja GFP. Pogkszenie
10x.
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Wykres 18 Zmiana ekspresji GFP powodowana obdcipinhibitora 1d2.Stezenia, w ktérych obserwowano
statystycznie istotn(0=0,05) rénice w ekspresji obu form RNA zostaly oznaczone gwiazdk
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Silniejsze, i co wane istotne statystycznie, zmiicowanie w zaktadanym kierunku
wykazat gapmer dKM w trzechegeniach 50 nM, 75 nM oraz 100 nM. Wraz ze wzrostem
stezenia obserwowano zmniejszanie $0znicy w poziomie ekspresji obydwu wariantow
RNA, z 92% do okoto 30%. Rezultat ten wydaje szasadniony generalnym spadkiem
specyficznéci na skutek zbyt diej koncentracji molekut. Obiecige i w pewnym stopniu
zaskakujce jest tak silne zédicowanie poziomu ekspresji obu RNA vivo w oparciu
jedynie o pary rG-dT i rA-dT, bez udziatuasteczki inhibitora. Jednak kinetyka trawi# in
vitro duplekséw RNA z gapmerem dKM wykazate obecné niekanonicznej pary rG-dT

w dupleksie z wariantem dzikim RNA 717G skutkujggebnrzona hydroliza.
Transfekcja gapmerem dKM

typ dziki 717G 10nM 25nM 50nM 75nM 100nM
mutant 717A 10nM 25nM 50nM 75nM 100nM

Rysunek 22. Komérki HelLa po transfekcji gapmerem dKMobserwowana fluorescencja biatka GFP.
Powickszenie 10x.
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Wykres 19. Zmiana ekspresji GFP pod wptywem gapmeru dKM. ¢z&tia, w ktérych obserwowano
statystycznie istotn(0=0,05) rénice w ekspresji obu form RNA zostaly oznaczone gwiazdk

Na podstawie wynikbw z transfekcji pojedynczymi igohukleotydami
antysensowymi, w uktadzie tandemowym postanowionzetpstowa inhibitor Id1
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w stkzeniu 50 nM i 100 nM, i ihibitor 1d2 w steniu 25 nM i 50 nM, wspétdzialge
z gapmerem w gteniu 25, 50 i 75 nM. \4f6d analizowanych eten kazdego z oligomeréw
znajduje st zawsze jedno, dla ktérego pojedynczo nie obsenmowadnego (istotnego ani

nieistostnego statystycznie) efektu wyciszenia.

e ) M
14- Tranzycja GIA B typ dzki 717G
! 7nt inhibitor Id1 / 13nt gapmer dKM @ mutant 717A
O 1,2+ + +
(0]
ol I
a [3] 1 J- 1
n I
35 08
=206
82
g 2 0,4
5]
=
N 0,2
O ,
0/0 50/0 50/25 50/50 50/75 100/0 100/25 100/50
Stezenie 1d1/dKM
N (inhibitor/gapmer, nM) )

Wykres 20. Zmiana ekspresji GFP powodowana obdcnpantysensowych oligonukleotydéw tandemowych
Id1/dKM. Skzenia, w ktérych obserwowano statystycznie istdin=0,05) rénice w ekspresji obu form RNA
zostaty oznaczone gwiazalk

Stosujc uktad tandemowy z inhibitorem 7-nukleotydowym ,Idédnoczynnikowa
analiza wariancji w dwoch przypadkach potwierdzitze sredni poziom ekspresji
analizowanych wariantdw RNA #zdi si¢ istotnie wzgédem siebie. W pierwszym przypadku
stosowano sam inhibitor 1d1 wegeniu 50 nM i ekspresja mutanta RNA byta o okoto 50%
nizsza nt ekspresja RNA typu dzikiego, przy czym nie bytaréanica istotna wzgidem
kontroli. W drugim przypadku wskazanym przez aralgariancji, r&nica byta istotna
wzgledem kontroli, natomiast wynosita jedynie 2%gdry wariantem dzikim i zmutowanym.
W zwiazku z powyszym, nie uzyskano satysfakcjonujacego wyniku, potizapcego
mozliwosé alleloselektywnej degradacji zmutowanego RNA 71kiadzie tandemowym

Z 7-nukleotydowym inhibitorem, w badanym zestawgges (Wykres 20).
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Wykres 21. Zmiana ekspresji GFP powodowana obécnrpantysensowych oligonukleotydéw tandemowych
Id2/dKM. Stzenia, w ktorych obserwowano statystycznie istqt=0,05) r@&nicg w ekspresji obu form RNA
zostaly oznaczone gwiazglk

W przypadku transfekcji ukladem tandemowym zawaesan 10-nukleotydowy
inhibitor, jednoczynnikowa analiza wariancji wyké&& przypadkow istotnego statystycznie
zroznicowania poziomu ekspresji gaizy allelem dzikim i zmutowanym RNA 717. Podczas
gdy obserwowany spadek ekspresji wdgim kontroli byt rzeczyvicie wyrany, to jednak
uzyskane rénice w poziomie ekspresji obydwu wariantow RNA wsstnku do siebie byty
niewielkie i wynosity od 5% do 11%. Najeksz réznice 24% obserwowano dlaggenia 1d2
25 nM i w nieobecnii gapmeru (Wykres 21). Uzyskane rezultaty nie konej, ze
hydroliza RNA w zastosowanych ukfadachezsfi oligonukleotydow tandemowych
zachodzita znaezo selektywnie wzghlem mutanta RNA 717A.

2.2.2 SNCA E46K

Chac sprawdzat, czy osiagany rezultat ma charakter uniwersalny dla typu
analizowanej substytucji, czy zaletakze od kontekstu sekwencyjnego, przeanalizowano
inny przyktad tranzycji G/A, wyspujacej w 46 kodonie genu SNCA i zwane]
z niewielkim odsetkiem zachorowana chorob Parkinsona. Analiza parametrow
termodynamicznych dla badanych wariantow RNA 46 wupleksie z gapmerem kKM
wykazata wegkszy destabilizag wnoszonr przez pag rG-dT (+3,36 kcal/mol) w stosunku do
wczesniej analizowanej tranzycji G/A RNA 717 (+0,5 keall). Wicksze byly réwnie
efekty destabilizacyjne niesparowania rA-Cw odniesieniu do duplekséw RNA
Z inhibitorami, odpowiednio +4,07 kcal/mol dla ibhbra 7-nukleotydowego 1k2 (wzglem
+1,6 dla Id1), i +7,53 kcal/mol dla inhibitora 10kieotydowego Ikl (wzgddem +4,65 dla
d2). W przypadku formy dzikiej RNA 46G, iznica w powinowactwie do diszego
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inhibitora k1 i gapmeru kKM jest w zasadzie nietsia, w zwiazku z czym, mgna S¢
spodziewd, ze obydwu czsteczkom inhibitora bardzo trudnoe¢dzie ogranicz§
hybrydyzacg wariantu dzikiego RNA 46G z gapmerem kKM. Z kolgiacace r&nice
stabilngci dupleksow wariantu zmutowanego RNA 46A z inlokaimi k2 (krotszy) i 1k1
(dtuzszy) wzgkdem jego dupleksu z komplementarnym gapmerem (odpovo +16,2
kcal/mol i +10,5 kcal/mol) wskazaljze zaden z inhibitoréw nie powinien w sposob zrmgz

wptywaé na hydroliz wariantu zmutowanego RNA 46A.

Tabela 4.Kluczowe parametry termodynamiczne dupleksow RNramzycph G/A (E46K), tworacych sé w
obecndci tandemowych oligonukleotyddw.

Typ dziki 46G Mutant 46A

ASO . 'AGog7 TM 'AGOS7 TM
Sekwencja/Struktura (kcal/mol) C)?

Sekwencja/Struktura (kcal/mol)  (°C)?

ke | TOOFITTITTTT® 1183:010 679 *o°Fif IPTCT° 776002 634
—H—oo-H00 T g
L
k| TTTTTITIITTT™® 2098:058 828 “7Piif 1719" 1345:017 635
HOHACO—HOOO QO 0
bnnbbm’m‘bmmmbm PoOCBDOBEDOOORGD
v TrrLLg LLEinE o 2059+050 788 LILILLLLELTLL  23.95£043 813

Prezentowane struktury obrazumiejsca SNP (czerwony), miejsca modyfikacji w gilie antysensowych
gapmeréw (LNA — niebieski, 2’-O-metylo-RNA — zielnoraz schematycznie - niesparowania weble
duplekséw. % to struktury teoretyczne, wygenerowane w prograRiAStructure 5.1. Pelne zestawienie
uzyskanych danych termodynamicznych w rozdzialeczaliki, Tabela 39, a — temperatura topnienia duplek
w skezeniu 10°M

Bardzo zblione powinowactwo obydwu RNA 46 do gapmeru kKM wardake
statla dysocjacji wyznaczona meiodEMSA. Podobnie jak w przypadku tranzycji G/A
w RNA 717, zaobserwowano gisze powinowactwo hybrydyzcyjne gapmeru kKM
z wariantem dzikim RNA, co sugerowatobg obecnét niekanonicznej pary rG-dT sprzyja
tworzeniu heterodupleksu bardziep rebecné¢ pary rA-dT. Rénica w s¢zeniu gapmeru
wigzacym potove RNA dzikiego i zmutowanego wynosita 42%. PonagiofOwnujc ze
soly tworzenie duplekséw dla sekwencji 717 i 46, zardvpomiary termodynamiczne jak
I pomiary statej wizania wykazatye sekwencja RNA 46 tworzy znacznie trwalsze dupleks

niz sekwencja 717, a ten sam typ niesparowania déstgéija silniej niz sekweng 717.
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Rysunek 23.Tworzenie duplekséw wariantow RNA 46 z gapmerem kKM

Dla obydwu wariantdw RNA 46 przeprowadzono reakbjarolizy z udziatem
rybonukleazy H w ukfadzie dwusktadnikowym (wariaRNA | gapmer), oraz
trojsktadnikowym (wariant RNA, gapmer i inhibitdedl lub 1k2). W celu stworzenia uktadow
czterosktadnikowych (obydwa warianty RNA, gapmenhibitor Ikl lub 1k2), bazujc na
poprzednich przyktadach, przetestowano dwaestia inhibitorow: rownomolowe w stosunku
do RNA (0,1uM) oraz 10-krotny nadmiar w stosunku do RNA (M). Test RNazy H
inhibitorow wykazat, ze inhibitor 10-nukleotydowy Ikl w ukladzie trojskiiaikowym
catkowicie hamuje hydroliz zaréwno formy dzikiej jak i zmutowanej RNA 46 i takim
samym stopniu, niezaleie od zastosowanegogstnia. Krotszy inhibitor k2 nie ogranicza
istotnie hydrolizy mutanta 46A, jednak nie jesttarse catkowicie zapobiec trawieniu formy
dzikiej RNA 46G (Wykres 22), niezaleie od s¢zenia, podobnie jak k1. &1 w ukladzie 4-

sktadnikowym zastosowanouM stezenie inhibitora.

typ dziki 46G mutant 46A

Ikl 1k2 Ikl Tk
uM | uM uM | uM
RECKERS0- SOl 0,10 1. | TlakKa g0 2 1 £ L0151
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Rysunek 24.Rozdziat elektroforetyczny produktow trawienia pmbjpczych wariantow RNA w zateosci od
stezen inhibitoréw. K- samo RNA w obeckoi RNazy H, K- RNA z czsteczk inhibitora, wartéci skzen
inhibitora w uktadzie tréjsktadnikowym (RNA, inhiloir, gapmer)

Eksperyment w ukladzie 4-sktadnikowym wykaza¢, podobnie jak w przypadku
substytucji G/A w RNA 717, 10-nukleotydowy inhibitgest zbyt sila konkurency dla
gapmeru kKM, gdy istotnie obniat takze poziom hydrolizy mutanta RNA 46A. Z kolei
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zastosowanie krétszego inhibitora 1k2 pozwolito payskanie selektywnej hydrolizy,
ograniczagc wydajna¢ trawienia formy dzikiej RNA 46G o okoto 70%, nat@ast formy
zmutowanej 46A jedynie o0 13% (Wykres 22, Rysunek 25
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Wykres 22. Poréwnanie wydajriei trawienia RNA 46 w ukladzie dwusktadnikowym (apmerem kKM),
trojsktadnikowym (z gapmerem kKM i inhibitorem IKLb Ik2) i czteroskladnikowym (obie formy RNA
z gapmerem kKM i inhibitorem Ik1 lub 1k2 wegeniu 1uM).
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Rysunek 25.Rozdziat elektroforetyczny produktéw trawienia cekéw RNA 46/gapmer kKM w uktadach
troj- i czterosktadnikowych.
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Wykres 23.Kinetyka hydrolizy RNA 46 w ukladzie czterosktadailym, w stzeniu inhibitoréw 1uM. Wykres
reprezentuje iléciowo przebieg reakcji z RNat na podstawie obrazelu (Rysunek 25)

Testowany w komorkachieLa inhibitor 10-nukleotydowy Ikl okazatsiwzmaga
ekspresj wariantu dzikiego RNA 46G nawet dwukrotnie, natastizasadniczo pozostawat
bez wptywu na eksprasmutanta 46A. Rinica w poziomie ekspresji gdzy allelem dzikim
i zmutowanym okazatasistotna statystycznie dla dwockzsn Ik1: 50 nM i 75 nM. Wzrost
ekspresji mge by wynikiem niezwykle silnego oddziatywania k1 z gmp dzikim RNA
(komplementarny dupleks zaktzony podwoja par G-C z kaca 5’ i potrojm pan G-C
z konca 3’, dodatkowo wzmocniony obecro@ 2’-O-Me-RNA i LNA, temperatura topnienia
82,8°C), ktére sterycznie blokg translagj, powodowato zwikszanie si puli RNA 46G.
Nie obserwowano istotnej zaleosci migdzy wzrostem poziomu RNA 46G a wzrostem
stezenia Ik1l. Natomiast w przypadku wariantu zmutowanBiNA 46A, silna destabilizacja
jego dupleksu z Ikl przez niesparowanie rA-Gprzyjata rozplataniu twoszej sk
ewentualnie blokady sterycznej asteczki mRNA mutanta (Wykres 24). Spad
analizowanych sten Ik1, do transfekcji w uktadzie tandemowym wybrasigzenie 25 nM
i 75 nM.
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Wykres 24. Zmiana ekspresji GFP powodowana obécip inhibitora 10-nukleotydowego Ik1. &enia,
w ktérych obserwowano statystycznie istpo{a=0,05) ré&nice w ekspresji obu form RNA zostaty oznaczone
gwiazdl.

W przypadku transfekcji krotszym z inhibitorowniékleotydowym Ik2 (Wykres 25),
wraz ze wzrostem gtenia obserwowano spadek poziomu ekspresji mutaNi, Ratomiast
istotnie zwekszona wzgidem kontroli ekspresja wariantu dzikiego RNA 46Gdwdch
najnizszych testowanych gteniach 1k2 - 25 nM i 50 nM, powrdcita do poziomankroli
w skzeniu 75 nM, i z jego wzrostem stopniowo malata. Meth stzeniach Ik2 ekspresja
wariantow RNA 46 rénita sk istotnie, przy czym do eksperymentu w uktadzieleanowym

wybrano s¢zenia 25 nM i 75 nM.
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Wykres 25. Zmiana ekspresji GFP powodowana obécip inhibitora 7-nukloetydowego k2. &tenia,
w ktérych obserwowano statystycznie isto{a=0,05) ré&nice w ekspresji obu form RNA zostaty oznaczone
gwiazdk.

Gapmer kKM nie rénicowat istotnie wydajngei ekspresji obydwu wariantow RNA,

w zadnym z zastosowanychestn. Jw najmniejsze 10 nM gtenie powodowato silne okoto
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50% zahamowanie ekspresji w obydwu przypadkach.z\Waa wzrostem koncentraciji
wprowadzanego oligonukleotydu obserowowano niewieskopniowy spadek wydajsoi

ekspresji do okoto 20% w najwszym stosowanym @teniu 100 nM (Wykres 26). Clio
w zakresie szen 50-100 nM wplyw gapmeru #ait si¢ niewiele, s¢zenia 50, 75 i 100 nM

wybrano do przeanalizowania w uktadzie tandemowytimiach komaorkowych.

Tranzycja G/A

dziki 46G
(SNCA, E46K) |yp dzki

B mutant 46A

1,24

0,8
S 0,6
0,4

0,21

Znormalizowana ekspresja G
w komérkach HelLa

0 10 50 75 100

Stezenie gapmeru kKM (nM
L gap (nM) )

Wykres 26. Zmiana ekspresji GFP powodowana obdcrpogapmeru kKM. Uzyskane #dice w ekspres;ji
okazaly st nieistotne statystycznie.

Rezultaty transfekcji uktadem Ik1/kKM okazatye sinteresujce, gdy dla trzech
kombinacji s¢zen udato st uzysk& znacace zr@nicowanie wydajnéci ekspresji obydwu
RNA — 46% dla uktadu 25 nM 1k1/50 nM kKM, 47% di&tadu 25 nM 1k1/75 nM kKM
i 40% dla uktadu 25 nM/100 nM. Istotna statystyezmkazata si by¢ jedynie ré&nica
w stzeniu 25 nM/75 nM, gtéwnie ze wzglu na weksze bédy pomiarowe w dwoch

pozostatych przypadkach.

1



. WYNIKI | DYSKUSJA
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Wykres 27. Zmiana ekspresji GFP powodowana obdcnpantysensowych oligonukleotydéw tandemowych
IkL/KKM. Stezenia, w ktorych obserwowano statystycznie istqtn=0,05) r@&nicg w ekspresji obu form RNA
zostaly oznaczone gwiazglk

Transfekcja inhibitorem Ik1/gapmerem kKM

25nM/0 25nM/50nM 25nM/75nM 25nM/100nM

75nM/0 75nM/50nM 75nM/100nM

typ dziki 46G

mutant 46A v Sn/O 25nM/50nM 25nM/75nM 25nM/100nM

75nM/0 75nM/50nM 75nM/100nM

Rysunek 26. Komorki HelLa po transfekcji oligonukleotydami tandemowymi IKKM, obserwowana
fluorescencja biatka GFP. Pakszenie 10x.

Duzo korzystniejsze okazatoe¢sizastosowanie w komorkach uktadu tandemowego
z krétszym inhibitorem k2, ktéry powodowatadice w poziomie ekspresji poszczegdlnych
wariantow RNA praktycznie w kalym z analizowanych sten (Wykres 28). Podczas gdy
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spadek ekspresji formy zmutowanej RNA 46A jest zngguz przy najniszej zastosowanej
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Wykres 28.Zmiana ekspresji GFP powodowana obécrpantysensowych oligonukleotydéw tandemowych
Ik2/kKM. Stezenia, w ktdrych obserwowano statystycznie ist@o0,05) rénicg w ekspresji obu form RNA
zostaly oznaczone gwiazglk

Transfekcja inhibitorem Ik2/gapmerem kKM

typ dziki 46G 25nM/0 25nM/50nM 25nM/75nM 25nM/100nM

750M/0 750M/50nM 75nM/100nM

mutant 46A 25nM/0 25nM/50nM 25nM/75nM 25nM/100nM
75nM/0 75nM/50nM 75nM/100nM

Rysunek 27. Komérki HelLa po transfekcji oligonukleotydami tandemowymi kM, obserwowana
fluorescencja biatka GFP. Pakszenie 10x.

kombinacji s¢zen, poziom RNA wariantu dzikiego 46G zmniejsza stopniowo, lecz nie

doréwnuje obnieniu ekspresji formy zmutowanej nawet w najezej stosowanej
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kombinacji stzen 1k2/kKM. Najwieksz rdznice w ekspresji obserowowano stosujuktad
stezen 25 nM 1k2/50 nM kKM, wynosita ona 65% i byta ist@t statystycznie, najmnieszas
dla uktadu 75 nM 1k2/100 nM kKM, wynosita ona 26%ie byta istotna statystycznie na
poziomie istotongci a=0,05.

Poréwnujc rezultaty uzyskane w komoérkachieLa dla obydwu inhibitoréw
w uktadzie tandemowym, 7-nukleotydowy Ik2 indukujardziej selektywne wyciszenie
wariantu zmutowanego RNA 46A mil0-nukleotydowy I|k1, gtdwnie poprzez bardziej
specyficzm hydrydyzacg z forma dzika RNA 46G. Efekt ten obserwowano fak
w eksperymentacim vitro. Wyniki uzyskane dla sekwencji RNA 46, sugerag maliwe
jest uzyskanie alleloselektywnej hydrolizy formy wawanej RNA w przypadku tranzyciji
G/A. Dupleksy tworzone przez warianty RNA 46 z tambwymi oligonukleotydami
wykazywaly medzy sola wicksze rénice w trwatdci termodynamicznej ni dupleksy

formowane przez RNA 717, co z pewsn pomagato oggna¢ alleloselektywnéc.

2.2.3 SNCA A53T

Trzecia z analizowanych sekwencji RNA z tranzyGfA plasuje si pomkdzy RNA
717 i RNA 46 jgli chodzi o ré&nice w trwatdci termodynamicznej poszczegdlnych
duplekséw, utrzymuc jeden schemat poréwifa Zaktadajc, ze w przypadku duplekséw
RNA 717 wysgpowaly bardzo subtelne z0ice, a w RNA 46 byly one de, to sekwencja
RNA 53 dostarcza ehic pasrednich. Na podstawie uzyskanych parametrow
termodynamicznych dla dupleksow RNA 53 wydaje s&, podobnie jak w przypadku RNA
46, inhibitory nie zdotaj wyprzet wariantu dzikiego RNA 53G z duplekséw z gapmerem
hKM, natomiast nie powinny zabuzaybrydyzacji gapmeru z wariantem zmutowanym
RNA 53A.

% np. poréwnanie stabilsoi duplekséw z gapmerem obydwu wariantéw RNA 71RARA6 | RNA 53 daje
réznice odpowiednio +0,5 kcal/mol, +3,36 kcal/mol i,#lkcal/mol (RNA dziki w stosunku do mutanta);
poréwnanie stabiln@i duplekséw z inhibitorem 10-nukleotydowym dajemié&e odpowiednio: -4,65 kcal/mol,
-7,53 kcal/mol i -5,54 kcal/mol (RNA dziki w stoskundo mutanta); poréwnanie trwaé mutanta z gapmerem
i z inhibitorem 10-nukleotydowym daje adice odpowiednio: +0,6 kcal/mol, +10,5 kcal/mol,,4&cal/mol

w stosunku do gapmeru
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Tabela 5.Kluczowe parametry termodynamiczne dupleksow RNramzycph G/A (A53T), tworacych sé w
obecndci tandemowych oligonukleotyddw.

Typ dziki 53G Mutant 53A
. -AGO37 TM H 'AGO37 TM
ASO Sekwencja/Struktura (kcal/mol) °C)® Sekwencja/Struktura (kcallmol) cC)?
mmcmcmmn:l-:l-nr-m P
Ih1 M (I“!)clmc 10,33+0,07 60,4 ALLOLI:L 6,22 £ 0,05 34,2
(rpEn Ralir Ry Hep Rp o=~ g = o -
Ih2 NENSNNEAN] 16,12+0,13 751 ®*T77T T11T1° 1058+006 541
FOoDxOoOOCCOC - (‘}‘ﬁ‘(":xn,y'-'(.'.’-_ﬂ'-:
opcoco onronn OOCOHCOHBEORDODG
| PTTITT TTITE 16204000  729| ITITITIIIIITE 18994034 738

Prezentowane struktury obraguiniejsca SNP (czerwony), miejsca modyfikacji w gilde antysensowych
gapmerdow (LNA — niebieski, 2’-O-metylo-RNA — zielgnoraz schematycznie - niesparowania webla
duplekséw. % to struktury teoretyczne, wygenerowane w prograRieAstructure 5.0. Pelne zestawienie
uzyskanych danych termodynamicznych w rozdzialgczaliki, Tabela 40; a — temperatura topnienia duplek
w stezeniu 10'M

Wyznaczone state wiania wariantdbw RNA 53 z gapmerem hKM potwierdzaj
tendeng} do silniejszego powinowactwa gapmeru weggm typu dzikiego RNA 53G. Dla
sekwencji RNA 53, stenie gapmeru wiace potowe RNA typu dzikiego i potow formy
zmutowanej RNA réni sie najbardziej w poréwnaniu z innymi analizowanymzypadkami
tranzycji G/A, & o 52,5%. Nalgy jednak zaznacZy ze w przypadku stalej wkania
dupleksu komplementarnego otrzymanddduzy bfad, ktdry z pewnécia rzutuje take na
tak dwza réznice. Nie zmienia to jednak faktuge w obebie trzeciej analizowanej sekwencji
z tranzycy G/A, wystpowanie pary rG-dT w heterodupleksie RNA/gapmerzygpar jego
formowaniu st¢, bardziej nk obecné¢ kanonicznej pary rA-dT.

T

{nM]
0 25 50 75 100 200 300 400 500 600 700 800 1000 0 25 50 75 100 200 300 400 500 600 700 800 1000

_ ...-HMW pe "M
- wh

typ dziki 53G mutant 53A
Kd=130,8t2,0 nM Kd=197,3+50,0 nM

Rysunek 28.Tworzenie s duplekséw wariantow RNA 53/gapmer hKM w warunkaukdenaturujcych
(8 mM MgCl)
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typ dziki 53G Ihl h2 mutant 53A Ihl 1h2
uM uM uM uM
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Rysunek 29.Hydroliza w uktadzie trojsktadnikowym RNA 53 wzidych stzeniach inhibitora.

Analogicznie do poprzednich przypadkow tranzycjAGhydrolize dupleksow RNA
53 w uktazie trojsktadnikowym przeprowadzono w divocskzeniach inhibitora:
rownomolowo w stosunku do RNA oraz w dzisbkrotnym nadmiarze molowym
w stosunku do RNA. Analiza rozdziatu elektroforetyego produktéw trawienia w obegao
inhibitorow wykazata, ze zadowalajca selektywné¢é pozwala uzyska stzenie 1 uM
inhibitora 7-nukleotydowego, oraz OuM stezenie 10-nukleotydowego inhibitora Ih2, ktore
jednak w niewielkim stopniu ogranicza takhydroliz formy zmutowanej RNA 46A.
typ dziki 53G typ dziki 53G

typ dziki 53G mutant 53A mutant 53A mutant S3A
HE hKM hKM hKM

Ih1 1h2 Ih1 1h2 Ih1 1h2
TS SRt e 202 K 30% a2 e52 =102 20" TGOl B3 OESR] S i 5 1 O B ()i L IR ES IR 52802 O 2 S 200 ()2
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Rysunek 30.Rozdziat elektroforetyczny produktéw trawienia deéw RNA 53/gapmer hKM RNazH
w ukfadzie trj- i czterosktadnikowym.

W uktadzie czterosktadnikowym postanowiono zasi@o obydwa inhibitory

w stzeniu 1uM. Tak jak s¢ spodziewano, inhibitor 7-nukleotydowy selektywregrzymat
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hydroliz¢ formy dzikiej RNA 53G bez ograniczenia jej wydajaodla formy zmutowanej,
natomiast dhaszy inhibitor h2 powodowat spadek wydajodtrawienia formy zmutowanej
RNA 53A o okoto 50% (Rysunek 30, Wykres 29-30).

4 — N
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Wykres 29. Kinetyka hydrolizy w ukladzie czterosktadnikowymadktzenia inhibitorow 1uM. Wykres
reprezentuje iléciowo obrazzelu (Rysunek 30).
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@ mutant 53A
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Wykres 30. Pordownanie wydajrii hydrolizy RNA 53 w ukladzie dwuskladnikowym (hKM
trojsktadnikowym (hKM + Inh) i czterosktadnikowym.

Analizy aktywndci inhibitorbw w komoérkach HeLa wykazaly, ze obydwa
oligonukloetydy znaco obniaja poziom obydwu wariantbw RNA wzglem kontroli,
natomiast bez wyrtmej selektywnéci w analizowanym zakresiee¢gen. Niewielka, cha
istotrg  statystycznie rinice wynosaca 16% obserwowano dla najszego stosowanego
stezenia |hl 25 nM. Dla ditszego inhibitora 1h2 obserwowanoznice w wydajngci
ekspresji okoto 40% w jegoegeniu 50 nM, natomiast w stosunku do ogodlnej tenjienc
spadkowej wydajniei ekspresji w analizowanym zakresiezsti dla RNA typu dzikiego

53G, uzyskany rezultat wydaje ¢siby¢ obarczony nieco wkszym bedem ni ten
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prezentowany na pariizym wykresie, a obliczony na podstawie trzech paxeh transfekcji.
Zastanawigjce jest, na ile obserwowany spadek ekspresji jegtikiem specyficznej
hydbrydyzacji do miejsca temu dedykowanego webier RNA 53, jakoze w sekwencji
biatka GFP sprzonej z analizowanym fragmentem RNA, znalezionoZypadki sekwencji
komplementarnych do 7-nukleotydowego inhibitora hd odcinku piciu nukleotyddw.
W s$wietle faktu,ze jest to oligorybonukleotyd catkowicie 2’-O-metylany, niespecyficzna
hybrydyzacja do tych fragmentow z pewo@a ma miejsce i silnie zaburza rzeczywisty

wptyw krotszego inhibitora na ekspresjadanego RNA 53.

Transfekcja inhibitorem Th1

25nM 50nM 75nM 100nM

25nM 50nM 75nM 100nM
Rysunek 31. Komérki HelLa po transfekcji inhibitorem 1hl, obserwowana flsmencja biatka GFP,
powiekszenie 10x.
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Wykres 31. Zmiana ekspresji GFP powodowana obegrtig inhibitora 7-nukleotydowego Ih1l. Uzyskane
réznice w ekspresji okazalyeshieistotne statystycznie.

Dtuzszy inhibitor 10-nukleotydowy 1h2, w iszych stzeniach badanego zakresu,

W nieco mniejszym stopniu wycisza ekspgempalizowanego konstruktuzmkrotszy inhibitor
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Ih1, r&nicujac nawet jej poziom wzgtlem obydwu wariantow, w jednym przypadku nawet
statystycznie istotnie, natomiast w #8gych stzeniach osiga podobny stopfewyciszenia,
co jego krétszy odpowiednik (okoto 75%, Wykresy3). Kontrola transfekcyjna, w postaci
plazmidu bez insertu stanagego sekwengj zainteresowania i stosownych inhibitorow,
wykazata wyciszenie pustego plazmidu w przypadlstasmwania 100 nM Ih1l o okoto 65%,
natomiast w przypadku zastosowania 100 nM Ih2 daok0% (Zahczniki, Wykres 83), co
potwierdza wysfpowanie regiondw niespecyficznych oddziatywa sekwencji samego
biatka GFP. Z drugiej strony, konteotransfekcyja wykonywano w dé¢ duzym skzeniu
inhibitorow, ktére mogto dodatkowo pgfowa efekt niespecyficzny.

Transfekcja inhibitorem [h2
typ dziki 53G

mutant 53A

Rysunek 32.Komérki HelLa po transfekcji inhibitorem Ih1l, obserowowana fleseencja GFP. Pogkszenie
10x.
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Wykres 32. Zmiana ekspresji GFP pod wptywem inhibitora 10-oekydowego 1h2. Stenia, w ktorych
obserwowano statystycznie istatr{a=0,05) ré&nice w ekspresji obydwu form RNA zostaly oznaczone
gwiazdl.

Do przetestowania w ukitadzie tandemowym wybranminsze (25 nM) i wysokie
(100 nM) stzenia krétszego inhibitora Ihl, w celu sprawdzeomy, i w jakim stopniu udziat
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drugiego z oligonukleotyddw wptynie na ekspeeapalizowanego konstruktu, oraz 25 nM
i 50 nM stzenia inhibitora Ih2, w ktérych byt on sam w sobéektywny.

W rezultacie transfekcji jedynie gapmerem hKM, wmdkachHelLa nie uzyskano
selektywnego wyciszenia wariantu zmutowanego RNA, jest zgodne z wynikiem
uzyskanym w warunkaci vitro. Efekt obnienia ekspresji jest nieco mniejszy: refekt
powodowany obecroia inhibitoréw, asredni jej poziom réni sie w sposoéb istotny dla
dwoch najwyszych testowanych eten, przy czym dla kadego z odwrots selektywndcia.
Fakt ten podwza wicc istnienie takiej rénicy w ogole, co mzna stwierdzi takze

obserwujc generalny trend spadkowy ekspresji obydwu wadsiarRNA (Wykres 33).

Transfekcja gapmerem hKM

typ dziki 53G 50nM 100nM
mutant 53A 50nM 100nM

Rysunek 33. Komorki HelLa po transfekcji gapmerem hKM, obserwowana fluoresfe biatka GFP.
Powickszenie 10x.

- - N
Tranzycja G/A B typ dzki 53G
(SNCA, A53T) B mutant 53A
1,24
o ‘{’ + +
8o 1 [ ‘ ‘
£3 |1
§ T 0,8
T <
[SIe]
N X
2 X 0,4
= )
£ 2
2 02
N
0
0 25 50 75 100
Stkzenie gapmeru hKM (nM)

. /

Wykres 33. Zmiana ekspresji GFP pod wplywem gapmeru hKMez&tia, w ktdérych obserwowano
statystycznie istotn(o=0,05) r@nicg w ekspresji obu form RNA zostaly oznaczone gwiazdk

Eksperyment z udziatlem tandemowych oligonukleotygyzeprowadzono stosigj
stezenia inhibitoréw 25 nM i 100 nM oraz¢genia gapmeru 50 nM, 75 nM i 100 nM.
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W przypadku uktadu z krotszym inhibitorem Ihl, uzyso istotne rénice w poziomie
ekspresji obydwu wariantow RNA 53 dla kilku komhgfiastezen 1h1/hKM, natomiast nie
wszystkie otrzymane wyniki nmina przyp¢ bezkrytycznie. Zastosowanie inhibitora w
stezeniu 100 nM daje sprzeczne rezultaty w zat8ci od koncentracji gapmeru, co oznacza,
ze prawdopodobnie brak selektywiod w tym zakresie gfen. Najbardziej wiarygodny
wydaje s¢ ukiad Ih1/hKM 25 nM/100 nM, w ktérym &tenie gapmeru przetamuje efekty
(takze niespecyficzne) inhibitora. Dla tej kombinacjizmica w wydajnéci ekspresji formy

dzikiej i zmutowanej RNA 53 wynosi 45% i jest istatstatystycznie (Wykres 34).
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Wykres 34.Zmiana ekspresji GFP powodowana obécnrpantysensowych oligonukleotydéw tandemowych
Ih1/hKM. Stzenia, w ktérych obserwowano statystycznie istqtir0,05) r@nice w ekspresji obu form RNA
zostaty oznaczone gwiazalk

Stosugc w ukladzie tandemowym diszy inhibitor nie uzyskano wkszej
selektywndci, dlazadnej z testowanych kombinacjestn. Najwicksza réznice w poziomie
ekspresji midzy wariantem dzikim a zmutowanym RNA 53 obserwooyvaanalogicznie jak
w przypadku zastosowania krétszego inhibitora, kdienbinacji Ih2/hKM 25 nM/ 100 nM.
Jako istotna statystycznie, byta ona mniejsza iosyta 33%. Jednak odnagzten wynik do
ogotu wynikéw uzyskanych dla analizowanych kombjnastezen Ih2/hKM, mazna
stwierdzt, ze to zestawienie oligonukleotydow dziata z podobngfektem w zasadzie
niezalenie od stzenia. Oznacza taze r&nica ktérej szukano, zostata zatarta zbykadu
stabilngcia duplekséw tworzonych przez gsteczk inhibitora w pokczeniu z maliwoscia
jego niespecyficznych oddziatywa chat, co wykazano, ditszy inhibitor wydawat si
generowa mniej efektdw niespecyficznych, przynajmniej wsaych stzeniach z badanego

zakresu (por. wykresy 31-32).
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Wykres 35. Zmiana ekspresji GFP powodowana obécnrpantysensowych oligonukleotydéw tandemowych
Ih1/hKM. Stzenia, w ktorych obserwowano statystycznie istqt=0,05) r@&nicg w ekspresji obu form RNA
zostaly oznaczone gwiazglk

Przyklad sekwencji RNA 53 uwydatnit, jak znacznyoz@ by udziat efektow
niespecyficznych w uzyskiwanym ogolnym rezulta&i®rych ryzyko pojawienia sijest tym
wigksze im krotszy stosowany oligonukleotyd. Za ichmariem przemawia dy spadek
ekspresji obydwu form RNA w wyniku transfekgcji iblitorow, i zasadniczo w niewielkiej
zaleznosei od stzenia. Dla innych omawianych w niniejszej pracy ftagow tranzycji G/A,
czy take dla transwersji C/G nie obserwowano, aby stos@wvantibitorow w komaérkach

HelLaprzynosito tak znaczny spadek wyddajcicekspresji analizowanych konstruktéw.

2.3 Tranzycja C/T (SOD1, A4V)

Substytucja C/T, w RNA wysgpujaca jako zmiana C/U, termodynamicznie nie rokuje
wiekszych maliwosci dyskryminacji tworzonych duplekséw ze wadli na pojawiajce s¢
w takim uktadzie niekanoniczne pary. ®éca w stabilnéci dupleksow RNA 4/gapmer akKM
polegajca na obecri@i kanonicznej pary rU-dA lub niekanonicznej pafy-atA wynosi
zaledwie 2,7 kcal/mol na odcinku 13 par zasad. Mast dla dupleksow RNA 4
z inhibitorami ré@nica polegajca na obecniwi kanonicznej pary rC-dG, lub niekanonicznej
pary rU-dG wynosi 2,3 kcal/mol na odcinku 7 pasah(lal) i 0,48 kcal/mol na odcinku 10
par zasad. § to wartgci zbyt niskie by skutecznie zabuézatworzenie si
niekomplementarnych duplekséw.a&tograniczenie tworzeniae¢sdupleksu wariant dziki
RNA 4C/gapmer aKM mge by utrudnione, w wikszym stopniu dla krétszego,

a w mniejszym dla ditszego z inhibitoréw.
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Tabela 6. Kluczowe parametry termodynamiczne duplekséw RN#amnzych C/T (A4V), tworzcych st w
obecndci tandemowych oligonukleotyddw.

Typ dziki 4C Mutant 4U

AG"y; Ty DG Ty

ASO | Sekwencja/Struktura (kcal/mol) C)? (kcal/mol)  (°C)?

Sekwencja/Struktura

L
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lal TRRLITT 1241+012  71.8] “°717F TiT°°° 1012:019 61
SRES o) R {omil o U oo IR o K
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la2 ITTITIITTI 17,04+065 80,2 11111 I1T1 16,56 + 0,09 69,5
OCCOOmOOo n:;:c:“}n\m,ﬂﬁ.’i"ﬁ
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Prezentowane struktury obrazumiejsca SNP (czerwony), miejsca modyfikacji w gie antysensowych
gapmerdéw (LNA — niebieski, 2’-O-metylo-RNA — zielghoraz schematycznie - niesparowania weble
dupleksow. % to struktury teoretyczne, wygenerowane w prograRMAstructure 5.0. Pelne zestawienie
uzyskanych danych termodynamicznych w rozdzialeczaliki, Tabela 38, a — temperatura topnienia diuglek
w stezeniu 10°'M

W celu weryfikacji realnych midiwosci inhibitora lal, przeprowadzono reakcj
w ukiadzie trojsktadnikowym, gdzie testowano staépiehibicji reakcji trawienia wariantow
RNA 4 w dupleksie z gapmerem aKM, z udzialem RNe&zy zalenosci od r&nych stzen
inhibitora. W stosowanym zakresiees#n 0,01-5 uM zaobserwowanoze maksymala
inhibicje trawienia wariantu dzikiego RNA 4 aghi¢to w stzeniu inhibitora 0,1uM
I wynosita ona zaledwie 17%. Dla wszych stosowanych ¢en nie obserwowano
wzrastagcego efektu inhibicji. W przypadku wariantu zmutawgo RNA 4U maksymalna
inhibicja 8% zostata uzyskana dopiero wzehiu 5uM. Testowany uktad trojsktadnikowy
z krotszym inhibitorem lal pokazate oligonukleotyd tworzy z RNA dupleks zbyt staby
termodynamicznie, aby konkurowa& gapmerem aKM. Jednak na podstawie obserwacji
innych przykltadow substytucji wiadomee w sytuacji gdy pojawiajsie w reakcji obydwa
warianty RNA, termodynamiczna preferencja poszciggh oligonukleotydow wzgdem
siebie dziata. $t, w uktadzie 4-skladnikowym zastosowano obydwabibdry w nizszym
0,1 uM stezeniu (rwnomolowo do RNA). W analizowanym przypadiaktadanoze lepiej
wydtuzyé¢ inhibitor mapc na uwadze faktze zwkkszanie jego ggenia nie poprawiato
wydajnaci inhibicji hydrolizy wzgkdem RNA typu dzikiego (Rysunek 34, Wykres 36).
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Stezenie inhibitora 7-nukleotydowego (Ial)
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Rysunek 34.Rozdziat elektroforetyczny produktow trawienia degow RNA 4/gapmer aKM w zalroici od
stezenia inhibitora.
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Wykres 36. Wplyw skzenia inhibitora lal na wydajié hydrolizy RNA 4. Wykrez reprezentuje obraezlu
(Rysunek 29) i jego powtérzenie w akszonym zakresie

Hydroliza RNA 4 w ukladzie czterosktadnikowym, vagata,ze niewiele weksz
selektywna¢ mozna uzyska stosujc diuzszy inhibitor 1a2 (ré@nica w wydajnéci trawienia
obydwu wariantdw RNA wynosita 60%), przy jednoczgsh9% inhibicji hydrolizy formy
zmutowanej 4U. Stosag krotszy z inhibitorow, trawienie formy dzikiej FN4C jest
ograniczone w okoto 50%, natomiast nie ma tegotefekgkdem wariantu zmutowanego
RNA 4U (Rysunek 35, Wykresy 37 i 38).
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typ dziki 4C typ dziki 4C
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Rysunek 35.Rozdzial elektroforetyczny produktow trawienia dedéw RNA 4/gapmer aKM RNazH in
vitro.
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Wykres 37. Kinetyka trawienia duplekséw RNA 4 w ukfadzie erosktadnikowym, w 0,1uM stezeniu
inhibitoréw. Wykres reprezentuje przebieg reakditidaz H na podstawie obrazelu (Rysunek 30)
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Wykres 38.Poréwnanie wydajriei hydrolizy RNA 4 w uktadzie dwusktadnikowym (aKMyojsktadnikowym
(aKM + Inh) i czterosktadnikowym.
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Transfekcja linii komérkoweHeLa krotszym z inhibitoréw lal nie wykazata jego
istotnego dziatania wzgllemzadnego z wariantdw RNA, w ktorymkolwiek z analizaweh
stezen. Uzyskany poziom ekspresji nie wykazywat zal@ci wzgledem zastosowanego

stezenia inhibitora i oscylowat zwykle w granicacledd kontroli (Wykres 39).

Transfekcja inhibitorem 7-nukleotydowym Ial

25nM 50nM 75nM 100nM

t“ dziki 4C
mutant 4U

Rysunek 36 Komorki HeLa po transfekcji inhibitorem lal, obserwowana flsmencja biatka GFP.
Powiekszenie 10x.

Tranzycja CIT
(SOD1 A4V) B typ dzki 4G

B mutant 4U
1,2 1 +

o
[ee)
I

Znormalizowana ekspresja G
w komérkach HelLa
o
o -
Il
—r—
_

0,4-
0 25 50 75 100

Stzenie inhibitora lal (nM)
I /

Wykres 39. Zmiana ekspresji GFP pod wptywem inhibitora 7-nokjeowego lal.Stezenia, w ktérych
obserwowano statystycznie istatfm=0,05) r&nice w ekspresji obu form RNA zostaly oznaczone gwiazdk

Z kolei zatosowanie inhibitora la2, Zuod najnkszego stzenia skutkowato
zdecydowanym obpneniem ekspresji wariantu zmutowanego 4U wdgm dzikiego 4C,
obserwowano ujeman korelacg miedzy poziomem ekspresji a regmym stzeniem,
a najniszego sgzenia 25 nM oraz dla dwoch najagzych stzen 100 nM i 150 nM, rénica
w wydajnaci ekspresji midzy wariantem dzikim i zmutowanym RNA 4 okazala istotna
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statystycznie. Dla stenia 25 nM wynosita ona 60%, dla 100 nM - 74%,a180 nM — 45%.
Wida¢, ze zr@nicowanie ekspresji utrzymujeesna zblzonym poziomie niezaimie od
stezenia la2 (Wykres 40).

Transfekcja inhibitorem 10-nukleotydowym Ia2

25nM 50nM 75nM 100nM 150nM

t“ dziki 4C

mutant 4U 25nM

Rysunek 37. Komérki HeLa po transfekcji inhibitorem la2, obserwowana flummencja biatka GFP,
powigkszenie 10x.
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Wykres 40. Zmiana ekspresji GFP pod wplywem inhibitora 10-eokydowego la2. $tenia, w ktdrych
obserwowano statystycznie istetfm=0,05) rénice w ekspresji obu form RNA zostaly oznaczone gwiazdk

Gapmer aKM okazat si dziatd& w komorkach d& selektywnie, na co nie
wskazywaty wyniki uzyskanén vitro. Istotne statystycznie xdice w poziomie ekspresiji
migdzy RNA dzikim 4C a mutantem 4U zaobserwowano tizes 50 nM, 75 nM i 100 nM,
przy czym najwksz réznice uzyskano w steniu 50 nM i wynosita ona 55% (Wykres 41).
Zauwaono ujemn korelacg poziomu ekspresji wzgllem sgzenia dla obydwu wariantéw
RNA.

Po przeanalizowaniu powszych rezultatéw, uzyskanych w komérkach dlademo z
oligonukloetydéw osobno, zdecydowano w uktadziedéanowym zastosowa25 nM i 75

NM stkzenie inhibitoréw oraz 25 nM, 50 nM i 75 nMegénie gapmeru akM.
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Transfekcja gapmerem aKM

typ dziki 4C 10nM 25nM 50nM 75nM 100nM

mutant 4U 10nM 25nM 50nM 75nM 100nM

Rysunek 38. Komorki Hela po transfekcji gapmerem aKM, obserwowana fluonesiee biatka GFP,
powigkszenie 10x.
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Wykres 41. Zmiana ekspresji GFP pod wplywem gapmeru aKMez&tia, w ktérych obserwowano
statystycznie istotn(0=0,05) ré&nice w ekspresji obu form RNA zostaly oznaczone gwiazdk

Uklad tandemowy z krétszym inhibitorem lal nie waoowat selektywnym
wyciszeniem ekspresji zmutowanego wariantu RNA 4Ukemorkach HeLa W serii
powtdrzéd uzyskiwano dé&¢ rozbiezne rezultaty w przypadku niskichesén gapmeru i
inhibitora, zwlaszcza dla uktadu réwnomolowego @& (Wykres 42). Obserwowano
zdecydowanie wksza ujemna korelagj wydajnaci ekpresji i stzenia akKM dla wariantu
zmutowanego RNA 4U. W przypadku typu dzikiego RN@, $oziom RNA w sizeniu lal
25 nM byt mniej wecej staty, natomiast w przypadkwznia 75 nM spadat w miawzrostu
stezenia gapmeru. Z kolei wydajho ekspresji wariantu zmutowanego RNA w tych
warunkach byta obnona mniej wgcej réwno, niezalmie od s¢zenia aKM. Inhibitor w tym
przypadku powoduje jednak zaukadne obnienie ekspresji typu dzikiego RNA, pominme

teoretycznie nie jest zdolny do uruchomienia salakégo degradacji. Uktad dla ktérego
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uzyskano istotsq statystycznie selektywlé wyciszenia, nie zawiera gapmeru (stanowi gedn

z kontroli).
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Wykres 42. Zmiana ekspresji GFP powodowana obécnrpantysensowych oligonukleotydéw tandemowych
lal/aKM. Stzenia, w ktérych obserwowano statystycznie istqte=0,05) ré&nice w ekspresji obu form RNA

zostaty oznaczone gwiazalk

Stosugc w ukiladzie tandemowym inhibitor 10-nukleotydowg2l w przygtych

kombinacjach sten, tylko dla s¢zenia 25 nM/50 nM uzyskano istatstatystycznie rinice

wydajnacici ekspresji, wynosca 26% (Wykres 43). Jest to jednak waétadosé niska, i

pozostaje dyskusyjne, czy wystareza, by méc okrdi¢ sukcesem zastosowanie strategii

oligonukleotydéw tandemowych w przypadku tranzg@iji (C/U).
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Wykres 43.Zmiana ekspresji GFP powodowana obécrpantysensowych oligonukleotydéw tandemowych
la2/aKM. Stzenia, w ktorych obserwowano statystycznie ist@o0,05) rénice w ekspresji obu form RNA

zostaly oznaczone gwiazglk
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2.4  Tranzycja A/G (APP, E693G)

Przypadek tranzycji A/IG wnosi do dupleksu typ dzZ®NA 693A/gapmer eKM
catkiem silnie destabilizage niesparownie rA-dC (+5,31kcal/mol), natomiastugdr
niekanoniczna para twamea st w dupleksie mutant RNA 693G/inhibitor, rGYUskutkuje
tylko niewielka zmiary trwatcsci (+1,64 kcal/mol z 7-nukleotydowym inhibitoremillet1,44
kcal/mol z 9-nukleotydowym inhibitorem le2), niexmaie zaburzag jego struktu.
Oznacza toze przy nieco obmpbnym powinowactwie RNA typu dzikiego do gapmeru,
jednoczénie mana se¢ spodziewd, ze czsteczka inhibitora dulzie hybrydyzowa
w podobnym stopniu do obydwu wariantbw RNA. W tyrantekécie daé¢ zaskakujce
okazaly st wartcici statej whzania obydwu wariantow RNA z gapmerem, uzyskanedaet
EMSA. Podobnie jak w przypadku tranzycji odwrotndgpu G/A, stata wizania dupleksu
Z niesparowaniem jest mniej ¢gej o potowe mniejsza od wartei statej wazania dupleksu
komplementarnego (Rysunek 39). Wynik ten jest rastéapcy, poniewa bazupc na
danych termodynamicznych spodziewanprsiczej tendencji odwrotnej. Zapewne by maoc
w peini poréwnywa dane termodynamiczne ze stabiazania, nalgatoby przeprowadzi
obydwa eksperymenty w identycznych warunkach buwfgolh, wiadomo bowiem, zi

obecn&¢ magnezu w roztworze znago podnosi stabilnd dupleksow.

Tabela 7.Kluczowe parametry termodynamiczne duplekséw RN#anzych A/G (E693G), tworgcych se
w obecndci tandemowych oligonukleotyddw.

Typ dziki 693A Mutant 639G
| DGy Ty - DGy Ty
ASO Sekwencja/Struktura (kcalimol) ~ (°C)® Sekwencja/Struktura (kcalimol)  (°C)®
cCCcCmobrooalch ceccoorn Troren
lel IIrrinl 9,24+£0,04 516 T 111 7,52+0,01 43,0
rp § e op { el el o e S'\s::r‘;xc,.. =
CoCcCmOPrOBDEORCO Cccmnhm’m“bmbcm
le2 LITLITIT] 11885000 587 ITT TITITT 1044:006 520
e DCOL 0RO
h=1
Doy’ TEODCH
ekv | TTTILIT L1111 11.69:015 573] FFTPTTPTIPITT 17.00%048 73,2
pEROOHO. TOCEO BPEBOO-HOO-HOCE O

Prezentowane struktury obragupmiejsca SNP (czerwony), miejsca modyfikacji w ¢ilde antysensowych
gapmeréw (LNA — niebieski, 2'-O-metylo-RNA — zielgnoraz schematycznie - niesparowania weble
dupleksow. $ to struktury teoretyczne, wygenerowane w prograigAstructure 5.0. Pelne zestawienie
uzyskanych danych termodynamicznych w rozdzialezaliki, Tabela 42, a — temperatura topnienia diuglek
w stzeniu 10°M
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Stezenie gapmeru eKM
[nM]

0 25 50 75 100 150 200 250 300 400 5000 750 1000 0 75 100 150 200 250 300 400 500 750 1000 1150 1300

bttt el R b Ty

| 3
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Rysunek 39.Tworzenie si dupleksu RNA/gapmer eKM w warunkach niedenatoygh (8 mM MgC})
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Wykres 44.Tworzenie duplekséw RNA 693/gapmer eKM. Na podstamdwrotndci prezentowanej zateosci
wyznaczano stale wazania dupleksow. Wykres reprezentuje proces twdszeR dupleksu na podstawie
rozdziatlu w niedenaturagym zelu poliakrylamidowym (Rysunek 39).

W oparciu o posiadanezuoswiadczenie optymalizacyjne wastm skzen inhibitora,
i  pewm badawcz intuicje, przeprowadzono eksperyment w ukladzie troj-
i czterosktadnikowym, w gteniu inhibitoréw 1uM. W nieobecnéci drugiego z wariantow
RNA, typ dziki 693A byt prawie doszeinie hydrolizowany gdy stosowano inhibitor
7-nukleotydowy lel, natomiast wydiona do 9-nukleotydow, ggteczka inhibitora le2,
bardzo skutecznie ograniczatghtydrolize. Forma zmutowana RNA 693G byta bez przeszkéd
trawiona w obecri@i krotszego z inhibitorow, natomiast w obeério czasteczki
9-nukleotydowej obserwowano inhib¢dpydrolizy na poziomie 40%. Ukiad trojsktadnikowy
wykazat maksymaknselektywnd¢ na poziomie okoto 40%, w obeciwd dtuzszego wariantu
inhibitora. Ukitad czterosktadnikowy nie zmienit agtie profilu hydrolizy, powtarza¢
rezultat osigniety w nieobecnéci drugiego z wariantow RNA (Rysunek 40, Wykresy 45
i 46). By moze zastosowanie ¥szego sizenia inhibitora le2 nie powodowatoby tak

znacznego obgenia poziomu hydrolizy formy zmutowanej RNA 693@&po¢ z drugiej strony
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uzyskane dane termodynamiczne pozwolity przewidziee czsteczka inhibitora,
w analizowanej konfiguracji niesparoianaze nie wykazywa selektywndci hybrydyzaciji.

typ dziki 693A typ dziki 693A
typ dziki 693A mutant 693G mutant 693G mutant 693G
eKM KM ekM eKM
lel Ie2 el L lel Ie2

TS ESSKERES2R D 52 2000 KESS (e S8 S8 1 (01 8007 IS 3048 S128 S528 8107 $00 S IME] S ERSRK: 5 20| 5 20°

- - --------—r-----
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- - _—
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L]

Rysunek 40.Rozdziat elektroforetyczny produktéw trawienia defgow RNA 693/gapmer eKM w ukladzie
troj- i czterosktadnikowym.

e — ™
120 —&—typ dziki 693A - lel
—&—mutant 693G - lel
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100 4 9| —A—mutant 693G - le2
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Wykres 45.Kinetyka hydrolizy RNA 693 w uktadzie czterosktakiowym w stzeniu inhibitorow LM. Wykres
reprezentuje iléciowo przebieg reakcji z RNaz H na podstawie rozdzialu produktow wielu
poliakrylamidowym (Rysunek 40)
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Wykres 46. Poréwnanie wydajni@i hydrolizy RNA 693 w ukladzie dwusktadnikowym (BK,
trojsktadnikowym (eKM + Inh) i czterosktadnikowym.

Eksperymenty w linii komorkowej wykazaly znace r&nice w wydajnéci
ekspresji, powodowane obedom krotszego inhibitora lel, ktéry stymulowat wzrost
poziomu RNA typu dzikiego 693A przy jednoczesnyradfu wydajnéci ekspresji wariantu
zmutowanego RNA 693G. Efekty te wyaagic by¢ w korelacji ze stzeniem inhibitora
(Wykres 47). Diuszy inhibitor w wyszych sgzeniach (>75 nM) spegowat efekt
wyciszenia przede wszystkim wariantu dzikiego RN83A (Wykres 48). W ukiadzie
tandemowym postanowiono przetestowiahibitor lel w sgzeniach 25 nM i 75 nM,
a inhibitor le2 w sizeniach 25 nM i 50 nM. Kale z nich skutkowato d6é znaczi réznica

w poziomie ekspresji mtlzy dwoma wariantami RNA 693.

(" Tranzycja AIG (APP, E693G) h
inhibitor le 1 B typ dziki 693A

2,1 B mutant 693G
(D . + +
= o 1,9 +
oo 1,74
= O
2T 154
(]
o E 1,31
85111 1 |
g5 I
g2 097 i
[ B
é 2 0,7
S 051
N 03

0,1-

0 25 50 75 100
Stzenie inhibitora lel (nM)
- )

Wykres 47. Zmiana ekspresji GFP pod wptywem inhibitora 18¥yniki reakcji gPCR —$rednie poziomy
ekspresji dwoch wariantbw RNA w zateosci od stzenia stosowanych oligonukleotydéw poddane byty
analizie statystycznej (P<0,05). Istotne statysticr&nice w ekspresji oznaczono gwiaadk
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Tranzycja AIG (APP, E693Q)
inhibitor le2

197 B typ dzki 693A
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Wykres 48. Zmiana ekspresji GFP pod wptywem inhibitora le2. n\iy reakcji gqPCR —$rednie poziomy
ekspresji dwoch wariantéw RNA w zateosci od stzenia stosowanych oligonukleotydéw poddane byty
analizie statystycznej (P<0,05). Istotne statysticr&nice w ekspresji oznaczono gwiaadk

Czasteczka gapmeru eKM, przede wszystkim w poréwnaniinhibitorem le2,
powodowata nieco wkszy efekt wyciszenia w #mezych stzeniach, ktory jednak
wyroéwnywat s¢ w wyzszych s¢zeniach z badanego zakresu. g0sicto catkiem interesgge
zroznicowanie ekspresji w gteniu 25 nM (30%) i 50 nM (43%). W vrgzych stzeniach
ekspresja ulegata obx@niu w podobnym stopniu dla obydwu wariantow RNAyRAés 49).
Do transfekcji w uktadzie tandemowym wybrangzenia gapmeru 50 nM, 75 nM i 100 nM.

e . N
Tranzycja AIG (APP, E693Q) | typ dziki 693A
gapmer eKM B mutant 693G
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Wykres 49. Zmiana ekspresji GFP pod wptywem gapmeru eKM. Wiynglakcji gPCR —rednie poziomy
ekspresji dwoch wariantbw RNA w zateosci od stzenia stosowanych oligonukleotydéw poddane byty
analizie statystycznej (P<0,05). Obeghazerwonej gwiazdki nad poziomem ekspresji w dargtieniu
0znacza rénice istotry statystycznie.

Pierwszy z zastosowanych uktadow tandemowych,0tskym inhibitorem lel, nie

powodowat selektywnego wyciszania wariantu zmutaganRNA wzadnej z testowanych
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kombinacji s¢zen. Dla kilku konfiguracji obserwowano raczej ekszy tendenci do
wyciszania ekspresji RNA typu dzikiego, ¢hbyty to r&nice niewielkie (okoto 10-15%)
i tylko w jednym przypadku istotne statystycznieyihes 50). Najprawdopodobniej inhibitor
lel tworzyt z RNA dupleks zbyt staby termodynamieznby ogranicz§ wiazanie st
gapmeru do RNA typu dzikiego, na co wimae wskazyj rezultaty uzyskane w warunkath

vitro.

Transfekcja inhibitorem Iel/gapmerem eKM

typ dziki 693A 25nM/0 25nM/50nM 25nM/75nM 25nM/100nM
mutant 693G 25nM/0 25nM/50nM 25nM/75nM 25nM/100nM

Rysunek 41. Komérki HeLa po transfekcji oligonukleotydami tandemowymi |k, obserwowana
fluorescencja biatka GFP, paskiszenie 10x

e N
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Wykres 50.Zmiana ekspresji GFP powodowana obécnrpantysensowych oligonukleotydéw tandemowych
lel/eKM. Stzenia, w ktérych obserwowano statystycznie isfqtir0,05) r@&nice w ekspresji obu form RNA
zostaty oznaczone gwiazalk

Drugi z uktadow tandemowych, z derzym inhibitorem le2, wykazat interesog, i
istotne statystycznie, zdicowanie poziomu ekspresji 0 45%, w konfiguratjizen le2/eKM
25 nM/100 nM. Byt to najlepszy z uzyskanych rezidita dla analizowanej tranzycji A/G,

chat moze on budai watpliwos¢ w odniesieniu do ogdlnej tendencji obserwowangj dl
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obydwu wariantow RNA (Wykres 51). Nale jednak pamitac, ze efekty obserwowane w
komérce s wypadkows wielu czynnikdéw, ktére csmsto, z ranych powoddéw, pozostj

niezdefiniowane.

Transfekcja inhibitorem Ie2/gapmerem eKM

25nM/0 25nM/50nM 25nM/75nM 25nM/100nM

t“ dziki 693A

mutant 693G 25nM/0 25nM/50nM 25nM/75nM 25nM/100nM

Rysunek 42. Komorki HelLa po transfekcji oligonukleotydami tandemowymi |eRXé obserwowana
fluorescencja biatka GFP, paskiszenie 10x.
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Wykres 51. Zmiana ekspresji GFP powodowana obécnrpantysensowych oligonukleotydéw tandemowych
le2/eKM. Stezenia, w ktérych obserwowano statystycznie istqte=0,05) ré&nice w ekspresji obu form RNA
zostaty oznaczone gwiazalk

25 Podsumowanie

Na podstawie powyszych eksperymentéw, przeprowadzonych dlazhyoch typow
substytucji nukleotydowych, uzyskano wiele ciekawyenioskow, ktore pozwalajrealnie
ocent szanse powodzenia alleloselektywnej hydrolizy RA\vykorzystaniem tandemowych
oligonukleotydéw. Dobrze rokaga przestank dla powodzenia analizowanej strategii byty
dane termodynamiczne dla badanych sekwencji, ohggmudne konfiguracje niesparowa
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Stanowity one pierwsze otrzymane wyniki i sugerajozliwos¢ dyskryminacji pewnych

duplekséw niekomplementarnych przez silniejszevietnianty komplementarne (Tabela 8).

Potwierdzity s¢ jednak przypuszczeniage same reguly trwatci termodynamicznej nie

wystarca do zdefiniowania aktywrigi biologicznej antysensowych oligonukleotydow.

Tabela 8. Zestawienie energii

swobodnych AG°s;, kcal/mol) duplekséw RNA z  okéenymi

oligonukleotydami antysensowymi w ramach koncepgindemowych oligonukleotydéw. Znace dla
koncepcji ré@nice w stabilnéci termodynamicznej duplekséw piwdetlono nazétto.

SOD1 SNCA SNCA APP
46G/A 53G/A 717G/IA
dziki | mutant | dziki | mutant | Dziki |mutant | dziki |mutan t
Inh1 11,83 7,76 10,33 6,22 9,31 7,71
Inh2 20,98 | 13,45 | 16,12 | 10,58 | 15,01 | 10,36
gapmer 20,59 23,95 16,29 18,99 10,48 10,98
ACIT 692C/G
Inh1l 12,41 10,12 9,29 4,6
Inh2 17,04 16,56 12,6 8,64
gapmer | 17,62 20,24 9,81 17,52
693A/G
Inh1 9,24 7,52
Inh2 11,88 10,44
gapmer 11,69 17,00

Podsumowujc uzyskane rezultaty nmana sformutowé nastpujace konkluzje:

1)

W przypadku transwersji C/G udatogsuzysk& zdecydowane zédicowanie
RNA wuktadzie

czterosktadnikowymin vitro. Z zastosowaniem dhszego 10-nukleotydowego

poziomu hydrolizy formy dzikiej i zmutowanej
inhibtora (1b2), w rownomolowym &teniu z RNA, ograniczono trawienie RNA
typu dzikiego o 86% bez wplywu na hydralifZormy zmutowanej. Krotszy
inhibitor nie umaliwiat selektywnej hydrolizy. W linii komorkoweHelLa zaden
z inhibitorow samodzielnie nie wplywat na poziom RN692. W ukiadzie
z gapmerem, krotszy z inhibitoréw Ibl istotniezmitowat poziom ekspresji

wariantu dzikiego i zmutowanego RNA, w konfigurastizen 1b1/bKM 25 nM/50
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2)

3)

nM na poziomie 46%, oraz wegeniach 25 nM/ 100 nM na poziomie 27%.
Dtuzszy inhibitor w uktadzie z gapmerem indukowat sgfeke wyciszanie formy
zmutowanej 692G na poziomie 39% w uktadziget Ib2/bKM 25 nM/50 nM.

Eksperymentyin vitro przeprowadzone dla wszystkich trzech sekwencjiARN
(717, 46 i 53) obarczonych tranzyc{s/A wykazaty, ze krotszy inhibitor 7-
nukleotydowy, w dziegtiokrotnym nadmiarze w stosunku do RNA, skutecznie
hamuje hydroliz formy dzikiej RNA, pozostap bez wegkszego wpltywu na
trawienie wariantu zmutowanego. R&zy inhibitor 10-nukleotydowy dziatat
efektywnie jedynie dla sekwencji RNA 717, w pozésth przypadkach
powodowat take znaczny spadek wyjdajie hydrolizy formy zmutowanej, od 50
% (RNA 53) do 70% (RNA 46). W linii komérkowejeLa, wobecsekwencji RNA
717 nie uzyskano selektywnego wyciszenia formy owahej RNA zzadnym

z inhibitorow (maksymalna uzyskanaznica w poziomie ekspresji dziki/mutant
wynosita 11 % dla uktadu Id2/dKM 25 nM/ 75 nM). Wadem sekwencji RNA
46, krotszy inhibitor k2 dziatat mniej lub bardgiselektywnie w w¢kszaci
zastosowanych uktaddw c¢gen [Ik2/KKM. Najwigksze zra@nicowanie ekspres;ji
obydwu wariantéw RNA na poziomie 65% uzyskano wflgamacji sezen 25 nM/
50 nM. Dhuzszy inhibitor 1kl najskuteczniej dziatat w uktadzezen 1k1/kKKM 25
nM/ 75 nM, dagc réznice w ekspresji obu RNA na poziomie 47%. Dla sekwencji
RNA 53 osagnicto w komdrkach rénice w wydajnagci ekspresji formy dzikiej

i zmutowanej RNA na poziomie 45% w ukladzie krotsakibitor Ih1/hKM 25
nM/100 nM, oraz w ukiladzie dhszy inhibitor Ih2/hKM 25 nM/100 nM na
poziomie 33%. Rezultaty uzyskane w ramach bata vitro udato s¢ wiec
powtorzy w linii komorkowejHelLadla RNA 46 i RNA 53.

W uktadzie tranzycji C/T (C/U)in vitro krotszy inhibitor 7-nukleotydowy obiyt
poziom hydrolizy wariantu dzikiego RNA o 46% bez tywpu na wariant
zmutowany, natomiast dtgzy inhibitor 10-nukleotydowy ograniczyt trawienie
RNA typu dzikiego o 75%, a mutanta o 15%. W komérddelLatransfekowanych
uktadem tandemowym =z krotszym inhibitorem nie obsevano istotnej
statystycznie selektywnosci wyciszenia. Zastosowamituzszego inhibitora
pozwolito uzyska roznice w ekspresji wariantow dzikiego i zmutowanego na

poziomie 26%.
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4)  Dla tranzycji A/G, w warunkachn vitro nie obserwowano spadku wydajnb
hydrolizy formy dzikiej RNA w obecri@i krotszego 7-nukleotydowego inhibitora.
Z kolei diwzszy 9-nukleotydowy inhibitor ograniczat hydralizvariantu dzikiego
0 80% a hydroliz mutanta RNA o 40%. W komorkach w obegriokrotszego
inhibitora w uktadzie tandemowym obserwowanocksze obnienie ekspresii
formy dzikie] RNA, natomiast ditszy inhibitor istotnie ograniczyt hydroZormy
dzikiej w stosunku do formy zmutowanej o 45%, wadkdie stzen le2/eKM 25
nM/100 nM.

Tabela 9. Zestawienie najlepszych rezultatéw alleloselektyjwigdrolizy RNA zawieraicych SNP,
uzyskanych w warunkach trauiién vitro oraz w liniach komérkowych. Uwzglniano ré@nice powyej 15%.

Na niebiesko podvietlono najlepsze ziémicowanie, nazoto rezultaty zblione w warunkachin vitro
i w komdrkachHelLa

Tvp substvtucii | Rezultat w warunkachin vitro - Rezultat .
yp substytucy w linii komérkowej HelLa
nukleotydowej Stezeni
(SNP) inhibitor ré znica _Stezenie réznica
inhibitor/gapmer
clG 7t ) 25 nM/50 nM 46%
0]
(A692G) 25 nM/ 100 nM 27%
10 nt 86% 25 nM/50 nM 39%
G/A 7 nt 80% - -
(V7171) 10 nt 84% - -
G/A 7 nt - 25 nM/ 50 nM 65%
(E46K) 10 nt 49% 25 nM/ 75 nM AT%
G/A 7 nt 83% 25 nM/ 100 nM 45%
(A53T) 10 nt 45% 25 nM/ 100 nM 33%
CIT (C/U) 7 nt 20% - -
(AdV) 10 nt 60% 25 nM/ 50 nM 26%
AIG 7 nt 22% - -
(E693G) 9 nt 42% 25 nM/ 100 nM 45%

3 Zastosowanie motywow strukturalnych zaburzagcych helikalncéé¢ dupleksu
RNA/ASO, w celu alleloselektywnej hydrolizy RNA zawerajacych SNP

Proponowane w niniejszym rozdziale pddeg zaktada wykorzystanie antysensowych
oligonukleotydéw typu gapmer, ktorych sekwencja talas zaprojektowana tak, by

z docelowym RNA tworzyly dupleks zawiegay w czsci RNA/DNA réznego rodzaju
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motywy strukturalne, przede wszystkim pojedyncpedwojne niesparowania rozmieszczone
w rdznych rejonach heterodupleksu oraz symetryczette @ jednostronne wybrzuszenia
nukleotydowe. Gapmer jest skonstruowany w taki 8ppsby mimo niepetnegj
komplementarnéci, z wariantem zmutowanym RNA zawsze twdrzglupleks bardziej
stabilny termodynamicznie, niz wariantem dzikim. Wksze zaburzenia helikalnej struktury
dupleksu w przypadku formy dzikiej RNA moggraniczéd jego hydroliz z udzialem
rybonukleazy H.

Gapmery

» u

WT mMRNA WT - mRNA
W
Rnmsen R g
Mut L mRNA Mut -
o =y ) vy
e v

Rysunek 43.Schemat ideowy alleloselektywnej hydrolizy RNA z keyzystaniem motywéw strukturalnych
zaburzajcych helikalné¢ dupleksu.

Hydroliza heteroduplekséw z udziatem RNazy H preghizwykle w okolicy 4-5 nukleotydu
RNA poczwszy od jego 5 kaca. Bazuyjc na chimerowych oligonukleotydach, w ktérych
gap zawierat 7 nukleotydow DNA, postanowiono posgéine motywy strukturalne
zlokalizow& w 3 regionach heterodupleksu: przynkao 5’ fragmentu DNA, wsrodku, oraz

przy kaacu 3’ fragmentu DNA.

3.1 Transwersja C/G (APP A692G)

W serii b, dedykowanej transwersji C/G, zaprojekioo 47 oligonukleotydow
antysensowych typu gapmer. \stie dla wszystkich przeprowadzono test RNazy el
wytypowania oligonukleotydéw aktywagych enzym selektywnie wzaglem dupleksow
z wariantem zmutowanym RNA. Oligonukleotydy prd@kano z zamystem wprowadzenia

w okreslone miejsca dupleksu takich motywdw strukturalnyak pojedyncze i podwdjne
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niesparowania, jednostronne wybrzuszenia nuklestgdoraz tréjnukleotydowe, rzadziej

czteronukleotydowe ¢le wewretrzne. Wszystkie przeanalizowane

typy motywow

strukturalnych dla transwersji C/G APP A692G, wrarezultatem testu RNAzy H, zostaty

zaprezentowane w tabelach 10-12 i 14-16.

Tabela 10. Zestawienie rezultatéw trawiewariantow RNA 692 z udzialem rybonukleazy iH vitro
w zaleznosci od zaplanowanej struktury dupleksu z oligonuigfdem antysensowym, gapmery bKW-b8BrG.

Dziki 692C Mutant 692G
Wydajnos¢ Wydajnos¢
ASO Sekwencja/Struktura | hydrolizy Sekwencja/Struktura hydrolizy
(%0) (%0)
{5 5 0
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Prezentowane struktury obrazumiejsca SNP (czerwony), miejsca modyfikacji w ¢ie antysensowych
apmerow (LNA — niebieski, 2'-O-metylo-RNA — zielgn 8-bromodeoksyguanozyr{czerowna kropka) orag
gap Y Y9 y p
schematycznie - niesparowania w¢lhe dupleksow. $to struktury wygenerowane w programie RNAstructure
5.0. Wartdci oznaczone kolorem zielonym i pwdetlone nazotto reprezentwj silng dyskryminacg hydrolizy
wariantu dzikiego RNA, kolorem niebieskimesziowa dyskryminacg, a kolorem czerownym — kicowanie w
niepazadanym kierunku.
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Jw podczas testowania koncepcji tandemowych oligauatikdéw zauwzono, ze
pojedyncze niesparowanie w dupleksie typ dziki R@alimer nie ma wptywu na poziom
hydrolizy RNA. Dlatego w pierwsze] kolejga postanowiono zweryfikowa czy
zwickszenie obszaru niehelikalnych oddziatywav obrbie fragmentu gapu zmieni
wydajnas¢ trawienia ktéregokolwiek z duplekséw. Zaobserwoweie w miae powickszania
liczby niesparowé& w obrbie gapu, dupleks byt coraz stabszym substratemRéazy H.
Podwojne niesparowanie umiejscowione zarowno przioacu, w srodku, jak i przy 3’
koncu regionu gapu nie powodowato okgmnia wydajnéci trawieniazadnego z wariantow
RNA (oligonukleotydy b1, b2 w obydwu dupleksachaob8 i b12 w dupleksie z mutantem
RNA). Natomiast gdy dodano trzecie niesparowanitakivsposolze wystpowato ono tylko
w dupleksie z form dzika RNA (oligonukleotydy b8 i b12) lub w dupleksie zamantem
zmutowanym (b9), obserwowano bardzo wysog&elektywné¢ hydrolizy. Trawieniu
praktycznie w cakri ulegat dupleks zawiergy podwojne niesparowanie, natomiast

_typ dziki 692C ‘ mutant 692G

K bKWbKM bl b2 b7 b8 b9  bl2 b8BrG| K DKW bBKM bl b2 b7 . b8 b9 bi2 bSBrG
e T
— — .
-
: - - . _ o~

= - ‘ 2

: : : - -
-

Rysunek 44.Rozdziat elektroforetyczny produktéw hydrolizy wamtéw RNA 692 w dupleksach z gapmerami
bKW-b8BrG, K-kontrola (RNA bez ASO), bKW-b8BrG -stewane oligonukleotydy antysensowe).

hydroliza dupleksu z trzema niesparowaniami bylaaoigzona do minimum. Zmierzono
parametry termodynamiczne dupleksow, dla ktoryckeolwowano rénicowanie poziomu
hydrolizy (Tabela 13). Ich poréwnanie wykazale trzecie niesparowanie wynikag
z wystpowania SNP, destabilizuje dupleks w stopniu unidiwajacym jego tworzenie gi
w temperaturze 37°C. Dgdi temu jeden z wariantow RNA jest chroniony prediroliza.
By potwierdz¢ stuszné¢ takiego wnioskowania, postanowiono wydtd docelowe RNA,

jak i antysensowe gapmery z 13 do 15 i 17 nuklebtydachowujc analizowane motywy w
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miejscu dotychczasowego wypbwania w obgbie sekwencji (seria bis — 15 mery, seria
prim 17-mery). W serii bis zachowano charakteryaty dla 13-merdéw uktad fragmentow
okalapcych gap DNA (trojnukleotydowa sekwencja LNA/OMe/RN a sam gap wydkono
do 9-nukleotyddéw. W serii prim zastosowanggmnukleotydowe sekwencje okalag gap
w uktadzie LNA/OMe/LNA/OMe/LNA, pozostawia¢ 7-nukleotydowy gap. Jakesbkazato,
w serii bis ré@nice termodynamiczne, wygtujace dla duplekséw 13-nukleotydowych
wyrownaly sg¢, natomiast selektywné hydrolizy pozostata nie zmieniona. W tym koritgk
mozna stwierda, ze nie stabilngé termodynamiczna dupleksu, a lokalne zaburzenie jeg
struktury helikalnej, powodowane obeéni niesparowania rC-dC sprawize zawierajcy
je dupleks nie pasuje do miejsca aktywnego enzyMuniosek ten potwierdza i
w przypadku serii prim, gdzie xdice termodynamiczne pozostaty (zwlaszcza dla dkgple
z gapmerem b8’, dla dupleksu z gapmerem bl2ioa jest niewielka), natomiast zatracono
selektywna¢ hydrolizy (Tabele 11 i 13). Bardzo silne wzmocméekoncéw dupleksu przez
piecionukleotydowe sekwencje okalaeg gap prawdopodobnie zu skuteczniej pomaga
utrzyma struktue helikalm, niz w przypadku obecrici sekwencji tréjnukleotydowych.
Uzyskany rezultat wskazujeze nie ma bezpoedniej zalenosci migdzy stabilngcia
termodynamicza dupleksu, a jego podatéma na hydroliz rybonukleaz H, dopdki
destabilizacja catkowicie nie ogranicza tworzenigpldksu. Obecri@ niesparowa zaburza
jednak konformaej helisy, co prawdopodobnie ma w tym przypadku degypy wptyw na
wydajna¢ hydrolizy RNA w dupleksie, z racji jego niedopasowa do centrum aktywnego
enzymu.

Inng $ciezka oskgniccia selektywnej hydrolizy RNA bylo wprowadzenie do
antysensowego gapmeru 8-bromodeoksyguanozyny wscuigparowania siz SNP, jako
czynnika potencjalnie edicujacego dupleksy pod wzglem termodynamicznym. Pomyst
ten pojawit st pod wpltywem doniesie literaturowych, ze modyfikacja ta narzucsj
guanozynie konformagjsyn w homodupleksach RNA zdecydowanie wzmacnia tri¢ato
niekanonicznej pary rG-rG [214, 215], nawet o okbfokcal/mol. Oczywicie tak silny efekt
niewatpliwie zalezat takze od nukleotydowegoasiedztwa modyfikowanej pary, ktorym we
wspomnianym przypadku byt 7-nukleotydowy fragmerdwiorzer trojnukleotydowych
CGG. Natomiast bardzo atrakcyjna bytaaneosé wzmocnienia dupleksu, w ktorym RNA
ma by degradowane. W analizowanych w niniejszej praggleksach z wariantami RNA

3 hie zmieniono niekanonicznych par, natomiast pmziesiu do srodka ulegto fizyczne miejsce ich
wystepowania
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692, obecn& 8-bromodeoksyguanozyny w kanonicznej parze z oykyd(typ dziki)
rzeczywicie destabilizowata trwasé (AG%;) tak modyfikowanego dupleksu (+1,98
kcal/mol), podczas gdy w niekanonicznej parze zngagry (forma zmutowana) stabilizacja
wzgledem dupleksu niemodyfikowanego wynosita -0,36 koal/ Termodynamicznie wc,
dupleks RNA typu dzikiego z gapmerem komplementarng8BrG nadal pozostawat
trwalszy od dupleksu z mutantem RNA, zawigegn niesparowanie rG-d8BrG, aczkolwiek
roznica w trwatdci zmniejszyta si wzgledem dupleksow niemodyfikowanych z 3,92 do 1,58
kcal/mol (Tabela 13). Rezultaty trawiiez udzialem RNazy H pokazatye obecnéc

8-bromoguanozyny nie wptywa na wydagadydrolizy w warunkacln vitro.

Tabela 11. Zestawienie rezultatéw trawiewariantow RNA 692 z udzialem rybonukleazy iH vitro
w zaleznosci od planowanej struktury dupleksu z oligonuklet@m antysensowym; gapmery b8”-b12’.

Dziki 692C Mutant 692G
AS Wydajnos¢ Wydajnosé
o Sekwencja/Struktura hydrolizy Sekwencja/Struktura hydrolizy
(%) (%)
1) F—m c.
coccon” o oo o Pt = Com
» IT1 CoCoonoBaR BCo
bg" | ILIIIL 111~ 11} 49+43 | ITHITIITL  ITT 96,4 +1,2
, cncccm’n‘TmT}._mTT?TT cncccmmbmb’b_mbcmcm
bg' | ITITIT TIL LTI | 936=+13| TITTITIIEL ITQTT | 91,8+1,0
—rm B—m
n’b“m
” coccen reorco SO cocccny Cmporcn O
12" IILIIL  LLLLIL 2839 | DIl MILIL 454 £113
[ S B—a
=
/:."'H-.
, A mrl-rlrmrlrcmcm i i BT Pt
b12' | ITTTIT  RITITOID | 933+16| ITTTI] TIRITETY | 959+04
nhb/m B—o
Prezentowane struktury obrazumiejsca SNP (czerwony), miejsca modyfikacji weltie antysensowych
gapmerdw (LNA — niebieski, 2’-O-metylo-RNA — zielpn oraz schematycznie - niesparowania wbler
dupleksow. % to struktury wygenerowane w programie RNAstructiu@ Wartdci oznaczone kolorem
zielonym i podwietlone nazétto reprezentuj silna dyskryminacg hydrolizy wariantu dzikiego RNA, a kolorem
niebieskim - czsciowa dyskryminacg.
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Rysunek 45.Rozdziat elektroforetyczny produktéw trawienia Rjd2 dupleksow RNA 692 z wybranymi
oligonukleotydami antysensowymi. Rysunek lewy: gapnb8 i b12 wydtaone do 15-meréw (seria bis) i 17-
merdw (seria prim); rysunek prawy: trawienie z atkam gapmeréw wnoseych do duplekséw jednostronne
wybrzuszenia nie bylo selektywne; T1-trawienie RNybonukleaz T1, F- hydroliza alkaliczna RNA, K-

kontrola.

Nastpnym etapem bylo przetestowanie wptywu jednonukigoivych wybrzusze
Oligonukleotydy typu gapmer zaprojektowano tak, magc ocent wplyw wybrzuszenia

wystepujacego w obgbie miejsca SNP, zaréwno po stronie RNA, jak i porse gapmeru.

Trawienie rybonukleaz H nie wykazato znaezych r&nic w wydajndci hydrolizy
ktoregokolwiek z dupleksow, s# ptynie wniosek,ze obecné¢ jednonukleotydowych
wybrzuszé w dupleksach RNA/ASO nie wptywa na wydajddch trawienia z udziatem

RNazy H.

Tabela 12. Zestawienie rezultatow trawiewariantow RNA 692 z udzialem rybonukleazy iRl vitro w
zalezndéci od planowanej struktury dupleksu z oligonuklet®sn antysensowym; gapmery 1b-3b, wraoszdo
dupleksow wybrzuszenia jednostronne.

Dziki 692C Mutant 692G
Wydajnosé Wydajnosé
ASO Sekwencja/Struktura hydrolizy Sekwencja/Struktura hydrolizy
(%0) (%0)
1b 110 TTTITIss 97,607 | TFFT FTTIoiee 97,3+1,3
ML LIIITTT 62071 TIIT IFTITIf s
cccm/nmbmbbmbcm o)
l l l l l ‘l., 5 se b = e
2b LJ:'_‘L\O_P:/L}-;—anb 97112 §7ii] TTLIILTL 97,7+21
ab/
/n“‘“:-mb:-mbcﬂ e BOEBODRCO
+ (omf sl alf -+ 1 +
® | W erestel qifpp ATLLLL ) 975209
Prezentowane struktury obrazujniejsca SNP (czerwony), miejsca modyfikacji w diie antysensowych
gapmeréw (LNA — niebieski, 2'-O-metylo-RNA — zielgn oraz schematycznie - niesparowania webler
dupleksow. $ to struktury teoretyczne, wygenerowane w prograRiistructure 5.0.
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Tabela 13. Zestawienie parametrow termodynamicznych duplekd®WA 692 z gapmerami istotnie
réznicujacymi poziom hydrolizy.

Typ dziki 692C Mutant 692G
ASO (kcAa(I?m3(7)I) pé:) ASO (kcAa(I?r;Z)I) Z»“é)
bKW 16,35+ 0,39 65,8 bKW 12,43+0,12 54,4
bKM 9,81+0,08 486 bKM 17924059 67,2
b8 492+014 28,7 b8 831+001 434
b12 505+013 30,1 b12 8,79+0,03 45,2
b8BIG 14374018 61,4 b8BIG 12794006 56,0
b8’ 8,84+004 525 bg” 914+0,02 48,7
b12" 732+002 44,8 b12” 758+003 42,3
b8 10,52+ 0,07 48,8 b8 18004021 63,5
b12 10,42+0,09 51,9 b12 12,65+0,18 63,8
b13 819+001 47,3 b13 814+002 451
b14 801+002 47,1 b14 760002 44,1
bUN1 536+004 31,0 bUN1 9,85+0,05 488
bUN2 451+0,07 28,1 bUN2 8,00+0,04 434
bals 9,50+0,08 582 bals 7.03:0,04 389
balé 10,08+0,09 57,0 balé 813+001 46,6
bal7 10,13+0,06 54,6 bal? 857+002 452

Kolorem zielonym oznaczono oligonukleotydy, ktére dupleksach dobrze idicowaty poziom hydrolizy
selektywnie wzgidem mutanta RNA, kolorem niebieskim oligonukleotykiyre ré&nicowaty hydroliz w
mniejszym stopniu. Komorki tabeli pédietlone na szaro wskazupligonukleotydy, dla ktérych wygpuje
znacaca r&nica AA G’37) termodynamiczna w dupleksach z typem dzikim itantem RNA.

Petne zestawienie uzyskanych danych termodynamitemyrozdziale Zalczniki, Tabela 41, a — temperatura
topnienia dupleksu wgteniu 10'M

Dla potwierdzenia selektywsdoi, obserwowane] dla dotychczas analizowanych
oligonukleotydéw, wzgldem dhiszych RNA, przeprowadzono test RNazy H, wykorzystu;
jako docelowe casteczki 99-nukleotydowe RNA, zawiegag analizowany typ substytucji —
transwersj C/G w jej naturalnym kontékie sekwencyjnym. Gateczki uzyskano w reakcji
transkrypcjiin vitro. Wyniki eksperymentu z substratami w postaci 9Rkatydowych RNA
potwierdzity rezultaty uzyskane dla RNA o diégp13-, 15- i 17-nukleotyddéw. Gapmery,
ktore selektywnie promowaty hydrodizvariantu zmutowanego RNA 692G to b8, b8” i b12,
oraz w mniejszym stopniu ta& b7. Natomiast gapmer b9 dziatat przeciwnie ddazfnhego
celu, promujc hydroliz wariantu dzikiego RNA 692C. Powtorzenie efektow
obserwowanych dla krotkich dupleksow na diugichn@@8teotydowych docelowych RNA
utwierdzito w przekonaniu o selektywdwd poszczegd6lnych gapmerow fak wzgkdem

czasteczek potencjalnie ustrukturalizowanych.

112



. WYNIKI | DYSKUSJA

typ dziki 99-692C mutant 99-692G
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Rysunek 46. Rozdziat elektroforetyczny produktéw hydrolizy 9@kfeotydowych wariantdw RNA 692
z udziatem RNazy H, w dupleksach z wybranymi gaammer

Kolejne oligonukleotydy postanowiono projektaimaazliwie najsilniej ograniczaic
liczbe¢ wprowadzanych niesparowaZ tego wzgtdu zdecydowano ulokowamiejsce SNP
w rejonie 5 kaica gapu DNA, w potencjalnym miejscu hydrolizy. Zagno, ze jesli
struktura tego regionu dupleksu jest kluczowa dyaajncci procesu hydrolizy z udziatem
rybonukleazy H, to by moze juz pojedyncze niesparowanieedzie mialo znaczenie
w uzyskaniu pgadanej selektywniei. Podejrzewano tale, ze typ niesparowania me mie
w tej kwestii istotny wptyw, z racji wprowadzaniaigkszych lub mniejszych lokalnych
zaburzé helikalngci dupleksu RNA/ASO. Z tego wzglu zaprojektowano 2 kolejne
oligonukleotydy (b13, b14), wprowadzaeg niesparowanie rC-dC, w miejscu SNP
zlokalizowanym jako przedostatni nukleotyd fragnue@NA (gap). Byto ono jedynym
czynnikiem ré@nicujacym dupleksy obu wariantow RNA 692 z tym samym gegmam,
i drugim niesparowaniem w aoffsie dupleksu, usytuowanym w bezpednim gsiedztwie
pierwszego. Obydwa gapmery okazaty siiezwykle skutecznen vitro, selektywnie
ukierunkowugc hydroliz na wariant zmutowany RNA 692G. Nie obserwowanotimsich

réznic w trwataci termodynamicznej duplekséw RNA typu dzikiegode niesparowanie)
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I mutanta (dwa niesparowania), co potwierdzito bkakelacji wydajnéci hydrolizy RNA
Z udziatem RNazy H z trwadoiag termodynamiczpdupleksu.

Podizajac tropem,ze ukierunkowanie destabilizacji na region dupleksaze by
kluczem do uzyskania padanego efektu, postanowiono zaméemiesparowania przy
koncach regionu gapu w dupleksie, na komplementarney, pastabione obecrloia
nukleotydéw modyfikowanych UNA (angUnolcked Nucleic Acigs Dziatanie to jest
uzasadnione przede wszystkim gk&zeniem specyficzioi wzgledem docelowej sekwencji
RNA w s$rodowisku komorkowym. Obeckd niesparowa w dupleksie z doceloy
czasteczls RNA wnosi bowiem ryzykoze gapmer potencjalnie r® znalé¢ w komorce
taka sekwenagi RNA, do ktorej ldzie komplementarny na catej diégg co bytoby wysoce
niepazadanym efektem niespecyficznynZnajc destabilizujcy wptyw UNA w parach
komplementarnych dupleksu, i jego jeszcze barddiegtabilizugcy wptyw w parach
niekanonicznych [115], stwierdzonaze wprowadzajc nukleotydy UNA w miejsca
generujce niesparowania z gapmeréw b8 i b12 (5’ koniedorag gapu DNA dupleksu),
maozna by utrzymé efekt alleloselektywriwi, zachowuic wigksza specyficzné¢ wzgledem
sekwencji docelowej. Przeanalizowano wplyw obd&chgojedynczej (gapmery bUNL1,
bUN3) jak i podwdjnej (gapmer bUN2) modyfikacji UNAUzyskano w petni
satysfakcjonujce rezultaty, swiadcace o tym, ze niesparowanie rC-dC, w obednb
destabilizowanego Kma 5 gapu uniemdiwia utworzenie s dupleksu RNA typ
dziki/gapmer w temperaturze 37°C (Tabela 13 i 1¥suRek 47). Odtworzono wé efekt
gapmerow b8 i bl2, zachowaj przy tym weksz specyficzné¢ wzgledem docelowej
sekwencji RNA. Wprowadzenie reszty UNA w beggalnie gsiedztwo SNP (zwkszona
destabiliazcja od strony 3’ gapu DNA dupleksu, gapimUN3) nie indukowato selektywnej
hydrolizy.

Tabela 14. Zestawienie rezultatow trawiewariantow RNA 692 z udzialtem rybonukleazy iH vitro
w zaleznosci od planowanej struktury dupleksu z oligonukleigtsn antysensowym, gapmery b13-bUN3.

Dziki 692C Mutant 692G
Wydajnosé Wydajnosé
ASO Sekwencja/Struktura hydrolizy Sekwencja/Struktura hydrolizy
(%) (%)
& —I L
CCoCCCO o B ol ol o sl el ol vy By [rpl = = s
P8 TIIIEL I ° [TIIIILL LI | 920=50
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Prezentowane struktury obrazumiejsca SNP (czerwony), miejsca modyfikacji w ¢ie antysensowych
gapmeréw (LNA — niebieski, 2’-O-metyloRNA — zielanyJNA — bmzowy N’), oraz schematycznie |-
niesparowania w ohbie dupleksow. $to struktury teoretyczne, wygenerowane w prograRistructure 5.0
Wartdci oznaczone kolorem zielonym i padetlone nazoétto reprezentwj silna dyskryminacg hydrolizy
wariantu dzikiego RNA.

Inna prékm uzyskania selektywnej hydrolizy wariantu zmutowgmdrRNA 692 byto
zastosowanie gapmeréw zawiajch fragmenty nienukleotydowe. Byly to handlowo
dostpne alkilowe 4czniki SP3 i SP18 wstawione w szkielet fosfocukrovajmupce
przestrzennie miejsce jednego (SP3) lub trzech §pmilkleotydow. Zdecydowano ¢si
umiesci¢ je w regionie ulegagym hydrolizie (5’ koniec gapu), zaraz obok niespaania
determinowanego wygbowaniem SNP. Jednocdmee zwikszapc dlugaé gapu (4-8
nukleotydéw) prébowano zdefiniowa uktad, w ktorym wysipowatoby najwiksze
zréznicowanie poziomu hydrolizy dla wariantow RNA 622astosowano wC jednoczénie
trzy czynniki potencjalnie determirage poziom hydrolizy: obecdé pojedynczego
niesparowania rC-dC i obecito alkiiowego hkcznika w rejonie hydrolizowanym, oraz
dlugas¢ gapu. Zaprojektowano taé& dwa oligonukleotydy, w ktérych umieszczono ahkjo
tacznik SP 18, w miejscu wzania st enzymu do dupleksu (3’ koniec gapu DNA). Jak si
okazato, gapmery posiadag nienukleotydowe fragmenty zlokalizowane w miejatazania
sig enzymu (3’ koniec gapu DNA) niezaldge od diugéci gapu (6 czy 8 nukleotyddw)
jednakowo wydajnie indukowaty trawienie dupleksolwdwu wariantow RNA z udziatem
RNazy H (bal7r, bal9r). Z kolei, gdy nienukleotygofragment znajdowat siod strony 5’
konca gapu, wéwczas, w zalesci od wzrastajcej diugaci gapu, obserwowano coraz
silniejsze zranicowanie poziomu hydrolizy obydwu duplekséw RNA26®odczas gdy typ
dziki RNA 692C nie byt hydrolizowany wadnym przypadku, wydaj§é hydrolizy wariantu
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zmutowanego 692G zekszata st od 9% w przypadku 4-nukleotydowego gapu, do 90%
w przypadku 8-nukleotydowego gapu (Rysunek 47, TBali®). Jako,ze jedym réznica

miedzy dupleksami tworzonymi przez warianty dziki i @iowany z kadym z gapmerow tej

serii byta obecn& niesparowania rC-dC w przypadku dupleksu typuidgik na podstawie

uzyskanych rezultatbw mpa stwierdzi ze niesparowanie to jestodiem selektywnsxi

hydrolizy. Prawdopodobnie

ten

konkretny

typ niekaopne] pary, obecny

w hydrolizowanym rejonie RNA, catkowicie blokuje ddatywania RNA w obgbie miejsca
aktywnego rybonukleazy H, umlowiajace zagcie jego trawienia. Co ciekawe, pomiary

termodynamiczne przeprowadzone dla duplekséw wmarRNA 692 z trzema najsilniej

réznicujacymi

oligonukleotydami

antysensowymi

bal5, bal6é aldb wykazaly, ze

w obecndci alkilowego hcznika, wys¢powanie niesparowania rC-dC stabilizuje dupleks

bardziej nk obecn&¢ kanonicznej pary rG-dC. Roice termodynamiczne wynaspd 1,5 do

2 kcal/mol, niezalenie od dtugéci gapu (Tabela 13).

typ dziki 692C
TL F K ba ba ba ba ba
13 14 15 16 17

ba ba b b b
17r 19r 13 14 Unl Un2 Un3

mutant 692G

b b T1 F 'K ba ba ba ba ba ba ba b b b b b

13 14 15 16 17 17r 19r 13 14 Unl Un2 Un3

L o2

- -

- -
- -

§
e
n

Rysunek 47. Rozdziat elektroforetyczny produktow hydrolizy 2Qkheotydowych wariantow RNA 692
z wybranymi gapmerami (bal3-bal9r, b13-bUn3).

Tabela 15. Zestawienie rezultatéw trawiewariantow RNA 692 z udzialem rybonukleazy iH vitro
w zaleznosci od planowanej struktury dupleksu z oligonuklel@sn antysensowym, gapmery bal3-bal9r

Dziki 692C Mutant 692G
Wydajnosé Wydajnosé
ASO Struktura hydrolizy Struktura hydrolizy
(%) (%)
bal3 | PSPSRTIIT CUIL | O I | 9429
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(]
oo CcoCcCcCon POBRPEFOI OChCCoCCChmPrOPrbmb
bal4d TTITI1 iTi 0 TTTITIi 2717 86+31
BEEOBRRRO. coC BoOBDDBOO coc
Lyl
oo CCoCCon OB n OCOCCoCCChmipObrnx
bal5 iTTITI1] I7i 0 PTTIITIiL 71T 81,3+0,6
n:-:-m:-:-:-n_n. coCc QFPFOPFREPROO coCc
mCmCCOCCCm'anbbmb OCOhCCoCCCOmrDPrmb
bal6 TTTTITIT] I71 0 ITTITTIiil " 171 78,0+5,0
:-n:-:-m:-:-:-n_n, coC OB OBDDOO coc
(]
ScoOcCcoCcCcCn POBRBEPOD OCOhCCoCCCOmFrDORrDmP
bal7 ITTITITIT] I71 0 PTIITIITIi ""17] 89,1+2,7
SEOPRBPOFRRO. coC OEOPRODEDROO coc
0o
OCCOCCCD OO OCSON OCCoOCCCOOpPoPrORECOCOIm
bal7r| “7IIT ILITTIT0n1 | 96,713 [T CTILITiIinl | 991+05
DB HOHHAO AP OR O oo O40A"AOABROR O
Ryl
GHCCOCCCD POPEOPCOSON OCCOoOCCCOOPNPIOCOCOm
bal9r| iTT1] ILTTIITurl | 98404 | ITILI_ I1i1IIT1111 | 99,2+0,6
Obbmb—\d—in—c—cn—cbnbn OFIo OO0 AR 0RO
Prezentowane struk_tur_y ol_)razujniejsca SNP (c_zerwony), r_niej_sca_modyfikacji w die antysgnsow_ygh
gapmerow (LNA — niebieski, 2’-O-metyloRNA — zielonynodyfikacje nienukleotydowe (dtuga pozioma liria
alkiliowy tacznik SP18), oraz schematycznie - niesparowania baeb@ dupleksow. $ to struktury
wygenerowane w programie RNAstructure 5.0. Waitoznaczone kolorem zielonym i padetlone nazoéito
reprezentyj silna dyskryminacg hydrolizy wariantu dzikiego RNA.

W sytuacji, gdy w sekwencji gapmeru, odpowiadaj miejscu hydrolizy RNA
w dupleksie, umieszczono krotszycznik alkilowy SP3, obserwowano zdecydowane
ilosciowe zr@nicowanie wydajngci hydrolizy obydwu wariantow RNA 692, niezatee od
diugcsci gapu. Dupleks typu dzikiego RNA692Czadnym z gapmerow zawiegaych SP3
nie stanowit substratu dla RNazy H. Wariant zmutoyvdkNA 692G ulegat hydrolizie
w niespetna 77% juprzy 4-nukleotydowej diugai gapu (gapmer ba2l), i w okoto 94%
w przypadku 8-nukleotydowego gapu (Tabela 16, RgkuA8, Wykres 52). Tak silna
selektywna¢ hydrolizy, podobnie jak w przypadku SP18, wydaje By¢ powodowana
inhibujacym wptywem niesparowania rC-dC. Prawdopodobnienegevane przez nie,
lokalne zaburzenie helikalnej struktury dupleksu regionie istotnym dla hydrolizy
uniemaliwia jej przebieg. Rozwzanie struktury dupleksow z niesparowaniem rC-dC
w rejonie hydrolizowanym RNA i bez niego, np. meiothagnetycznego rezonansu
jadrowego (NMR), pozwolitoby jednoznacznie potwietdmrmutowane wnioski.

Uktad z heznikiem SP3, w obeckao lub braku gsiadupcego niesparowania rC-dC,

powtdrzono stosag 17-nukleotydowe gapmery, posiadajace zmiennejgadéii gap
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i fragmenty okalajce’ zbudowane

jedynie z nukleotydow 2'-

O-metylo-RNA

(oligonukleotydy bb5-bb8). Obserwowanae wraz ze wzrostem dtugm gapu (od 4 do 7

nukleotydow) zwekszata s wydajnag¢ hydrolizy typu dzikiego RNA 692C w zakresie od O-

43%, natomiast wariant zmutowany RNA 692G uleg#aaitej hydrolizie niezalenie od

diugcici gapu. Gapmery pozbawiongctnika SP3, a w obecém lub braku gsiadupcego
niesparowania rC-dC (bbl-bb4), dawaty efekt podobviymiar powigkszania gapu (od 4 do
7 nukleotyddw), selektywré hydrolizy mutanta RNA wzghem typu dzikiego spadata

okoto dwukrotnie silniej i w obecnéci SP3. Oznacza tae alkilowy cznik SP3 wzmagat

efekt, w gruncie rzeczy powodowany obegg niesparowania rC-dC.

Tabela 16. Zestawienie rezultatéw trawiewariantéw RNA 692 z udziatem rybonukleazy ikl vitro w
zaleznasci od planowanej struktury dupleksu z oligonuklelisn antysensowym, gapmery ba21-bb8.

Dziki 692C Mutant 692G
Wydajnosé Wydajnosé
ASO Sekwencja/Struktura hydrolizy Sekwencja/Struktura hydrolizy
(%) (%)
ba2l | °<o<FPiiET ~Ti7°" 0 SeSHTTIITTT i | 76566
I-mbbb(‘).n.—ncc o ERDROO— O oo
ba22 | °<*fFPTTIT “971°” 0 POITITIINT I ™" | 237+ 120
PEORBRRO TOCC BEODBEROO OO
iyl
ba23 | ~<PITTITIl Tiiie” g "RTTTITIITITT™” | 89605
n:-:-m:bbbn_n.—ncc CFPFOPRPPRFFOOTOCC
Ky
ba24 | *IPTITIrIl C7iic” . "TIIIIITIRE Pig~> | 947+ 03
I-n:-:-m:-:-:-n_n,—ncc POBPRPOPRFOOTOCC
[w]
ba2s | IPITITITT ~77i™” 0 PITTIIITITLTii™ | 93610
nbnbbmbbbn_d—ncc OPFOBREOPRPREDOO—OCC
bb1 | TITIEIIT TTTITIET °| O | TEEDTERSSITIITIEY | 86657
m:-';w;b:-:-n\n_c:ncc:ncﬁ-m (!):CI“EI'.'I'J;!:!':!*(!)(LC_{I'J:C(L-‘:;’IJ) ! - !
bb2 | PITTTITT IPTITITD °| 23.8+24 | PEFPTEERTITIITIFT °| 90,9 +6,5
OO COCCOCPEo 2 - 2 .:!;jla“!:-L:I-:IpxlrtlgthL!';::f!‘J;::L.!. 2 - 2
mCCOCCCom bmbbmbcmc-m‘m mCCOCCCDnbmbbmbCDC-mm
bb3 | TITTIIIIL TI1T11T] 49,728 | IITLIIIL TIT101TT 958+24
O F Pmbbbnn,c:-"\l_t:.".--__?-"'.J SEPOREREO _COCCOCHO
bb4 | TITIITIT TTTIF1T7 °| 94216 | TIIIEEITTITTITITE ° | 97.6%12
OBPBOBPBREO _COCCOCDO = J«'clrl-m:!-:l-:l-al;l;r_!::clr_-x”a e
bb G)CCOCCCG)OI'G)I-I'G)I'CG)C-D‘Q G)CCGCCCG)DPQII'II'G)TCQCVQQ +
S | ITIITIIL _XTITATY 0 LILLIMILL LLLLLL) 92625

* Zmieniata st dtugasé¢ sekwencji gapu i sekwencji od 3'kea okalajcej gap pocawszy od konfiguracii
3'/gap/5’ — 5nt/4nt/8nt do 2nt/7nt/8nt
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o =) cm

OCCoOCCC obbabco o mCCoCCcCamPOBREOBRCD Y

bb6 | ITTIIIIL “FITTIT] 6,2+1,0 | TTTIIITIIL RIITITT °| 959+11
2} mbbbﬂ_n. g fredd skt Fonds -l OPEOPRPEREDFOO—OCCOCTO

bb7 DCCOCCCD'ODDI-I-G)I'CDC-D‘Q 9 4 o 0 8 DCCOCCCQQI‘QI-I-QI‘CDC-G)‘D 96 3 s O 7
LITLIITI LLITLT] a I U, ITELITIEL TLITIN o T U,
nbhmbbbn_d—n:cntbn OPPQPRRROO—OCCOCPO

obs | TEELTEIT "TIIRITE °| 43.8+87 | PEEITTERDFIITIET | 97,040,
<!>::I-:|-m:|-:|-:|-<!>_n,—<!a<:ccl-ac:!-<!> [ OPPORBRPOO O C 0 [

Prezentowane struktury obrazujmiejsca SNP (cze

antysensowych gapmeréw (LNA — niebieski, 2’-O-metRNA — zielony), modyfikacje nienukleotydow
(krétka pozioma linia — alkilowyatznik SP3) oraz schematycznie - niesparowania whadiduplekséw. $to

struktury wygenerowane w programie RNAstructure

nazétto reprezentuj silna dyskryminact hydrolizy wariantu dzikiego RNA, a kolorem niebiga czesciowa

dyskryminacg.

rwony), miejsca modyfikacji nukjeidw w obebie

B\Martcici oznaczone kolorem zielonym i padetlone

typ dziki 692C
T1 F K ba ba ba ba babb bb bb bb bb bb bb bb
232324 251 2 3 4 5 6 7.8
- -
- -

-
.

~

1

Rysunek 48.Rozdziat elektroforetyczny produktéw

wybranymi gapmerami (ba21-bb8).

mutant 692G
K ba ba ba ba ba bb bb bb bb bb bb bb bb F T1

215223 238 24 25 Sla 2 3 4. 05 G680 TENS
[ -
- J\
-----..--~-dd \
: = - -
-
- ® g §

hydrolizy 2Qkheotydowych wariantow RNA

B typ dziki 6920
B mutant 692G

wydajnosé
i

7
mutant 692G

typ dziki 692C

ba25

D typ dziki 6924
B mutant 692G

’ mutant 692G
typ dziki 692C

0
:
0 ’
al3
bal4 bais e I/
bal7

oligonukleotyd antysensowy bat7r bator

Wykres 52. Wydajna¢ trawienia wariantow RNA 692 w dupleksach z gapmmraawierajcymi facznik

alkilowy SP3 (ba21-ba25, wykres lewy), oraz SP18L

@®bal9r, wykres prawy).
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O dziki C O dziki C
ZIki
B mutant C

wydajnosé
hydrolizy (%)

wydajnos
hydrolizy (%)

mutant G

mutant G
dziki C

bb3 bb6
oligonukleotyd antysensowy bb4 bb7
oligonukleotyd antysensowy bb8

bb2
dziki C

Wykres 53. Wydajna¢ trawienia wariantdw RNA 692 w dupleksach z gapmmeraawierajcymi zmienn
dtugas¢ gapu (bb1-bb4, wykres lewy), oraz zmiemtugas¢ gapu i hcznik SP3 (bb5-bb8, wykres prawy).

W oparciu o powysze rezultaty, alleloselektywny potencjat wybranych
oligonukleotydéw testowano w linii komorkowéjeLa Dziatanie gapmerow analizowano
z reguty w zakresie gten 0-100 nM, w nielicznych przypadkach wzgniach do 300 nM.
Jezeli oligonukleotyd wykazywat selektywi® to zwykle nasfpowato to w przedziale
stezen 25-100 nM. Powsej stzenia 100 nM zasadniczo obserwowano zanik selekt§evno
I znacace wyciszenie ekspresji obydwu wariantow RNA.

W rezultacie transfekcji komorek gapmerem b8, pavjgmym niezwykle selektywn
hydrolize w warunkachin vitro, dla obydwu wariantéw RNA 692 obserwowano ujamn
korelacg poziomu ekspresji i stenia. Najlepszy efekt, istotny statystycznie naiquoie
a=0,05 uzyskano w ateniu 50 nM, w ktérym wyciszenie formy zmutowanejnegito 60%
natomiast formy dzikiej 32% . Qgjnicto zatem zrénicowanie ekspresji 0 28% (Wykres 54).
Jednak obserwaf zmiare poziomu ekspresji obydwu wariantbw RNA w zaidesci od
stezenia b8, zauway¢ maozna, ze oligonukleotyd ten nie dziata tak, jak w warurtkac vitro,

czyli z efektem hydrolizy ,wszystko i nic”.

Transfekcja gapmerem b8

typ dziki 692C 10nM 25nM 50nM 100nM 200nM 300nM
mutant 692G 10nM 25nM 50nM 100nM 200nM 300nM

Rysunek 49. Komérki HeLa po 24-godzinnej transfekcji gapmerem b8; obseroav@awfluorescencja biatka
GFP, powtkszenie 10x.
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Wykres 54. Zmiana ekspresji GFP pod wpltywem gapmeru b8. Wyngédkcji gPCR —$rednie poziomy
ekspresji dwoch wariantow RNA w zalesci od stzenia b8 poddane byly analizie statystycznej (P<0,05
Istotne statystycznie #éice oznaczono gwiazdk

W przypadku gapmeru b8”, wnaegego ten sam uklad niesparawaco
oligonukleotyd b8, ale w konté&ie gapu wydhionego z 7 do 9 nukleotyddéw, obserwowano
znacznie wikszy potencjat selektywdoi w kilku analizowanych steniach. Istotne
statystycznie rinicowanie poziomu ekspresji we \Wavym kierunku (selektywne
wzgledem mutanta RNA 692G) otrzymano wz&niu 50 nM, 75 nM i 200 nM, przy czym
prawidtowa tendencja utrzymywatee s catym zakresie sten. Obserwowano niestety o
dwe bkdy, zwlaszcza w przypadku kontroli (prawdopodoba&e wzgkdu na zmiena
wydajnas¢ transfekcji). Dla poszczegolnychesen, bledy te wydag sie by¢ mniejsze, jednak
rzutup one na istotni@ statystycza uzyskiwanych rénic. Najlepszy efekt ztmicowania
ekspresji 0 70% uzyskano wegeniu b8” 50 nM, nieco mniejszy - 65% westniu 200 nM.
Gapmer b8”, jako jeden z nielicznych, nie tracilekeywnasci wraz ze wzrostem gtenia
(Wykres 55).

Transfekcja gapmerem b8bis

typ dziki 692C 25nM 50nM 75nM 100nM 200nM

mutant 692G 10nM 25nM 50nM 75nM 100nM 200nM

Rysunek 50.Komérki HelLa po 24-godzinnej transfekcji gapmerem b8”, obseraav fluorescencja biatka
GFP, powtkszenie 10x.
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Wykres 55. Zmiana ekspresji GFP pod wpltywem gapmeru b8”. Wiyndakcji qPCR —$rednie poziomy
ekspresji dwéch wariantow RNA w zatedci od stzenia stosowanych oligonukleotydéw poddane byty
analizie statystycznej (P<0,05). Istotne statystiez&nice oznaczono gwiazdk

Transfekcja gapmerem b12, dobrzeniéujacym wydajnd¢ hydrolizy w warunkach
in vitro, wykazata niezwykle wydajny, selektywny spadekpe&sji wariantu RNA 692G
w stzeniu 25 nM o (72%) i 50 nM (o 85%). Obserwowanorakgerystycza korelacg
poziomu RNA i stzenia gapmeru. Uzyskane rezultaty byty obarczoneymddicdem, przez

co istotne statystycznie w catym badanym zakresiers (Wykres 56).

I N
Transwersja C/G (APP A692G) W
gapmer b12 = typ dzki
B mutant 692G
1,4 1
S 1,24
g3 [
§ T 1 E= l
T G
g g 0,8 1
z g
3 E 0,61
<
E = 041
o
(=
N 0,2 1
0 ,
0 25 50 100 200 300
Stezenie gapmeru b12 (nM)

. J

Wykres 56. Zmiana ekspresji GFP pod wplywem gapmeru b12. Wyrdakcji gPCR —$rednie poziomy
ekspresji dwoch wariantow RNA w zafesci od stzenia stosowanych oligonukleotydéw poddane byty
analizie statystycznej (P<0,05). Istotne statystiez&nice oznaczono gwiazdk

Z kolei wydtwzenie casteczki b12 do 15-meru b12” w analogiczny sposdbtga
mialo miejsce w przypadku b8 i b8” (wydienie gapu o 2 nukleotydy), powodowato
znacacy wzrost ekspresji typu dzikiego RNA, przy jedneszym niewielkim spadku, lub
pozostagc bez wpltywu na ekspresjformy zmutowanej RNA 692G. De bkdy analizy
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swiadcz o niejednorodnym iliciowo, a mimo to d& spojnym jakéciowo efekcie dziatania
oligonukleotydu b12” w ramach powtorzéiologicznych, co jednak skutkowato brakiem

istotndci statystycznej obserwowanychznic w analizowanym zakresieggén (Wykres 57).

Ve N
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18- gapmer b12" B yp dzki
' B mutant 692G

O]
P 1,64
w ©
S35
T 14+
T 5
< &
g ?‘6 1,24
=
IS
$i 1
£ 2
2
N 0,8

0,6-

0 10 25 50 75 100 150
Stkzenie gapmeru b12" (nM)
N\ J

Wykres 57. Zmiana ekspresji GFP pod wplywem gapmeru b12". Miyreakcji gPCR —$rednie poziomy
ekspresji dwoch wariantow RNA w zafesci od stzenia stosowanych oligonukleotydéw poddane byty
analizie statystycznej (P<0,05). Uzyskananiée w ekspresji okazalyeshieistotne statystycznie.

Zaskakujcy, bo wykazujcy selektywné¢ w komérkachHelLa, w przeciwiéstwie do
rezultatdbw uzyskanych w warunkaaeh vitro byt natomiast efekt dziatania gapmeru b8BrG.
Oligonukleotyd ten rénicowat poziom ekspresji wariantow RNA 692 w dwd&izeniach:
50 nM o 50%, i 100 nM o 35%; obydwiezrice byly istotne pod wzgtlem statystycznym.
Dla obydwu form RNA obserwowano ujemrkorelacg miedzy poziomem ekspresji

a stzeniem gapmeru b8BrG (Wykres 58).
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Wykres 58. Zmiana ekspresji GFP pod wptywem gapmeru b8BrG. Miyieakcji gPCR —$rednie poziomy
ekspresji dwéch wariantow RNA w zatedci od stzenia stosowanych oligonukleotydéw poddane byty
analizie statystycznej (P<0,05). Istotne statystiecrd&znice oznaczono gwiazdk
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Selektywné¢ w srodowisku komorki wykazywat tale oligonukleotyd b13, ktéry
bardzo efektywnie dziatat w uktadzie vitro. Wnosit on w przypadku obydwu duplekséw
niesparowanie rA-dA jako pierwsze od 5'tica gapu, czyli w okolicy potencjalnego miejsca
ciecia. Drugie niesparowanie rC-dC wysbwato tylko w przypadku dupleksu z fogrdzika
RNA 692C. Gapmer ten w komorkach wykazywat selekigdd istotrn statystycznie na
poziomie 61% w sfzeniu 75 nM, oraz 48% wgteniu 100 nM (Wykres 59).

Transwersja C/G (APP A692G)
gapmer b13 | typ dziki 692G

29 B mutant 692G
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Wykres 59. Zmiana ekspresji GFP pod wplywem gapmeru b13. Wyrekkcji gqPCR —$rednie poziomy
ekspresji dwéch wariantow RNA w zateici od stzenia stosowanych oligonukleotydéw poddane byty
analizie statystycznej (P<0,05). Istotne statysticr&nice oznaczono gwiazdk

W  wigkszaci  przypadkow, niezadowalgie byly rezultaty transfekcji
oligonukleotydami zawieragymi alkilowe hczniki SP3 i SP18. Sgmdd tradycyjnych
gapmerow (uktad 3’ koniec/gap/5’ koniec — 3nt/7nt)3 tylko jeden zdcznikiem SP3 (ba24)
okazat st selektywny w stzeniu 25 nM (rénica w ekspresji RNA 692C i 692G — 62%) i 50
nM (réznica 48%). Wykazano wzmony efekt wyciszenia typu dzikiego RNA w zabesci
od wzrastajcego stzenia gapmeru ba24 (od +5% do -90%), przy czym elsgprmutanta
wyciszona w najmniejszymegteniu 25 nM do okoto 43%, spadta do poziomu 3% aaestiu
ba24 100 nM (Wykres 60).
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W typ dziki 692G
B mutant 692G
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Wykres 60. Zmiana ekspresji GFP pod wptywem gapmeru ba24. Wymiakcji gPCR —$rednie poziomy
ekspresji dwoch wariantow RNA w zafesci od stzenia stosowanych oligonukleotydéw poddane byty
analizie statystycznej (P<0,05). Istotne statystiez&nice oznaczono gwiazdk

Sparod 17-nukleotydowych gapmeréw z serii bb (o zm&nwltugdci gapu
wzgledem sekwencji okalagej gap od 3’ kaca), zarowno zawiergych hcznik SP3 jak
I go nie posiadagych, tylko jeden oligonukleotyd z kdej grupy prezentowat selektywsto
zgodry z ogolry tendencj, obserowowam w badanym zakresiecgen. Byt to odpowiednio
bb2, nieposiadagy tacznika, o dtugéci gapu 5 nukleotyddw, oraz bb7, posiadgjtacznik
SP3 i gap diugi 6 nukleotydow. Oligonukleotyd bb2 wzmagat eksprdypu dzikiego
RNA 692C w calym analizowanym zakresiegzgh, przy jednoczesnym ograniczaniu
poziomu RNA wariantu zmutowanego 692G. zhitowanie poziomu ekspresji RNA istotne
statystycznie uzyskano dla trzeclkzsh: najlepszy efekt w skeniu 50 nM wynosit 115%. W
stezeniu 75 nM ranica w ekspresji obydwu wariantow RNA wynosita 72f&tomiast w
stezeniu 100 nM 75% (Wykres 61). Oligonukleotyd bb2 tzwd z obydwoma wariantami
RNA dupleksy raniace st tylko obecnécia (typ dziki 692C) lub brakiem (mutant 692)
pojedynczego niesparowania rC-dC.
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Transwersja C/G (APP A692G)
gapmer bb2 W typ dzki 692G
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Wykres 61. Zmiana ekspresji GFP pod wplywem gapmeru bb2. Wyrekkcji gPCR —$rednie poziomy
ekspresji dwéch wariantow RNA w zatedci od stzenia stosowanych oligonukleotydéw poddane byty
analizie statystycznej (P<0,05). Istotne statystiecr&nice oznaczono gwiazdk

Gapmer bb7, oprocz idicujagcego niesparowania rC-dC  posiag)
szecionukleotydowy gap iacznik SP3, najwiksz selektywné¢ prezentowat w riszych
stezeniach, w ktorych dziatat stymuhgo na ekspresjformy dzikiej. RG@nica w poziomie
ekspresji wynosita 89% dlacggenia 10 nM, oraz 90% dlaggenia 25 nM. Wraz ze wzrostem
stezenia pogarszato gzréznicowanie, ale byto ono obserwowane dada badanego zakresu

stezen — w 100 nM oscylowato na poziomie 34%.

Ve N
Transwersja C/G (APP, A692G) B tvo dziki 6920
gapmer bb7 typ dzki
2,1 B mutant 692G
O] i
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g3 17
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Wykres 62. Zmiana ekspresji GFP pod wptywem gapmeru bb7. Wyrgakcji gqPCR —$rednie poziomy
ekspresji dwéch wariantow RNA w zateici od stzenia stosowanych oligonukleotydéw poddane byty
analizie statystycznej (P<0,05). Istotne statystiez&nice oznaczono gwiazdk

Zaden z wytypowanych na podstawie kadta vitro oligonukleotydéw z dcznikiem

SP18 nie dziatat selektywnie w komorkat¢teLa Co ciekawe gapmery bal5 i bal7
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w niewiele wgkszym stopniu (okoto 15%), ale jednak olady poziom wariantu dzikiego
RNA 692C, zamiast mutanta 692G (Zniki, Wykresy 81-82).

Interesujce rezultaty uzyskano dla gapmerow, w ktorych zmst@no nukleotydy
UNA w miejscu generowanych w dupleksie niespamowiaUN1, bUN2). W obecrii
jednego UNA wysipujacego jako pierwszy nukleotyd od 5 hwa gapu (bUN1)
obserwowano selektywdodw catym zakresie sten, jednak istotna statystycznie okazalka si
ona w s¢zeniu 10 nM, wynosgc 35% oraz w stzeniu 50 nM wynoszt 92%. W wyszych
stezeniach ranica stopniowo si zacierata (Wykres 63). Z kolei w wyniku transfekcj
komérek HeLa gapmerem bUN2, posiadaym 2 nukleotydy UNA od 5 kéca gapu
obserwowano maksymalrréznice 62% w stzeniu 50 nM bUN2. Take wyzsze stzenia
generowaty statystycznie istotneznice: 45% w sizeniu 75 nM i 30% w steniu 100 nM

(Wykres 64). Dziatanie wykazane w warunkdohvitro zostatlo w¢c potwierdzone w linii

komorkowej.
i N
Transwersja C/G (APP A692G) W typ dziki 692G
gapmer bUN1 B mutant 692G
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=
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Wykres 63. Zmiana ekspresji GFP pod wptywem gapmeru bUN1. \Wyrgakcji gPCR —Srednie poziomy
ekspresji dwéch wariantow RNA w zatedci od stzenia stosowanych oligonukleotydéw poddane byty
analizie statystycznej (P<0,05). Istotne statysticr&nice oznaczono gwiazdk
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Wykres 64. Zmiana ekspresji GFP pod wplywem gapmeru bUN2. Miyeakcji gPCR —$rednie poziomy
ekspresji dwéch wariantow RNA w zateici od stzenia stosowanych oligonukleotydéw poddane byty
analizie statystycznej (P<0,05). Istotne statysticr&nice oznaczono gwiazdk

Na podstawie wynikow uzyskanych w linii komorkowéjelLa dla kadego
testowanego oligonukloetydu antysensowego wyznaxasartgé parametru g, ktéra
umazliwita  obiektywne poréwnanie  efektywia dziatania  poszczegdlnych
oligonukleotydéw mgdzy sofa (Tabele 17-18). Warkd 1Cs, okresla stzenie gapmeru, ktére
prowadzi do 50% inhibicji ekspresji poszczegoélnydriantbw RNA. Najbardziej padane
dla prezentowanej strategia ®ligonukloetydy posiadage jak najmniejsg wartasé¢ 1Csg
w dupleksach z formzmutowala RNA 692G, przy jednoczZaie jak najwekszej wartdci
ICso w dupleksach z form dzika RNA 692C. Parametr ten wyznaczono wykorzystuj

zaleznosé:

IC,, = max- 0,5(max- min)

gdzie: max - maksymalna uzyskana inhibicja, minnrimalna uzyskana inhibicja ekspresji.

Dla niektorych oligonukleotyddw nienatiwe byto obliczenie IGy, ze wzgédu na brak efektu
inhibicji (b/i), brak zalenosci poziomu ekspresji od gtenia (n/a), lub maksymalny efekt
inhibicji obserwowany j# w najnizszym sgzeniu (<10). Najwiksz, 4,4-krotra réznice
wartasci stzenia 1Gy wzgledem RNA typu dzikiego i mutanta wykazywat gapmeR.bl
Znaczny efekt obserwowano tak dla oligomeréw ba24 (3,16-krotnaznica 1Gy), oraz
bUN2 (1,85x) i b8BrG (1,84x). Na podstawie ogoltepdencji zmian ekspresji, wyanej

ilosciowo przez poréwnanie watit ICsp, niektore oligonukleotydy okazaly esidziat&
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przeciwnie w stosunku do efektéw obserwowanychvitro. W rezultacie eksperymentow
w linii komérkowej HelLa nie zaobserwowano tak zalenosci wydajndci trawienia od

diugcici gapu (seria ba i bb), ktéra byta winge zarysowana w ukfadzie izolowanym.

Tabela 17. Poréwnanie parametréw g Tabela 18.Poréwnanie parametrow §g£gapmerdw
gapmerow bKM-bUN2 wzgldem wariantéw RNA b13-bb7 wzgidem wariantow RNA 692.
692.
|C50 (nM) |C50 (nM)
RNA dziki RNA mutant RNA dziki RNA mutant
ASO 692C 692G ASO 692C 692G
bKM 51,3 51,3 b13 37,2 21,4
b8 54,6 38,9 b14 61,1 82,7
b12 121,5 27,6 ba21 16,0 51,0
b8brG 78,0 42,4 ba22 <10 <10
b12” n/a n/a ba23 <10 <10
b8’ 48,5 39,5 ba24 45,8 14,5
b8” n/a 31,0 ba25 17,3 21,0
bal5 <10 <10 bb1 36,9 26,5
bal6 <10 <10 bb2 bl/i 81,2
bal7 24,6 43,7 bb5 53,3 30,2
bUN1 32,5 34,1 bb6 22,9 14,7
bUN2 73,8 39,8 bb7 73,6 18,5

Oligonukleotydy poéwietlone na: zielono prezentujsilna dyskryminacg ekspresji wariantu zmutowanego
RNA 692G, zofto — niewielle dyskryminac ekspresji wariantu zmutowanego RNA 692G, czerweno
niepazadars dyskryminacg ekspresji typu dzikiego RNA.

3.2 Tranzycja G/A

3.2.1 APP V717I

Dla sekwencji RNA 717 zaprojektowano 27 oligonukyo®w typu gapmer (Tabele
19 i 21), wnoszcych niesparowania i modyfikacje w sposéb analagigak w poprzednim
przypadku SNP C/G. Rozpagn od analizowania wplywu pojedynczego i podwdjnego
niesparowania. Z obserwacji duplekséw tworzonyaeprgapmer dKM, analizowanych jako
kontrola w przypadku ukfadu tandemowego, wiadomép,bye wykazuje on pewncha
niewielka selektywné¢ wobec mutanta. Jest to efekt jak najbardziefagany, jednak
nieoczekiwany, nieaglzono bowiemze da¢ subtelna zmiana pary rA-dT na rG-dT #Bo
mie¢ w tym przypadku znaczenie, zwtaszcza poréawmujane termodynamiczne i state
wiazania obu dupleksow (por. rozdziat 2.2.1). Z drugteony zaobserwowanage gapmer
dKW, komplementarny do formy dzikiej RNA, #lu skuteczniej promowat jej hydroliziz
trawienie zmutowanego wariantu RNA 717G (niesparoeaA-dC). Fakt ten sygnalizujee

w analizowanym kontekie sekwencyjnym pojedyncze niesparowaniezen@graniczé
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wydajna¢ hydrolizy. Niesparowanie rA-dC znacznie silniejstabilizuje dupleks (+3,65
kcal/mol, Tabela 20) i rG-dT (+0,5 kcal/mol), wnogz tym samym wiksze lokalne
zaburzenie struktury dupleksu, przeszkagtzaRNazie H w wydajniej hydrolizie.

Analizujac podwdjne niesparowania w zrtych regionach duplekséw RNA 717
z kolejnymi gapmerami zaobserwowarie, gdy jest ono ulokowane przy 3 i@ gapu to
wzmaga wydajn@& hydrolizy, niezalenie obecnéci centralnego niesparowania
powodowanego wygpowaniem SNP. Co ciekawe, podwdjne niesparowaniewgdzone
od kaica 5 gapu obmialo wydajnd¢ hydrolizy, zwtaszcza w obecéfm dodatkowego
niesparowania generowanego przez SNP. Analizapaczenie rodzaju niesparowania dla
poziomu hydrolizy, zauwano najsilniejsz inhibicjc wydajngci trawienia podczas
obecndci naprzeciw siebie nukleotydow rC-dC od 5'nka gapu (w rejonie ¢t). Z kolei
niesparowanie rA-dA ulokowane zaréwno przy 5’ jagrzy 3’ kaicu gapu nie wywierato
zadnego wptywu na poziom hydrolizy. Centralnie ulvknoe niesparowanie powodowato
obnizenie wydajnéci trawienia, zalenie od typu niesparowania. Najsilniej inhibcg
okazaly st by¢ niekanoniczne pary rA-dC oraz rA-dG, nieco mnigjefekt powodowata
niekanoniczna para rG-dG, a najmniejszy z obseramgeh para rG-dT. Efekt obeciod
trzeciego niesparowania zas gtéwnie od ich typéw i uktadu w dupleksie. Dlezyktadu,
centralne niesparowanie rA-dC w pceniu z podwdjnym niesparowaniem rA-dA/rU-dT od
3’ konca gapu (dupleks 717A-d1) nawet nieznacznie wznoggaziom hydrolizy. Natomiast
gdy podwojne niesparowanie przestioina 5’ koniec gapu, gdzie prezig post& rA-dA/rC-
dC (dupleks 717A-d5) wydajdé trawienia spadta praktycznie do zera. Formowanie
czteronukleotydowej qli wewnetrznej w wyniku dodania kolejnego niesparowania
w obrebie gapu, praktycznie catkowicie znosito helikdlhiéragmentu RNA/DNA dupleksu,

skutkupc catkowitym zahamowaniem hydrolizy (gapmer d7).

Tabela 19. Zestawienie rezultatow trawiewariantéw RNA 717 z udzialem rybonukleazy iH vitro
w zaleznosci od planowanej struktury dupleksu z oligonuklefgtsn antysensowym, gapmery dKW-d15.

Dziki 717G Mutant 717A
Wydajnos¢ Wydajnos¢
ASO Sekwencja/Struktura hydrolizy Sekwencja/Struktura hydrolizy
(%) (%)
OCObCOOCOBRCOD mcm:-cn’p“cn:-cn:-
dkw | TTTIINIILIINT | 08«77 | JITITT ILTTIE | 1612209
mcmbcn“m‘:nbcnb DCOPCOBCOCO
dem | FITIIE INTINL | 5772158 TTIRICTINEINE | 836+126
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Prezentowane struktury obrazupmiejsca SNP (czerwony), miejsca modyfikacji nukjgdw w obgbie

antysensowych gapmeréw (LNA — niebieski, 2’-O-metiINA — zielony) oraz schematycznie - niesparowania
w obrebie duplekséw. & to struktury wygenerowane w programie RNAstructdr®. Wartéci oznaczone

kolorem zielonym i poglvietlone nazétto reprezentuj silna dyskryminacg hydrolizy wariantu dzikiego RNA

danym

dicowanie w niepia

7

kolorem niebieskim cZciowa dyskryminac§, a kolorem czerwonym — #

kierunku.
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Rysunek 51. Rozdziat elektroforetyczny produktéw hydrolizy RNNA7 w dupleksach z wybranymi gapmerami
(dKW-d15); Ke- reakcja bez RNazy H, Ka- reakcja bégonukleotydu antysensowego.

Analizujac parametry termodynamiczne oklome dla najciekawszych dupleksow,
znacace r@nice w trwatdci (okoto 4 kcal/mol) zaobserowowano dla dupleksdgapmerem
dKW oraz dl14. Obydwa gapmery w dupleksach z RNAmstowaly hydroliz typu
dzikiego, dzialgjc odwrotnie do planowanego efektu. Rezultat tenemat ma
termodynamiczne potwierdzenie, podobnie jak efekgoaukleotydu d4, dla ktérego
znacaca roznice obserwuje s nie tyle w energii swobodnej obydwu duplekséw, wo
temperaturze topnienia. Jest bowiem mato prawddpogldstnienie dupleksu o temperaturze
topnienia 32,8°C (typ dziki RNA 717G-d4, dlagzgnia dupleksu stosowanego podczas
hydrolizy zapewne temperatura ta jest jeszczgzal) w temperaturze reakcji rownej 37°C.

Tabela 20. Zestawienie kluczowych parametréw termodynamiczngcipleksow RNA 717 z gapmerami
istotnie r@&nicujacymi poziom hydrolizy.

Typ dziki 717G Mutant 717A
ASO (kcAa(I?rr%l) (Tc“; a ASO (kcAa(I?n?Z)I) (Tch; a
dKW 12,00 = 0,07 64,5 dKW 8,35+ 0,02 42,7
dKM 1048005 57,3 dKM 10984009 61,3
d1 9,80£0,05 51,7 d1 7104004 405
d2 779001 443 d2 8,67+008 472
da 6,28+005 328 da 703+001 411
d5 745+005 458 d5 6,94+003 397
a7 6,00£007 318 a7 734004 411
d14 10,89+0,05 563 d14 6,88+003 39,7

Kolorem zielonym oznaczono oligonukleotydy, ktére dupleksach dobrze idicowaty poziom hydrolizy
selektywnie wzgidem mutanta RNA, kolorem niebieskim oligonukleotykiyre r&nicowaty hydroliz w
mniejszym stopniu, kolorem czerownym oligonuklegtydore selektywnie indukowaty hydrodizypu dzikiego
RNA (niepazadane). Komorki tabeli pdavietlone na szaro wskazupligonukleotydy, dla ktérych wyspuje
znacaca ré&nica termodynamiczna\@ G’3;) w dupleksach z typem dzikim i z mutantem RNA.

Petne zestawienie uzyskanych danych termodynamitemyrozdziale Zakczniki, Tabela 43, a — temperatura
topnienia dupleksu wteniu 10'M

Testupc gapmery wprowadzgie niesparowanie (zwdane z wysfpowaniem SNP)

w region hydrolizowany dupleksu, od 5 i gapu, wzadnym przypadku nie
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zaobserwowano istotnej selektywénp hydrolizy. Pojedyncze niesparowanie rC-dC nie
ograniczato poziomu trawienia dupleksu z udzialeMa®y H, efekt ten obserwowano
natomiast dla niesparowania rU-dT przy pierwszynklentydzie od 5 kaéca gapu.
Dodatkowe niesparowanie rG-dT obecne zawsze w Hsiglez typem dzikim RNA,
powodowato niewielki okoto 10% spadek poziomu hyidso wzglegdem wariantu
zmutowanego RNA, co jest niewystarcgay by moc uznardznice za efektywn. Takze
wzrastajca dlugd¢ gapu i obecnid alkilowego hcznika nie spowodowaly wyfaego
obnizenia hydrolizy ktoregokolowiek z wariantbw RNA 7XTabela 21, Rysunek 52).
Niekanoniczna para rG-dT jako jedyny czynnikzmacy dupleksy wariantow RNA
Z poszczego6lnymi gapmerami, nie wnosi lokalnegaizagnia struktury dupleksu RNA/ASO
w stopniu umaliwiajacym wydajr, dyskryminacg hydrolizy RNA typu dzikiego. Wida
natomiastze w miae wzrostu dtugéci fragmentu gapu hydroliza w przypadkuzéago

z wariantow RNA jest wydajniejsza (Wykres 65). Jesefekt dobrze opisany w literaturze
i prébowano go zastosowaw prezentowanej strategii, zaklaglajze niesparowanie
wystepujace w dupleksie z typem dzikinedhzie niestabilne na tyle, by nie byraktowane
przez RNaz H jako helikalny fragment dupleksu RNA/DNA. Podegg¢ to skuteczne
w przypadku RNA 692 z transweqsjC/G, okazalo si niemaliwe do zrealizowania
w przypadku tranzycji G/A dla RNA 717 (Tabela 21).

Tabela 21. Zestawienie rezultatow trawiewariantow RNA 717 z udzialem rybonukleazy iH vitro
w zaleznosci od planowanej struktury dupleksu z oligonukletstsn antysensowym, gapmery d16-db4.

Dziki 717G Mutant 717A
Wydajnosé Wydajnosé
ASO Sekwencja/Struktura hydrolizy Sekwencja/Struktura hydrolizy
(%) (%)
B S oroo
die | “"TITIfife  TI1°7°°°| 24,3x1,5 | P7TITITITNG Ti1°7°°° | 38,2+1,1
GJCOI'O#I‘GJ_{_—"G)C.’I' Moo= 0 - _',L'Jn..I'
-0, o
DPOoOPrPOCOPC corcoraooc APrOFOCOIC TRCcoORCcORPOOC
diz | L Sl 84208 | "ILILLLL 1IITI 91,8+23
oPFOPFPOCORCO coOPrCOoOPFOOC MPrPOPrOACODCODPCODPCODOOC
da13| *"7ITIIT S77ITT 0 TITIITI="" 17T 28+13
da1a | “TOITTITEY ="TT1°°°| 2,3+0,2 | 2*°ITTRITTI=""F11°°° | 17,0+ 2,8
a 3%0, IPTTIITi =" 1T 02,
mbnbmcmbcn’m‘cn:—cnbnnc NPFoPFCOFCOPCOPCOPOOC
da1s | “TITITIIY Z7IT1°77| 32.8+29 | "IIIITIIII="ITE 39,5+ 6,3
mbnbmcmbcn‘m‘cnbcnbnnc OPEOFOCOCODPCOPCODOOC
da16 | "ITIITTIIT “7IVI°°7| e12+¢49 | “ITIITIIIIIZINI™™ | 71,251
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oy
oPFoFoCOFCO’ TCOPCORPOOC ODoOOCOFCOPCOICOBOOC
da17 | [ITTIICTIL “"TNT™" | 75,7 +5,0 | TRILILTILI"IIT 86,237
]
DEFOxOC o Tcarcoronc NEFoEFnCOFCORCoORCOoOROOC
doi | TITITTTILY TTITIIT™S| 62,7+21| FITTITTITIITIOONIT™ | 61.1+06
]
DBFOxOC o Tcoarcoronc Mo rOCOPCOPCODCODOOC
do2 | TITITTILIL TITTTEN™ | 69.2+13 | FITEITIIIIIINITINN"" | 69.9+23
oy
OEFOFOC o7 T CcorcoronC ODoODOCOFCOBPCODCOBOOC
do3 | TTTTTTITIT TVITIEN™ | 732+16 | TITIRIIEITITITINNNT® | 81,9+24
]
DPFOxOC o Tcoarcoronc NEFoEFnCOFCOPCoORCORPOOC
doa | TITTLITIIL TTITIRC | 745+1,0 | FINITTTIILITITICINT | 78,9+08
Prezentowane struktury obrazupmiejsca SNP (czerwony), miejsca modyfikacji nukjgdw w obgbie
antysensowych gapmerow (LNA — niebieski, 2'-O-metRRINA — zielony) oraz schematycznie - niesparowania
w obrebie duplekséw. $to struktury wygenerowane w programie RNAstructou@

typ dziki 717G

TL

K di6 d17 dbl db2 db3 dbd TI

-5.--—---""‘“‘---”--..-

mutant 717A typ dziki 717G mutant 717A
K_ di6 di7 dbl db2 db3 dbd T1 F K dal3 dal4 dal5 dal6 dal7 | T1 F K dal3 dal4 dal5 dalé dal7
a ol
l L a e~ —
s e -
- - — | -~-
- e - -
- - ] -
-

Rysunek 52.Rozdziat elektroforetyczny produktéw hydrolizy RNA7 w dupleksach z wybranymi gapmerami
(d16-db4 - rysunek lewy, dal3-dal7 — rysunek prawy)

e N
Trawienie RNA w dupleksach z SP18 O typ dziki 717G
V7171 GIA B mutant 717/
100,0
g 80,0
>
&
2 60,01
e}
>
ey
g 400
[y
‘<
2 200/
S _
0,0 o
dal3 dal4 dal5 dal6 dal7
- /

Wykres 65. Wydajnai¢ hydrolizy wariantow RNA 717 w dupleksach z gapmaraawierajcymi alkilowy
tacznik SP18, w zalaosci od diugdci gapu (dal3 — gap 4-nukleotydowy, dal7 — gapkeadydowy).

Wsrod testowanychin vitro oligonukleotyddw, jedynie gapmery dKM i

d4

dyskryminowaty hydroliz w dupleksie z typem dzikim RNA. W komérkakekeLa,obok nich
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postanowiono przetestowdakze oligonukleotyd wykazuapy dziatanie odwrotne (d14) oraz
gapmery d1 i d2, dla ktérych podczas hydrolizyitro uzyskano niepewne wyniki dotygze
trawien w dupleksach z formmdzika (duze bkdy). Gapmer d1 wykazywat umiarkowan
selektywna¢ w niskich stzeniach z przedziatu 10-50 nM. Istotna statystycaokazata si
jedynie r&nica w poziomie ekspresji uzyskana wzshiu 50 nM i wynosita ona 40%
(Wykres 66). Wysze stzenia d1 nie dziataty selektywnie.

4 Tranzycja G/A (APP, V7171)

gapmer dl  typ dzki 717G
1,31 T B mutant 717A

wl | +

il

071 1L

0,5

Znormalizowana ekspresja G
w komoérkaclidelLa

0,3

0,1-

0 10 25 50 75 100 200
Stezenie gapmeru d1 (nM) )

-

Wykres 66. Zmiana ekspresji GFP pod wptywem gapmeru®#zenia, w ktérych obserwowano statystycznie
istotma (0=0,05) ré&nice w ekspresji obu form RNA zostaly oznaczone gwiazdk

-

Tranzycja G/A (APP, V7171) B typ dzki 717G
gapmer d2

B mutant 717A

124 +

0,81
0,6

0,41

Znormalizowana ekspresja G
w komoérkactHeLa

0,21

0 10 25 50 75 100 200

Stzeni d2 (nM
L tzenie gapmeru d2 (nM) )

Wykres 67.Zmiana ekspresji GFP powodowana obécrpinhibitora 1d2.Stezenia, w ktdrych obserwowano
statystycznie istotn(0=0,05) ré&nice w ekspresji obu form RNA zostaly oznaczone gwiazdk

W przypadku transfekcji gapmerem d2 uzyskano igotstatystyczny efekt

selektywnego wyciszenia w naiszym testowanym steniu 10 nM, na poziomie 30%.
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W miar wzrostu stzenia efekt zacierat ai Dla obydwu wariantow RNA 717 obserwowano
ujemmy korelacg poziomu ekspresji i gtenia (Wykres 67).

Weryfikacja dziatania oligonukleotydu d4 w komorkadieLa ostatecznie nie
przyniosta rozstrzygagego rezultatu. Podczas gdy dla dupleksu z typeikindzZRNA
obserwowano zammos¢ poziomu ekspresji od ¢tenia, tak dla wariantu zmutowanego
obserowowano rezultaty nie wykazcg ze sop korelacji. Dla 50 nM stzenia d4 uzyskano
istotrg  statystycznie selektywdé dziatania wzgidem mutanta na poziomie 52%, ktéra
jednak nie wygida wiarygonie na tle catego zakresgzai. Od stzenia 75 nM obserwowano
wzrost wyciszenia ekspresji RNA typu dzikiego zmgcavzgkdem kontroli (Wykres 68).
Brak obserwowanej dla wariantu zmutowanego RNA 7I1kXelacji ekspresjal/stenie
gapmeru, nie daje podstaw do uznania oligonukleotgd za selektywnie gdicujacy

wydajna¢ ekspresji wariantow RNA 717.

(" Tranzycia GIA (APP, V717) D
gapmer d4 | typ dzki 717G

1,6 T B mutant 717A
o
s 141
) ﬁ +
GE). D 1,2
2 T
G 1+
g g 087
o o
£ X 06
= .
gz
5] 0,4+
=
N

0,2

O |
0 10 25 50 75 100 200
Stezenie gapmeru d4 (nM)
N J

Wykres 68.Zmiana ekspresji GFP pod wplywem gapmeruSidzenia, w ktérych obserwowano statystycznie
istotm (0=0,05) ré&nice w ekspresji obu form RNA zostaly oznaczone gwiazdk

Transfekcja gapmerem d4
typ dziki 717G 10nM 25nM 50nM 75nM 100nM 200nM

mutant 717A 10nM 25nM 50nM 750M 100nM 200nM

Rysunek 53. Komoérki HeLa po 24-godzinnej transfekcji gapmerem d4; obserwmwvfuorescencja GFP,
powigkszenie 10x.
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Z kolei gapmer d14 potwierdzit swoje dziatanienitujace poziom ekspresji RNA na
korzys¢ wariantu zmutowanego, wykazane w warunkachvitro, jedynie w najniszym
analizowanym stzeniu 10 nM. Jednak, co ciekawe, efekt selektyd@hazyskano nie przez
zahamowanie ekspresji RNA typu dzikiego (jak ograenie jego hydrolizy w warunkach
vitro), a przez wzmienie ekspresji wariantu zmutowanego 717A. W badamgkresie
stezen obserwowano ujemankorelacg poziomu ekspresji i atenia dla obydwu wariantéw
RNA 717 (Wykres 69).

4 Tranzycja G/A (APP, V7171) — N
1.87 gapmer d14 B typ dziki 717G
B mutant 717A
o 1,61
w14
g3 +
;% T 1,24
v G
‘2 0,8
g5
S < 061
[ ’
£ =
o 0,41
jy
N
0,2
0 i
0 10 25 50 75 100 200
[ Stzenie gapmeru d14 (nM) )

Wykres 69.Zmiana ekspresji GFP pod wptywem gapmeru @&te&zenia, w ktérych obserwowano statystycznie
istotm (0=0,05) ré&nice w ekspresji obu form RNA zostaty oznaczone gwiazdk

Podsumowujc transfekcje przeprowadzone dla tranzycji G/A weble sekwencji
RNA 717, najlepsze dziatanie w komorkadblLaw ramach prezentowanej strategii udato si
osiagma¢ z gapmerem dl (Tabela 22). Wado ICso, uzyskane dla jego dupleksow
z obydwoma wariantami, #@iac sk ponad 4,5-krotnie, pozwalapotwierdzt selektywne
wyciszanie wariantu zmutowanego w badanym przeelziatzen. Nieco mniejsz
selektywnaé¢ (1,4-krotna ranica w 1Gg) wykazywat gapmer dKM komplementarny do
formy zmutowanej 717G, ktéry podabmoznice wykazywat w warunkachn vitro. Nie
uzyskano natomiast potwierdzenia dlani@éowania poziomu ekspresji w komorkakeLa,

sugerowanego przez rezultaty eksperymeniowtro z oligonukleotydami d4 i d14.
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Tabela 22. Por6wnanie parametrow g wybranych gapmeréw wzglem wariantow RNA 717. Waroi
podswietlone na zielono prezeniugilna dyskryminact ekspresji wariantu zmutowanego RNA 717&}to —
niewielka dyskryminacg ekspresji wariantu zmutowanego RNA 717A.

ICs0 (NM)
RNA dziki RNA mutant
AS0 717G 717A
dKM 46,5 32,4
da 72,8 n/a
di4 59,8 50,1
di 53,7 11,4
dz2 52,8 47,9

3.2.2 SNCA E46K

Dla tranzycji G/A w obgbie sekwencji RNA 46, w warunkach vitro przetestowano
11 oligonukleotyddw. Skupionoeshna uktadach niesparowakutecznych we wczeiejszych
przypadkach. Przeanalizowano ek potencjal oligonukleotydéw zawiegaych
modyfikowane nukleotydy typu UNA. Centralnie zlokalwane niesparowania, obecne
w przypadku hydrydyzacji gapmeru kKW do mutanta R&&A (rA-dC) oraz gapmeru kKM
do formy dzikie] RNA 46G (rG-dT), inaczejnw przypadku RNA 717 z tranzyciG/A,
nieznacznie rinicowaty poziom hydrolizy meidzy dupleksami obydwu form RNA.
Podwojne niesparowanie rA-dA umieszczone przy 3Jickogapu zasadniczo nie wptywato
na wydajné¢ hydrolizy (Tabela 23). Natomiast obeétav jednym z duplekséw trzeciego,
centralnego niesparowania powodowanego przez mekeane oddziatywania w miejscu
SNP, dawata niespojne wyniki. W przypadku gdy neesgraniem tym byto rA-dC, poziom
hydrolizy obniyt si¢ 0 okoto 25%, natomiast w przypadku dodatkowej amgnicznej pary
rG-dT, wydajné¢ hydrolizy z udziatem rybonukleazy H wzrosta o pelma 20%. Jest to
zastanawiajce, chocia niekanoniczna para rG-dT nie poraz pierwszy zagkakv ten
sposOb. Zasadniczo jest ona termodynamicznie bapdmtbbna do pary rA-dT, jednak
zaréwno na podstawie trauiieluplekséw z gapmerem kKM jak i k4 wyptywajnioski, ze
jej obecné¢ sprzyja hydrolizie bardziej hiobecné¢ pary kanonicznej rA-dT. Zupetnie
inaczej zachowuje sinatomiast wspomniana niekanoniczna para, gdy wssddpuje
w dupleksie z podwdjnym niesparowaniem rG-dG odkdica gapu (gapmer k2). W tym
przypadku jej obecr$é znacznie obra wydajndé¢ hydrolizy dupleksu typu dzikiego RNA
717G, czym powoduje ukierunkowanie hydrolizy z a¢am RNazy H na formzmutowan
RNA 717A. Na przyktadzie obecka podwdjnego niesparowania od 5 rkha gapu

(gapmery k1 i k2) widg ze obecné& dodatkowego trzeciego, centralnie ulokowanego

138



. WYNIKI | DYSKUSJA

niesparowania dupleksu dyskryminuje hydrelinkreslonego wariantu RNA, geneng

selektywndé¢ wzgledem drugiej z form (Tabela 23, Rysunek 54).

Tabela 23.Zestawienie rezultatéw trawievariantow RNA 46 z udzialem rybonukleazyirHvitro w zaleznosci
od planowanej struktury dupleksu z oligonukleotydamysensowym, gapmery kKKW-KUN3.

Dziki 46G Mutant 46A
Wydajnosé Wydajnosé
ASO Sekwencja/Struktura hydrolizy Sekwencja/Struktura hydrolizy
(%) (%)
BPoobDOOBEOOOESD hnnhhm“b‘pmmmpm
kKW PUPTTTeLInntls | 88148 TTT11T 1Tiiili 61,2+7,5
cho=Haa-AO000C0 cc‘m—i—lnxn,—lnonco
o
R - b= oo ORFDOOOE0
kkM | 7717 TITTTT | ee3:48| ITIIITIITITIT |778=146
Cc‘m—i—!n\q,—innncn Com=-o=-"—-oon0oo
= o —0
a | TPTITPET 11T | 7ssxz206| ITTIIT. 1 TIT | 2624205
C-:,I'“-é)—i—itl:-:!:—l\ Fal=t s T eansHo. A Bzi=le e
n—m i
i o—m
iis T T iT7iifit  1if
+ +
k2 J;,Lgl,l.l.‘!,% ’L\ (!)C(!’ 31,3+239 ::!:LJH—u!:—i—L ALl 81,7+4)9
= m—m D—m
— — I
Il-t‘)t')}. inink-Hnplnlnk-Jn] I-(')(')P m”h“:-mmm:-m
k3 | 111 LETLITNT | 84,1+103| 111 I TIILI11 | 59,1+7,2
Ll lelokelolelelale] co@ LT e io el o]
o o S
—In
sos o P roooro ::-nn’b ‘mErannFm
k4 111 I 1Ll | 805+11,2 |11 TLITT1T11 61,7 +7,3
c oo Ol omaooco Smm Beininirlislylads
B—p’ T —
o—
! b o oo A
ks | “TIIITIITE  RID°°°°7| 45,7+12 | “IRIRRTIRE RD°°°°° | 78526
e S Ry cccmm—i—m—c\b,n”-n
o—o, o
OPBDRDOOBDBT TEROaOOBROCOO oprBpBrBrOORD T FpooOPOCOn
ké LU - L) 495+3,6 |  LLLLLLL TLELL 76,1+3,1
nbbbbnnbbm’o‘bmmmbmcmm OPPFEEOOREPOREREOOOPOCOD
KUN1 [IIL ITIRITENT| 50.2+4.1 [ITTATTTTIIIT | 75028
OBBEBOOERES b omnBoCHo OPPFRPOOREARPOOOROCHD
KUN2 LI TTITITNE"| 53,531 TTERLTTLIITIE" | 77,5+ 1,8
CERREOOERRD b omOBRmCHm OFFEEFOOBREOREOOOBOCDN
KUN3 [IIL ITIRITENT| 497 1.7 [ITTATTTTINIT | 82,8+3,9
Prezentowane struktury obrazufniej_scz_;\ SNP (czerwony), m_iejsca modyfikacji nukjeldw w obebie
antysensowych gapmerow (LNA — niebieski, 2’-O-metRRNA — zielony, UNA -bgzowy) oraz schematyczn
- niesparowania w obbie duplekséw. $to struktury wygenerowane w programie RNAstructbu@ Wartgci
oznaczone kolorem zielon.ym.i pgvdetlone nazoto reprez_entlaj silng dyskryminacg hydroli_zy warjantu
dzikiego RNA, kolorem niebieskim efciowa dyskryminac, a kolorem czerownym — rdicowanie w
niepazadanym kierunku.

niesparowanie rG-dT charakterystyczne dla dupleks@@NA typu dzikiego przy 5’ kicu
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gapu, w miejscu ecia przez rybonukleazH (gapmery k5 i k6). Osgnigto selektywnéc
hydrolizy wzgkdem mutanta na poziomie okoto 30%. Pojedyncze aresyania rA-dA i rG-
dG w tym rejonie nie wptywaly znagzo na poziom hydrolizy, natomiast pojawienie si
dodatkowo niekanonicznej pary rG-dT wimg ostabiato wydajni trawienia.

Podobny efekt osgnigto z zastosowaniem nukleotydow UNA w miejscach
pierwotnych niesparowaw dupleksach RNA 46 — k1/k2. Dyskryminacja duplekszez jego
destabilizagg w ramach par komplementarnych na pewno stanowiejsue zrodto
potencjalnych efektow niespecyficznych w komdrcez rzastosowanie w tym celu
niesparowa, co ma znaczenie w przypadku wykorzystania testgala oligonukleotyddw

w komorkach.

. typ dziki 46G mutant 46A
typ dziki 46G mutant 46A TI F K k5 k6 KUNIKUN2 KUN3| TL F K k5 k6 KUN1 KUN2 kUN3
F 'K kKW kKM k <2 F K kKW kKKM k 2
T1 k=G k3 k4 | T1 W kl K k3 k4 .---——— .‘
- - W - S - e &
-
- - e — -~ -
. e B
- - S
- s
. " - e
. - = -
- - -
‘ e

Rysunek 54. Rozdziat elektroforetyczny produktow hydrolizy RN# w dupleksach z gapmerami kKW-k4
(rysunek lewy) i k5-kUN3 (rysunek prawy).

Uzyskane dla wybranych duplekséw parametry termadyozne wykazuaj ze
wariant dziki RNA 46G, silniej hydrolizowany w dgisie z oligonukleotydem k1 (o 52%),
tworzy trwalszy termodynamicznie o 4,13 kcal/molplks nz wariant zmutowany 46A.
Z kolei z gapmerem k2 wariant dziki RNA 46G tworstabszy dupleks i wariant
zmutowany RNA 46A, i rénica ta ché wynosi tylko 1,64 kcal/mol, to przektadag sha
znaczne zrinicowanie poziomu hydrolizy, pronyg trawienie wariantu zmutowanego RNA
46A réwniez o okoto 50%. Odnotowano zeduwze r&nice w trwaldci termodynamicznej
duplekséw fAAG’37) z gapmerami kKW (8,98 kcal/mol) i k3 (4,28 kcal/mddtére jednak nie
ukierunkowywaty hydrolizy z udziatem RNazy H wgdémzadnego z wariantow RNA 46.
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Tabela 24. Zestawienie kluczowych parametréw termodynamickhngepleksow RNA 46 z wybranymi
gapmerami.

Typ dziki 46G Mutant 46A
ASO (kcAa(I?rr%l) pé:) ASO (kcAa(I?n?Z)I) Pé)
KKW 26,60+ 114 868 KKW 1771016 718
KKM 20,59+0,50 78,8 KKM 2395+043 813
k1 12414016 615 k1 828+003 452
k2 10,46 + 0,08 54,6 k2 12,11 + 0,13 56,5
k3 13394007 733 K3 911+0,04 507

Kolorem zielonym oznaczono oligonukleotydy, ktére dupleksach dobrze idicowaly poziom hydrolizy
selektywnie wzgidem mutanta RNA, kolorem niebieskim oligonukleotykiyre r&nicowaty hydroliz w

mniejszym stopniu, kolorem czerownym oligonuklegtydiore selektywnie indukowaty hydrotizypu dzikiego
RNA (niepazadane). Komdrki tabeli peavietlone na szaro wskazupligonukleotydy, dla ktérych wygpuje

znacaca rénica termodynamiczna\@ G’3;) w dupleksach z typem dzikim i z mutantem RNA.

Peine zestawienie uzyskanych danych termodynamitemyrozdziale Zalczniki, Tabela 39, a — temperatura
topnienia dupleksu wgteniu 10'M

typ dziki 46G mutant 46A
UBEES THa) k. k ki kK2 k3 ki S Hese i k k kI k2 k3 k4
KW KM KW KM

LT R ey e——

Rysunek 55. Rozdziat elektroforetyczny produktéw hydrolizy 9@kteotydowych wariantbw RNA 46
Z udziatem RNazy H, w dupleksach z wybranymi gapmeikKW-k4).

Dziatanie niektorych oligonukleotydow sprawdzono glkgdem potencjalnie
ustrukturalizowanych 99-nukleotydowych wariantow ARNA6. Potwierdzono kierunek
selektywndci dziatania gapmeréw k1 i k2, natomiast uzyskanecm nizszy poziom
zroznicowania  (Rysunek 55; Zgaizniki, Tabela 44). Obserwowano fa&k interesujce
réznice w wydajnéci trawienia poszczegolnych wariantow RNA 46 w @ib®ci gapmerow
KKW i kKM, wystepujace na niszym poziomie w przypadku trawiekrétkich 13-
nukleotydowych RNA 46.

W linii komodrkowej HelLa niestety nie udowodniono selektywnego dziatania

w pazadanym kierunku dlazadnego z omawianych oligonukleotydéw. Efekt gapmid€ivi
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omowiono w rozdziale 2.2.2. Gapmer k1, w rownympeta bardzo silnie (o ponad 60%)
hamowat ekspresjobydwu wariantow RNA 46 juw najnizszym badanym steniu 10 nM.
Od stzenia 50 nM obserwowano catkowite zatrzymanie edgpdla obydwu wariantow
RNA 46. (Wykres 70).

4 B
Tranzycja G/A (SNCA E46K) B typ dziki 46G
gapmer k1 B mutant 46A

1,24
o
o | [T
T l L
¢ g
§ T 0,81
T 5
© ©
S g 0,61
e
'g 2 0,4
® [l
£ s
g2 021

O .|
0 10 25 50 75 100
stgzenie gapmeru k1 (nM)
- J

Wykres 70. Zmiana ekspresji GFP pod wptywem gapmeru Wkyskane rénice w ekspresji okazaly esi
nieistotne statystycznie.

Gapmer k2 wykazywat natomiast dziatanie selektywneajnzszym s¢zeniu 10 nM,
jednak przeciwnie @i w warunkachin vitro, wzgledem wariantu dzikiego RNA 46G.
Preferencja ta wykazywata tendepspadkows utrzymupc sk do stzenia 75 nM. Ujema
korelacg wydajnaci ekspresji i sfzenia obserwowano jedynie dla wariantu zmutowanego
RNA 46A (Wykres 71).

4 N
Tranzycja G/A (SNCA E46K) B typ dziki 46G

gapmer k2 B mutant 46A

1,64
1,44
1,24 ‘ ‘

0,8
0,6

0,4+
0,21

Znormalizowana ekspresja G
w komérkachdelLa

0 10 25 50 75 100

stezenie gapmeru k2 (nM)
- J

Wykres 71.Zmiana ekspresji GFP pod wptywem gapmeru %@zenia, w ktérych obserwowano statystycznie
istotmm (0=0,05) ré&nice w ekspresji obu form RNA zostaly oznaczone gwiazdiéznicowanie ekspresji
przebiegato jednak w niepgdanym kierunku.
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Poréwnanie testowanych oligonukleotydow na podstawartéci 1Csy wykazato
staly selektywné¢ dwoch gapmerow kKM i k2 wzglem wariantu dzikiego 46G,
potwierdzagc brak zalenosci wydajncci hydrolizy od parametréw termodynamicznych
dupleksu. Rezultaty uzyskanen vitro dla gapmeru kKM wskazywaty nieznacznie
wydajniejsa hydrolizg wariantu dzikiego RNA (9%), jakkolwiek zdica ta wydawata si
nieistotna w obliczu kbdu pomiarowego wyznaczonego dla trawidupleksu wariant
zmutowany 46A-kKM. Natomiast nie potwierdzitye¢srezultaty uzyskanen vitro dla

gapmeru k2.

Tabela 25. Poréwnanie parametrow §gwybranych gapmeréw wzgdem wariantow RNA 46. Warkoi
podswietlone na czerwono prezenfujiepazadam selektywndé¢ wzgledem typu dzikiego RNA.

1Cs0 (NM)
RNA dziki RNA mutant
ASO 46G 46A
kKM 4,1 9,7
K1 4.6 4,2
k2 <10 175

3.2.3 SNCA A53T

W przypadku sekwencji z tranzyojs/A RNA 53 zaprojektowano 15 gapmeréw, ktore
stuzyly przede wszystkim oké&eniu wptywu pojedynczych i podwdjnych niespardwa
ulokowanych centralnie jak i przy obufdaach gapu DNA. Analizowano tai dziatanie
oligonukleotydéw, wprowadzagych zamiast niesparowa destabilizujce dupleks
nukleotydy UNA.

Dla sekwencji RNA 53 nie zaobserwowan@adnego wptywu pojedynczego
niesparowania rG-dT (gapmer hKM), an t&-dC (gapmer hKW), na wydajié hydrolizy
z udziatem rybonukleazy H. Praktycznie catkowit@wienie uzyskiwano tale, gdy
w dupleksie wysipowato podwdjne niesparowanie rG-dG/rU-dT przyidw 3’ gapu DNA.
Nawet pokczenie obydwu tych motywéw w ramach jednego duplekie powodowato
spadku efektywnii jego hydrolizy (gapmery hl i h5). Nieskuteczngiob takze
umieszczenie podwojnego niesparowania w centrumleklsp (gapmery h3 i h4), nie
zaburzajc trawienia zadnego z wariantow RNA 53 w najmniejszym stopniedyhym
uktadem niesparowiaw ktorym uzyskano rnice w wydajnaci trawienia obydwu wariantow
RNA 53 byto podwodjne niesparowanie rA-dA, umiesawz@rzy 5’ ka@icu gapu w sekwencji
komplementarnej do wariantu zmutowanego. Oznacttatpe dupleks z sekwengcjdzika
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posiadat trzecie, centralnie umiejscowione niesparse rG-dT (gapmer h2). Uzyskana
roznica w efektywnéci trawienia dupleksow formy zmutowanej RNA 53A Ziklej RNA
53G z gapmerem h2 byta znaca i wynosita okoto 60%. Gdy podwdjne niesparowadie
dA, umieszczone przy 5’ Kaou gapu wysipowato w sekwencji komplementarnej do typu
dzikiego (oligonukleotyd h6, jego dupleks z mutamt&3A posiadat trzecie centralne
niesparowanie rA-dC), wowczas obserwowano nieccejsme bo niespetna 30% obeaiie
poziomu hydrolizy wariantu zmutowanego RNAadna inna analizowana kombinacja nie
powodowata zrgnicowania wydajnéci hydrolizy z udziatem rybonukleazy H dla warianto
sekwencji RNA 53 (Tabela 26, Rysunek 56 i 57). Caskakugce, wprowadzenie
nukleotydéw UNA w miejsce niesparowarzy kaicu 5 gapu DNA (pary rA-Y zamiast
niesparowa rA-dA) nie wykazalo najmniejszego inhilopgo wpltywu na hydrolig

w przeciwigistwie do czsciowej inhibicji w przypaku RNA 46 i catkowitej @lRNA 692

z transwerg C/G .

Tabela 26. Zestawienie rezultatéw trawiewariantow RNA 53 z udzialem rybonukleazy id vitro
w zaleznosci od planowanej struktury dupleksu z oligonukletatsn antysensowym; gapmery hKW-hUN3.

Dziki 53G Mutant 53A
Wydajnosé Wydajnosé
ASO Sekwencja/Struktura hydrolizy Sekwencja/Struktura hydrolizy
(%) (%)
ODOCOCODOFIFOIM nocmen’ ToBRRORD
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IR R R - N N e D s R R L5 L S 99 | nrahnhnhn,m—lﬂmc.n
[y
noCcocn’ ToOBRRORD OnCoOCOIE0olm
hKM | TTTirf L0T0nD | 96921 TTXTITLLITTTT1 99,1 +0,3
n.rx::-n::-naq,mq—cme::n OOPFOIO=O=-=-DCO
P2 =N o—Cc
TTT 1 0irnit TTT  TITMI70T
hl :!).*I't::l-\ 113\ ,;Jq—cmcn 97,0+1,6 :!u!a::l- o-O-—"nco 98,9+0,3
n—— ‘m——
Y e
[rpNirp Relliry Ny o ol MOCOCODo [l -]
h2 Irrirl | 111 | 368+44 | 11JTII111 111 96,6 + 1,5
FRESSHEIREEY e il OoOPFPOROSD Do
= o > —
o — i oo
omcnc’ Mal-5- Hah N jep R ep ol ey o oo m
h3 | TITI] ITTITT | 962+x13 ) TIITI0 LLLLTT1| 982+0,2
s lat-Fok- [rp o o By B oDk,  —O--0C0
\m__|’ m
s 2 pnopg
ooCoOCom b= - Ny {rp i op Homllrp Rl ey
+ +
na | TTITIEE  TITID | 9so=2a4| TRTITIT TITET | os2:05
—— o
’m_cmmn:ﬂhnhm soc —orPanpons
DmC
h5 97,7+0,8 111 l LLLTLd 96,5+1,3
:Lfl'}:!-\ _rtlnlﬁgjl!llg:]::!: n*“b\m__(ﬁxo,m—iﬂmc.o
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A S
[rplrp Lol Ny Bn -4 [l - ep] oncncn” T o loh-Tr
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{rp]
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T7I1 TITTTd SRR
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ho | " LTEELEEE 111 95,6+0,8 | " IITITIIIIL TT1 95,7£0,8
iy i = G
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OOPFCOOCHC ObRBODOCOHD -3 iy Do
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Prezentowane struktury obrazumiejsca SNP (czerwony), miejsca modyfikacji nukjgdw w obebie
antysensowych gapmeréw (LNA — niebieski, 2'-O-metRNA — zielony, UNA -bgzowy) oraz schematyczn
- niesparowania w obbie duplekséw. $to struktury wygenerowane w programie RNAstructbu@ Wartdgci

oznaczone kolorem zielonym i padetlone nazoétto reprezentwj silng dyskryminacg hydrolizy wariantu
dzikiego RNA, kolorem rdowym czsciowa dyskryminacg hydrolizy w niepaadanym kierunku.

typ dziki 53G mutant 53A
Tt F K hKWhKM hl h2 h3 h4 h5 h6 h7 h8 TI F K hKWhKM hl h2 h3 h4 h5 h6 h7 h8
N

-
~ - -~ . . p—
- -— - -
. -~ -
-_- e d —— - e -
- s - [

Rysunek 56.Rozdziat elektroforetyczny produktoéw trawienia veatiow RNA 53 w dupleksach z gapmerami
h9-hUN3 (T1-trawienie RNA rybonuklead 1, F- hydroliza alkaliczna RNA, K- kontrola, hKW8 - testowane
oligonukleotydy antysensowe)

145

D




. WYNIKI | DYSKUSJA

typ dziki 53G mutant 53A
T1 F K h9 h10 hUNI1 hUN2 hUN3| Ti1 & K h9 h10 hUN1 hUN2 hUN3
- — e
& |
e | : :
et T
: -
‘ o . . = - -

Rysunek 57.Rozdziat elektroforetyczny produktéw trawienia veantiow RNA 53 w dupleksach z gapmerami
h9-hUN3 (T1-trawienie RNA rybonukleaZ 1, F- hydroliza alkaliczna RNA, K- kontrola, h&JN3 - testowane
oligonukleotydy antysensowe)

Parametry termodynamiczne duplekséw obydwu waWanRNA z wybranymi
oligonukleotydami, nie wykazaty dych r&nic w ich stabilnéci termodynamicznej (Tabela
27). Dupleksy wariantow RNA 53 z najlepiej dzialgjm w t&cie RNazy H gapmerem h2
roznity sie trwatoscia zaledwie o 1,45 kcal/mol. Z kolei g stabiej r@nicujacy gapmer h6
powodowat ranice w trwaldsici wynosaca 3,93 kcal/mol. Rénica 3 kcal/mol byta
obserwowana w przypadku gapmeru hKW wrngosgo niesparowanie rA-dC do dupleksu
z mutantem RNA 53A, natomiast nie wptywata ona naaynacé hydrolizy. Uzyskane dane
ponownieswiadcz o braku korelacji midzy poziomem hydrolizy dupleksu a jego trwégia

termodynamicza dopoki dany dupleks tworzyesiv warunkach reakcji.

Tabela 27. Zestawienie kluczowych parametrow termodynamicznytiplekséw RNA 53 z wybranymi
gapmerami.

Typ dziki 53G Mutant 53A
5 : 5 3
ASO (k;:Aa(I?n%l) pg:) ASO (k;:Aa(I?rri(?)I) pé:)
hKw 18,37 +0,31 79,0 hKw 15,36 £0,14 66,0
hKM 16,29 +0,09 72,9 hKM 18,99+0,34 73,8
h2 10,97 +0,08 54,3 h2 12,41+0,20 56,3
hé 1346+0,22 62,6 h6 953+0,07 494

Kolorem zielonym oznaczono oligonukleotydy, ktére dupleksach dobrze idicowaty poziom hydrolizy
selektywnie wzgldem mutanta RNA, kolorem xéwym oligonukleotydy, ktore wykazywaty niewielk
selektywnd¢ hydrolizy wzgkdem typu dzikiego RNA (niepadane). Komoérki tabeli pdsivietlone na szaro
wskazuj oligonukleotydy, dla ktérych wyspuje znacgca ré&nica termodynamicznaA@h G’57) w dupleksach z
typem dzikim i z mutantem RNA.

Petne zestawienie uzyskanych danych termodynamitemyrozdziale Zakczniki, Tabela 40, a — temperatura
topnienia dupleksu wsteniu 10'M

Test RNazy H z wybranymi oligonukleotydami, wagm 99-nukleotydowych
substratow RNA 53, potwierdzit obserwacje uzyskaneeakcji z krotszymi RNA. Jedyne
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roznice w wydajnéci trawienia RNA 53 wyspowaty, gdy zastosowano gapmer h2 (wariant

zmutowany byt hydrolizowany o 48% silniejznwariant dziki) oraz h6 (wariant dziki byt

hydrolizowany o 60% silniej miwariant zmutowany (Rysunek 58; Zekniki, Tabela 45).

Oligonukleotydy te wybrano do batlar komorkachHeLa

typ dziki 53G
sk K B b SRR hae hd cohS  h6:h7 o h8
KW KM
Tl e o R
- - - ~ -

mutant 53A

AR R h heehlE=2=h)
KW KM

- - — -

h3 h4 h5 h6 h7 h8

—aegen™ S

R

Rysunek 58.Rozdziat elektroforetyczny produktéw hydrolizy 9@kheotydowych wariantdw RNA z udzialem
RNazy H, w dupleksach z wybranymi gapmerami (hKVWY-h8

Gapmer h2 dawat obieage, bardzo wyrane zr&nicowanie poziomu ekspresji

wariantow RNA 53 w niszych stzeniach badanego zakresu. Wzshiu 25 nM uzyskano

najsilniejszy efekt selektywdoi wynoszcy 98%.

Obserwowano w tym przypadku

stymulacg ekspresji wariantu dzikiego RNA 53G o okoto 42%\pjednoczesnym obieniu

poziomu RNA zmutowanego 53A o okoto 56%. Wzshiu 50 nM rénica w poziomie

ekspresji wynosita 66%, natomiast wezgniu 75 nM ju tylko 29%. Srednie poziomy

ekspresji w powyszych przypadkach #aity si¢ istotnie. W catym badanym zakresiezsh

obserowowano ujemnkorelacg poziomu ekspresji ze ¢geniem gapmeru dla obydwu

wariantow RNA 53 (Wykres 72).
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Tranzycja G/A (SNCA, A53T)
gapmer h2 M typ dzki53G
B mutant 53A

1,44

12 + +

0,8

Znormalizowana ekspresja G
w komérkactHelLa

0,61
0,4+
0,24
0 i
0 25 50 75 100 200 300
Stezenie gapmeru h2 (nM)
S J

Wykres 72.Zmiana ekspresji GFP pod wplywem gapmeruS$t#zenia, w ktdérych obserwowano statystycznie
istotry (0=0,05) ré&nice w ekspresji obu form RNA zostaly oznaczone gwiazdk

Rezultaty transfekcji gapmerem h6 nie wykazahatdiia selektywnie obmajacego
ekspresj wariantu dzikiego RNA 53G, czego spodziewane & podstawie wynikéw
uzyskanych w trawieniacln vitro. Oligonukleotyd ten ja od najniszych stosowanych

stezen bardzo silnie hamowat ekspresibydwu wariantéw RNA (Wykres 73).

B typ dziki 53G

Tranzycja G/A (SNCA, A53T,
R ( ) B mutant 53A

gapmer hé

1,44

1,29

0,81
0,6 1

0,4

Znormalizowana ekspresja GF
komérkach HelLa

0,21

0 10 25 50 75 100 200 300

Stzenie gapmeru hé (nM)
. J

Wykres 73. Zmiana ekspresji GFP pod wplywem gapmeru Héyskane rénice w ekspresji okazaly esi
nieistotne statystycznie.

Podsumowujc efekty dziatania oligonukleotydéw skierowanyclzgmiw wariantom
sekwencji RNA 53 z tranzygjG/A, udato st uzyska jeden oligonukleotyd (h2), selektywnie
promupcy ekspresg formy dzikiej] RNA 53G, co potwierdzono w linii kairkowejHelLadla
trzech stzen. Gapmer ten ricowat ekspregj w oparciu 0 2 niesparowania rA-dA,

wnoszone w rejon hydrolizy RNA w adirie dupleksu. Najbardziej jednak zaskakuje faét,
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efektu nie udato sipowtdrzy¢, gdy niesparowania zagiono destabilizujcymi parami rA-
TY, co obserwowano w innych przypadkach.

Tabela 28. Por6wnanie parametrow §& wybranych gapmeréw wzglem wariantow RNA 53. Warfoi
podiwietlone na zielono prezeniugilng dyskryminaog ekspresji wariantu zmutowanego RNA 53A.

1Cs0 (NM)
RNA dziki RNA mutant
AS0 53G 53A
hKM n/a 28,1
h2 99,0 22,7
h6 <10 <10

3.3 Tranzycja C/T (SOD1 A4V)

W celu zranicowania substytucji C/U na poziomie RNA zsyntetyano 30
gapmerdow, o dilugei 13-20 nukleotydow, testagych r&ne typy oraz konfiguracje
niesparowa. Niestety w przypadku analizowanej sekwencji RNAzdden z badanych
gapmerow nie wykazywat istotnej selektywnoo hydrolizy in vitro wzgledem wariantu
zmutowanego. W przypadku wprowadzenia, najskutegzjak dotychczas dziakgjej
konfiguracji podwdéjnego niesparowania przy 5nka gapd, w wersji komplementarnej do
wariantu dzikiego obserwowano ©du spadek poziomu hydrolizy, jednak zny dla
obydwu wariantow RNA 4 (gapmer al3) Obe&narzeciego niesparowania rU-dG
stymulowata poziom hydrolizy, dgj niewielkie okoto 15% zricowanie hydrolizy we

wiasciwym kierunku, promowanej w dupleksie z farrmmutowan 4U. Z kolei gdy we

wspomnianym uktadzie pojawitagssekwencja komplementarna do formy zmutowanej RNA

4U (gapmer al6), obserwowano okoto 2-krotnie geaiehydrolize typu dzikiego RNA 4C,
posiadajcego dodatkowe, trzecie niesparowanie rC-dA w roiejsvystpowania SNP.
Rezultat ten jest ciekawy, gadydupleks silniej zaburzony strukturalnie byt tranyo

wydajniej.

®> Typ niesparowania jest przede wszystkim determamgmsekwengj docelows RNA. W tym konkretnym
przypadku miat postarG-dG/rU-dC
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Tabela 29.Zestawienie rezultatéw trawievariantow RNA 46 z udzialem rybonukleazyirHvitro w zaleznosci
od planowanej struktury dupleksu z oligonukleotydamysensowym; gapmery akKW-aMBrG.
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Prezentowane struktury obrazupmiejsca SNP (czerwony), miejsca modyfikacji nukjgdw w obebie
antysensowych gapmeréw (LNA — niebieski, 2'-O-metRNA - zielony, czerwona kropka — 8-
bromodeoksyguanozyna) oraz schematycznie - niespaia w obebie duplekséw. $ to struktury
wygenerowane w programie RNAstructure 5.0. Waitoznaczone kolorem niebieskim prezentuja niezma¢z
réznicowanie, a kolorem czerwonym —zrécowanie w niepgadanym kierunku.

Dla analizowanego typu substytucji C/U przetestawanake wplyw
8-bromodeoksyguanozyny na oddziatywanie w miejstNP,Soraz w kanonicznej parze
rC-8Br-dG w bezpgrednim gsiedztwie miejsca SNP. Niestety, nie zaobserowowadne]
zmiany w wydajnéci trawienia wariantow RNA 4  wskutek obedob
8-bromodeoksyguanozyny w komplementarnym do RNAjaviukleotydzie (Tabela 29,
Rysunek 59).

typ dziki 4C mutant 4U
K aKWaKM al a3 a6 a8 al2 al3 al4 al5 al6 aW aM T1 F K aKW aKM al a3 a6 a8 al2al3 al4 al5 ale aW aM
BrG BrG - BrGBrG
- .-
- - : t
~
ok —
g - ’ -ew. ..
’ : - S T
A . -
- 3
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Rysunek 59.Rozdziat elektroforetyczny produktéw hydrolizy wamtéw RNA 4, z udzialem RNazy H, w
dupleksach z wybranymi gapmerami (aKW-aM8BrG).

Wydtuzenie oligonukleotydoéw al2, al3, al5 i al6 do sekyv@®-nukleotydowych,
z zachowaniem wprowadzanych niespamwa ich pierwotnych pozycjach, réwrdienie
przyniosto efektu rénicujacego. Hydroliza RNA 4 przebiegata bardzo wydajriee abydwu
wariantow, take w obecnéci jednonukleotydowych wybrzusze niesymetrycznej gli,
wprowadzonych do dupleksu przez gapmery o jederentyd krétsze (gapmer l1la) lub
diuzsze (gapmer 2a) od docelowego RNA (Tabela 30, RaksGn).
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Tabela 30.Zestawienie rezultatéw trawiewvariantow RNA 4 z udziatem rybonukleazyitlvitro w zaleznosci
od planowanej struktury dupleksu z oligonukleotydemysensowym; 20-nukleotydowe gapmery 20al12-20al6,
gapmery la-2a, wnogze do duplekséw wybrzuszenia jednostronne.

Dziki 4C Mutant 4U
Wydajnosé Wydajnosé
ASO Sekwencja/Struktura hydrolizy Sekwencja/Struktura hydrolizy
(%) (%)
20a12| 1971191 TIITERTRIRE| 983 | fIflifl © ITITOONTE| 983
ITTIIT  CLIEIEIEIRT : ILLGEL X JLIAIILEY !
—m
20 13 mnmbnmbbmmnn’m_c'mcmtrmc 99 2 mnmbnmbbmm’c‘nmicmcmnmc 99 2
a LJ,LL!,LLLLLQLAWO,LL‘LDAL , LS00 VAL LU S0 Ny S 29 201 :
[plelnk-J mbp_m\m‘n‘ jrp Rl p Rlemli op o vp R b3 :DP m‘c}c fp Lol cp Lol ey Kop Ry Lo}
o o =] © nonkon = <
20al5| L1L1gLL 1 LLIL1IELLL 98,5 LIpiyel — LLLLILILLLL 99,3
b0 T® Bem”
2 mnmbnmbbmm’n‘n’m_c'ocmnmc mnmbnmh-:-mmcn‘m_c'clhfnihimlif
Oa16| TTTTLITEIL T IIOICT | 99,6 | ITTISARIAELY  BIELTE 99,9
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Prezentowane struktury obrazumiejsca SNP (czerwony), miejsca modyfikacji nukjgdw w obebie
antysensowych gapmerow (LNA — niebieski, 2'-O-metRRINA — zielony) oraz schematycznie - niesparowania
w obrebie duplekséw. $to struktury teoretyczne, wygenerowane w prograriistructure 5.0.

typ dziki 4C mutant 4U typ dziki 4C mutant 4U
Tl Ke- Ka- 20a 20a 20a 20a T1 F Ke- Ka- 20a 20a 20a 20a
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~ ot ;
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Rysunek 60. Rozdziat elektroforetyczny produktéw hydrolizy wamtow RNA 4, z udziatem RNazy H, w
dupleksach z wybranymi gapmerami; rysunek lewy pngary 20-nukleotydowe, rysunek prawy — gapmery
wnoszce jednostronne wybrzuszenia.

Poréwanie parametrow termodynamicznych analizoslamyupleksow (Tabela 31)
wykazato najwiksz roznice w stabilngci dupleksow tworzonych przez warianty RNA 4
z gapmerami aMBrG (4,94 kcal/mol) i al4 (3,43 koall). R&nice te jednak nie przektadaty

si¢ bezpadrednio na selektywrs¢ hydrolizy wzgkdem stabilniejszego z duplekséw. Dla
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gapmeru al4 zaobserwowano dziatanie przeciwne, amiaie indukowat on silniejsze
trawienia w dupleksie mniej stabilnym termodynamiez Obecn&
8-bromodeoksyguanozyny w obydwu przypadkach gapmergacaco wzmocnita trwalse
duplekséw z kadym z wariantow RNA 4. Gapmer aW8BrG posiadgj
8-bromodeoksyguanozynw miejscu komplementarnym do SNP, tworzyt duplsksbszy
termodynamicznie o okoto 1 kcal/mol zawiex@apar rC-2#'dG z warianetm dzikim RNA 4C,
niz pae rU®dG z wariantem zmutowanym 4U. Z kolei przesuid
8-bromodeoksyguanozyny w beZpednie gsiedztwo SNP, by tworzyta parC-*#'dG obok
niesparowania rC-dA (typ dziki RNA) lub kanoniczmgry rA-dT (wariant zmutowany 4U),
pozwolito na silniejsz dyskryminacg termodynamiczg dupleksu z typem dzikim RNA
(+4,94 kcal/mol wzgidem + 2,62 kcal/mol gdy z miejscem SNiBiadowata tradycyjna para
rC-dG, Tabela 31). Niestety jednak te bardzo obhieeuzalencsci termodynamiczne nie

przetazyly si¢ na roznicowanie poziomu hydrolizy w obecnosci mpkieazy H.

Tabela 31. Zestawienie kluczowych parametréw termodynamicznytiiplekséw RNA 4 z wybranymi
gapmerami.

Typ dziki 4C Mutant 4U

5 3 5 3

ASO (k;:Aaﬁmg&) pg:) ASO (k;:Aa(I?rri(?)I) pé:)
akKw 14,47+0,10 73,0 aKw 1346+0,12 61,9
akKM 17,62+0,34 71,2 akM 20,24+0,15 78,7

al3 15,14+0,18 70,5 al3 12,71+0,13 60,0

ala 13,21+0,18 64,4 al4d 16,64 +0,18 68,9
alé 12,53+0,15 62,8 alé 14,01+0,14 63,8

awBrG 20,60+0,42 797 aWBrG 21,66+0,39 72,0

aMBrG 16,82+0,10 68,7 aMBrG 21,76+028 76,1

Kolorem czerwonym oznaczono oligonukleotydy, ktérdupleksach z RNA selektywnie indukowaty hydreliz
typu dzikiego RNA (niepmdane). Komaorki tabeli pagvietlone na szaro wskazupligonukleotydy, dla ktérych
wystepuje znacgca r&nica termodynamiczna\@ G’37) w dupleksach z typem dzikim i z mutantem RNA.
Petne zestawienie uzyskanych danych termodynamitzmyrozdziale Zakzniki, Tabela 38; a — temperatura
topnienia dupleksu wsteniu 10'M

Sprawdzono tale dziatanie wybranych oligonukleotydéw wedém 99-
nukleotydowych casteczek RNA 4. Eksperyment potwierdzit brak selekigsci,

obserwowany tate dla krotszych substratow (Rysunek 61).
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Rysunek 61. Rozdziat elektroforetyczny produktéw hydrolizy 9@kheotydowych wariantow RNA 4,
z udziatem RNazy H, w dupleksach z wybranymi gaamer

Ostatny grum oligonukleotydéw testowanych dla tranzycji C/T Yyybapmery
zawierajce SNP przy 5’ kiicu gapu DNA w obgbie dupleksu, wagsiedztwie dodatkowych
niesparowa rG-dG lub rC-dC, a talke gapmery zawiergge w tege pozycji alkilowy cznik
SP18 i posiadage zmienn diugas¢ gapu wzgtdem sekwencji okalajacej od 3’ koa
gapmeru.

Wykazano,ze obecn& w dupleksie pojedynczego niesparowania rC-dC @mzy
koncu gapu DNA dupleksu silnie ograniczata wyddgnbydrolizy (mutant RNA 4U-gapmer
al7). W sytuacji wspotwygbowania w jej ssiedztwie drugiego niesparowania rC-dA,
inhibicja hydrolizy byta o 30% mniejsza (dziki RNAC-al7). Niestety ticowato to
hydrolizg w niewtagciwym kierunku (bardziej wydajnie trawiona byta rfoe dzika RNA,
Tabela 32, Rysunek 62). Silrinhibicje obydwu wariantbw powodowata tak obecnéc
pojedynczego niesparowania rG-dG, przegego w srodek dupleksu (mutant RNA 4U-
gapmer al8). Pojawieniegsw jego gsiedztwie drugiego niesparowania rC-dA tagodzito
efekt inhibicji powodujc 3-krotnie wydajniejsze trawienie fromy dzikiej RN4C niz

zmutowanej 4U.
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Tabela 32.Zestawienie rezultatéw trawiewvariantow RNA 4 z udziatem rybonukleazyitlvitro w zaleznosci
od planowanej struktury dupleksu z oligonukleotydamysensowym, gapmery al7-ab4.

Dziki 4C Mutant 4U
Wydajnosé Wydajnosé
ASO Sekwencja/Struktura hydrolizy Sekwencja/Struktura hydrolizy
(%) (%)
b= - Ir — 2
[5Xaink-Tals) oo nCoCoonc DOOFCOEREREOOCT "TOCoCOHOOC
al7 | "TITTELENT 107 54,7+3,0 | "ILIEITLEL KTE 19,8+3,8
»—cy o]
mnm:—nmbbmm_nnmcmcmnmc T e
[plpink-Jeln] [p R sl o Ny f ol v Nl rp W B rp o
als8 WRANAN ITT1 15,3+ 3,0 iTITITT TLiTi 51+0,4
ooomo=H—S DOP»o ncmn—i—in\mlbmnz-n
n—r
(o]
QoOOPoOTEREON”T TOoOOCOCOOnC oOOPOOBPEFEOOCOOCOCOOOC
aals LLLLLL L) 0 ITIITTI ™" 00T 1,4£2,0
(o]
QoOOPFoOFEREON”T TOoOnCOCOOnc oOOPOOBPEFOOCOOCOCOOOC
aal4 | "UICILRLE TULIETT) 237+2,0 ) T ULLLILELL TUATE 18,7 1,7
oooPOoOPFERoO0” TOOCOCOOOC OOOroOEOOCOOCOHCOOnOC
aa1s | ""TIRTIIET ""°IT1™"°| e36=+03 | ""LILIIIIIIT"TIIN™ | 31902
oooPOoOPERon”’ TOoOOCOCOOOC OOOPoOEOOCOOCOHCOHOnOC
aal6 | “TTITTIIEE 771777 ) 907+ 1.1 | "ITILLAITLIOIL™ | 31938
o
oooOPOonPFERoO”’ TOOCOCOOOC OoOOPoOOBEOOCOOCOHCOOnS
aal7 | IYTITTIIEE  “7°F0077"| 96,7+ 18 | TILLLTILILT " IT] 382+2,1
mnmbnmbbmm’n‘nmcmcmnmc DTQTTQTTQQCTQCDCDTQC
abl | LILLLLMAL  LLLILLILL 0 PILITLLETINATITEL 19,0+0,3
mnmbnmbbmm’n‘nmcmcmnmc DOQTOQTTQQCOQCDCOOG}C
ab2 .LJ,LJLLLAA\I_,JL:! [RNS} 39,8+1,9| LILITLLLLLLLLLELL 37,5%+3,0
mnmbnmbbmm’n‘nmcmcmnmc DTQTTQTTQQCTQCDCDTQC
ab3 .;L.r',l-.;U,LL(LL\p,J [RERE N} 71,134 LILILLELILTRITLILL 63,0+1,3
(9]
OoOOFOOPEFOONT ToOOCOCOOnC [leinb-Telnl-B-Snlnlaleln o lafnleln la
ab4 | ITLITLLIL  TTITTLY 945+1,1 | LILLLLLLLITTTLILE 89,3+0,1

Prezentowane struktury obrazumiejsca SNP (czerwony), miejsca modyfikacji nukjgdw w obebie
antysensowych gapmerow (LNA — niebieski, 2'-O-metRRINA — zielony) oraz schematycznie - niesparows
w obrbie duplekséw. § to struktury wygenerowane w programie RNAstruct&rd. Wartdéci oznaczone

kolorem r@owym prezentuj réznicowanie w niepgadanym kierunku.

\nia

selektywna¢ hydrolizy wzgkdem casteczki dzikiej RNA. Oligonukleotyd posiaday gap

o dtugacci 6 nukleotyddw (aalb), z czego pierwszy nukleatgidego 5’ kaca byt uwiktany

w interakcg z miejscem SNP i w zataosci od wariantu RNA tworzyt kanonicarmpar rU-

W obecnéci alkilowego &cznika SP18, wraz z wydtaniem gapu wzrastata

dA (mutant 4U) lub niesparowanie rC-dA (dziki 4@jznicowat poziom trawienia o okoto

52%. Promowat on jednak hydradiormy dzikiej, dziatagc w niepaadanym kierunku. Jak

wida¢, obecné¢ niekanonicznej pary rC-dA w tym konkretnym miejsau sisiedztwie

tacznika SP18, ksztaltowata dupleks bardziej podatyydroliz, niz kanoniczna para rU-

dA (Tabela 32, Rysunek 62). W sytuacji gdy oligoeokyd zawierat jedynie zmiean

diugas¢ gapu, bez obecka tacznika SP18, obserwowanozunizsza roznice w wydajnaci
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trawienia. Poziom hydrolizy zwkszat s¢ w miar wzrostu dtugéci gapu, lecz rownomiernie
w przypadku obu wariantow RNA. Obserwowano niewjek8% selektywn& hydrolizy
wzgledem wariantu dzikiego RNA 4C.

. typ dziki 4C mutant 4U
typ dziki 4C mutant 4U TI F K abl ab2 ab3 abd | TI F K abl ab2 ab3 ab4
aa aa aa aa aa aa aa aa aa aa :
TLF K 13 14 15 16 17 al7 al§ Tla K 14 15 (16 17 al7 al8 ....- -
| = - - - - - : - -
cCowmem-
-
.-
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' - -
-
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Rysunek 62. Rozdziat elektroforetyczny produktéw hydrolizy vwamtéw RNA 4, z udzialem RNazy H,
w dupleksach z wybranymi gapmerami (aal3-aal8 mgapzawierajce hcznik SP18).

Do transfekcji koméreldelLa wybrano oligonukleotydy wykazage kady potencjat
obnizania poziomu hydrolizy, jakae nie wyloniono gapmerow istotnie selekcjamych
trawienie wzgtdem formy zmutowanej RNA 4U.

Gapmer al3 wykazat catkiem zadowalajacy rezytatyodupc silniejsze wyciszenie
formy zmutowanej RNA 4U w stosunku do formy dzikidNA 4C, w s¢zeniach 50 nM i 75
nM. R&nice te byly istotne statystycznie i wynosity odpesinio 38% i 33%. W catym
badanym zakresie ¢gten obserwowano ujemn korelacg poziomu ekspresji i stenia
oligonukleotydu antysensowego dla obydwu wariant®eiNA 4 (Wykres 74). Rezultaty
uzyskane na podstawie transfelqjiadczyty o wikszej zdolnéci selekcyjnej gapmeru al3

niz sugerowaty to wyniki uzyskane w trawieniaalvitro.

e - M
Tranzycja C/U (SOD1, A4V) | typ dziki 4C
gapmer al3 B mutant 4U

+ +

0,84

0,6

0,4 1

0,24

Znormalizowana ekspresja G
w komorkachHelLa

0 10 25 50 75 100 200

Stezenie gapmeru al3 (nM)
_ J

Wykres 74.Zmiana ekspresji GFP pod wplywem gapmeru &k¥enia, w ktérych obserwowano statystycznie
istotry (0=0,05) ré&nice w ekspresji obu form RNA zostaly oznaczone gwiazdk
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Tranzycja C/U (SOD1, A4V)
gapmeral4 B typ dziki 4C
1,34 B mutant 4U

1,14

0,9

0,7

Znormalizowana ekspresja G
w komoérkachdelLa
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0,3-
0 25 50 75 100 200

Stkzenie gapmeru al4 (nM
L [ gapl (nM) )

Wykres 75.Zmiana ekspresji GFP pod wpltywem gapmeru &kevenia, w ktorych obserwowano statystycznie
istotry (0=0,05) ré&nice w ekspresji obu form RNA zostaly oznaczone gwiazdk

W przypadku gapmeru al4, ktdryvitro promowat hydroliz wariantu dzikiego RNA
4C, transfekcja z udzialem aszych stzen badanego zakresu skutkowata rezultatem
odwrotnym. W miag wzrostu s§zenia tendencja ta zmieniatagsipotwierdzajc efekt
obserwowany podczas trawien vitro, w stzeniu 75 nM i 100 nM. Analiza wariancji
wykazataze istotna statystycznie byta jedyniezmica w ekspresji uzyskana westniu 100
nM i wynoszca zaledwie 18%. W badanym zakresigest obserwowano korelagpoziomu
ekspresji i sfzenia gapmeru, co odpiera argument przypadkowegdasaa oligonukleotydu
(Wykres 75).

Oligonukleotyd al6 w komorkadHela potwierdzit swoje dziatanie prezentowaine
vitro, dopiero jednak w steniu 75 nM i 100 nM. Powodowat on silniejsze wyeisie
wariantu dzikiego RNA 4C w stosunku do mutanta 4dpawiednio o okoto 50% i 23%.
Obydwie ré&nice byly istotne statystycznie na poziomie0,05. Dla niszych stzen nie

obserowowano spojnej zatesci poziomu ekspresji odegtenia gapmeru (Wykres 76).
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Tranzycja C/U (SOD1, A4V)  typ dziki 4C]
gapmer alé ® mutant 4U

1,64
1,44

+ +
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0,6 1
0,41
0,21

Znormalizowana ekspresja G
w komérkactHelLa
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Stkzenie gapmeru alé (nM
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Wykres 76.Zmiana ekspresji GFP pod wplywem gapmeru &k&enia, w ktérych obserwowano statystycznie
istotry (0=0,05) ré&nice w ekspresji obu form RNA zostaly oznaczone gwiazdk

e M
Tranzycja C/U (SOD1, A4V) —
gapmer aal6 W typ dziki 4C
1,2 B mutant 4U
. 1+ T T T .
0
0w
§§ 0,8
[}
o 3
S X 061
S5
zE
SRS
=< 0,44
£ 2
g 02
0 .|
0 10 25 50 75 100
Stkzenie gapmeru aalé (nM)

- /

Wykres 77. Zmiana ekspresji GFP pod wplywem gapmeru aa%@zenia, w ktdrych obserwowano
statystycznie istotn(o=0,05) r@nicg w ekspresji obu form RNA zostaly oznaczone gwiazdk

Odmien, od warunkéwin vitro selektywné¢ prezentowat w komorkachielLa
gapmer aal6, zawienaly alkilowy facznik SP18 w pakczeniu z 7 nukleotydowym gapem.
Pierwszy nukleotyd gapu, w bezZpednim gsiedztwie #4cznika SP18, oddziatywat
z miejscem SNP. W przypadku dupleksu z fgrmizika w pozycji tej wys¢powato
niesparowanie rC-dA; w dupleksie z fagremutowan 4U pozycg t¢ zajmowata kanoniczna
para rU-dA. Na podstawie rezultatéw transfekcjizada sg¢, ze w niskich sizeniach gapmer
ten selektywnie wycisza forgremutowan, dapc zr&znicowanie na poziomie 69% weseniu
10 nM i 40% w stzeniu 25 nM. W miag wzrostu stzenia r@nica ta zaciera si(\Wykres 77).
Ciekawg obserwac jest, ze w przypadku mutanta RNA 4U, poziom ekspresji jest

praktycznie niezalay od stzenia gapmeru (0 okoto 70%zsezy w stosunku do kontroli).
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Dla RNA typu dzikiego 4C zauwalna jest ujemna korelacja poziomu ekspresjeiestia
aale.

Stosuac gapmer aal7, w komorkadhelLa obserowowano w miarstaty poziom
ekspresji RNA typu dzikiego, niezaley od stzenia oligonukleotydu, zredukowany o okoto
30% w stosunku do kontroli. Z kolei poziom ekspresariantu zmutowanego RNA nie
wykazywat zalenosci od zastosowanego ¢genia oligonukleotydu antysensowego aal?.
Istotry statystycznie rinice w poziomie ekspresji wariantdw RNA 4 uzyskano wzehiu

100 nM i wynosita ona 24%.

Tranzycja C/U (SOD1, A4V)
gapmer aal7 | typ dzki 4G
B mutant 4U

1,84
1,64

1,41
1,21 +

0,8

Znormalizowana ekspresja G
w komérkachelLa

0,6

0,4-
0 10 25 50 75 100

Stkzenie gapmeru aal7 (nM)

- /

Wykres 78. Zmiana ekspresji GFP pod wplywem gapmeru aa%#zenia, w ktérych obserwowano
statystycznie istotn(0=0,05) rénice w ekspresji obu form RNA zostaly oznaczone gwiazdk

Obserwacje uzyskane na podstawie transfekcji kekndeLa wariantami sekwencji
RNA 4 i poszczegolnymi oligonukleotydami antysengow pokazuj, ze wbrew rezultatom
uzyskanymin vitro, analizujc ich dziatanie w catym badanym zakresiezai udato s¢
wytoni¢ 3 gapmery wykazage selektywne wyciszenie formy zmutowanej RNA 4U.
Najwicksz roznice uzyskano z zastosowaniem najprostszego Ziwmych uktadéw, gapmeru
komplementarnego do formy zmutowanej. Jego wartGso wzgledem formy zmutowanej
byta 2,7-krotnie nisza nk wzgledem formy dzikiej. Nieco gorzej dziatat gapmer atify
ktdrego stzenie 1Go wzgledem mutanta byto 2,2-krotnieasize nk wzgledem formy dzikie;.
Odmienne ni w warunkachin vitro, jednak nie mniej selektywne dziatanie wykazat

oligonukleotyd aal6.
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Tabela 33. Por6éwnanie parametrow §& wybranych gapmeréw wzglem wariantdw RNA 4. Warfoi
podiwietlone na zielono prezeniugilng dyskryminaog ekspresji wariantu zmutowanego RNA 4U.

ICs0 (NM)
RNA dziki RNA mutant

ASO 4C 4U
akKM 77,7 28,8
al3 59,2 26,5
al4d 66,0 74,0
al6 n/a n/a
aal6 28,0 <10
aal7 n/a 91,7

3.4 Tranzycja A/G (APP E693G)

Dla r&nicowania hydrolizy sekwencji RNA 693, zawieigg] tranzyog A/G
zsyntetyzowano 5 gapmerdéw, zaprojektowanych tak, ukjerunkowa wystpowanie
niesparowa na regiony sprawdzone na podstawie Woigszych przyktadow, tj. gtownie
przy 5" kaacu a take przy 3’ kaicu gapu DNA. Ponadto, jakae substytucja A/G wyspuje
w bliskim sisiedztwie wczéniej analizowanej transwersji C/G, postanowiono arglsta
do bada ten sam kontekst 13-nukleotydowy, co pozwolito z&akprzetestow@ czgséc
oligonukleotydéw z serii b.

Ostatecznie spood 11 oligonukleotydow przeanalizowanych w dupseks
z sekweng RNA 693, wytypowano 2 gapmery wykazcg znacza selektywndéé hydrolizy
wzgledem formy zmutowanej RNA 693G w warunkach vitro (e3, b8) i jeden
oligonukleotyd ranicujacy w tym kierunku nieco stabiej (el, Tabela 34k 3& okazato,
ponownie najlepsze efekty datlo umiejscowienie pgdego niesparowania (rA-dA/rG-dG)
przy 5’ kaacu gapu DNA w olgbie dupleksu (Tabela 34, Rysunek 63). Obéénzeciego
niesparowania rA-dC w przypadku dupleksu formy ogikRNA 693A-e3, skutkowata
dyskryminacy hydrolizy na poziomie 73%. Poréwnywalny §ébowo rezultat dat
oligonukleotyd b8, ktéry wnosit uktad trzech niespaan do dupleksu z form dzika
I czterech niesparowiado dupleksu z forma zmutowanMimo, jak sé wydaje, wekszej
destabilizacji struktury tym uktadem w przypadkuriaatu zmutowanego RNA, uzyskano
dla niego wydajniejsze trawienie z udziatem rybdeaky H. Co ciekawe, jako czwarte
niesparowanie wyspuje tu rG-dT, ktore bardziej sprzyja ogolnej kanfaciji dupleksu

bedacego substratem dla RNAzy H,zrkanoniczna para rA-dT. Zaobserowowano réwnie
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ze podwadjne niesparowanie wggtijace przy 3’ kacu gapu DNA dupleksu ma potencjat
ukierunkowujcy hydroliz na wariant zmutowany RNA 693G (oligonukleotyd ea).tym
przypadku trzecie niesparowanie rA-dC dyskrymintr@wienie wariantu dzikiego RNA

Tabela 34. Zestawienie rezultatéw trawie wariantow RNA 46 z udzialem rybonukleazy i vitro
w zaleznosci od planowanej struktury dupleksu z oligonukletstsn antysensowym, gapmery eKW-b12,

693A jedynie o potow.
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Prezentowane struktury obrazumiejsca SNP (czerwony), miejsca modyfikacji nukjgdw w obebie

antysensowych gapmerow (LNA — niebieski, 2'-O-metRRINA — zielony) oraz schematycznie - niesparows

w obrebie duplekséw. $to struktury teoretyczne, wygenerowane w prograRiAstructure 5.0. Wartei
podswietlone nazoto i oznaczone kolorem zielonym reprezemtgjlng dyskryminacg hydrolizy wariantu
dzikiego RNA, kolorem niebieskim eg&iows jego dyskryminagj.
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Rysunek 63. Rozdziat elektroforetyczny produktow hydrolizy wamtéw RNA 693, z udzialem RNazy H, w
dupleksach z wybranymi gapmerami (eKW-b12).

Analiza parametréw termodynamicznych duplekséwybranymi oligonukleotydami

antysensowymi wykazata znace r&nice w trwaldci termodynamicznej dla trzech

z czterech analizowanych par duplekséw. W przypadkbrze réznicucych poziom

hydrolizy gapmerow el i e3, dane termodynamiczrgesih, ze nie dochodzi do tworzenia

sig ich dupleksow z form dzika RNA 693A z racji zby niskiej temperatury topnienia

dupleksu (poriej 37°C). Z kolei dla duplekséw wariantbw RNA 693 gapmerem

komplementarnym do mutanta, obserwowano silny edelstabilizujcy niesparowania rA-

dC (+5,31 kcal/mol), co nie miato wptywu na pozidwdrolizy dupleksu obarczonege t
destabilizacj (Tabela 35).
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Tabela 35. Zestawienie kluczowych parametréw termodynamicznyeipleksow RNA 693 z wybranymi
gapmerami.

Typ dziki 693A Mutant 693G
ASO (kcg(l?msél) (Tch; a ASO (kcAa(I?rr?Z)I) (Tch; a
eKW 1635+039 658 eKW 15154011 642
eKM 11,69+015 57,3 eKM 17,00+048 732
el 6,26+005 357 el 10,80+0,09 57,3
e3 6,35+ 005 36,2 e3 9574007 49,0

Kolorem zielonym oznaczono oligonukleotydy, ktére dupleksach dobrze idicowaty poziom hydrolizy
selektywnie wzgidem mutanta RNA, kolorem niebieskim oligonukleotykiyre ré&nicowaty hydroliz w
mniejszym stopniu. Komorki tabeli pédietlone na szaro wskazupligonukleotydy, dla ktérych wyspuje
znacaca r&nica termodynamiczna\@ G°3;) w dupleksach z typem dzikim i z mutantem RNA.

Petne zestawienie uzyskanych danych termodynamitemyrozdziale Zakczniki, Tabela 42, a — temperatura
topnienia dupleksu wteniu 10'M

Transfekcja komorekHelLa gapmerem el przyniosta efekt zupetnie odwrotny do
prezentowanego podczas traiie vitro. Obserwowano silniejsze wyciszenie formy dzikiej
RNA 693A w catym analizowanym zakresiezgh, istotne statystycznie w trzeclgzniach
10 nM, 25 nM i 75 nM (Wykres 79). Rbice w poziomie ekspresji, tym razem na kaétzy
wariantu zmutowanego, wynosity 44%, 34% i 78%. Wiexk dyskryminacji ekspres;ji

potwierdzat s w wigkszasci badanych sfzen zakresu.

Tranzycja AIG (APP, E693G) | typ dziki 693A
gapmerel B mutant 693G

l‘f’w + <+
ol 1L r'

0 10 25 50 75 100

Znormalizowana ekspresja G
w komoérkacleLa

Stzenie gapmeru el (nM)
_ J

Wykres 79.Zmiana ekspresji GFP pod wpltywem gapmeruSidzenia, w ktérych obserwowano statystycznie
istotry (0=0,05) ré&nice w ekspresji obu form RNA zostaly oznaczone gwiazdk

Z kolei dobrze rokujcy in vitro gapmer e3 nie wykazywat w komoérkattela
zadnych preferencji wzgllem wariantow RNA 693, wyciszgj je bardzo silnie w réwnym

stopniu jui od najniszego sizenia 10 nM.
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Tranzycja A/G (APP, E693G) B typ dziki 693A
gapmere3 W mutant 693G

1,24 +

0,8

0,6

0,4

Znormalizowana ekspresja G
w komérkachHelLa

0,2 1

0 10 25 50 75 100

Stzenie gapmeru €3 (nM)

- /

Rysunek 64.Zmiana ekspresji GFP pod wpltywem gapmeruSi&.enia, w ktérych obserwowano statystycznie
istotry (2=0,05) ré&nice w ekspresji obu form RNA zostaly oznaczone gwiazdk

Wiaczapc do analiz gapmer eKM, dla ktérego rezultaty apisgprzy koncepcji
tandemowych oligonukleotydéw (rozdziat 2.6), oka&zge, ze w komérkach dziatat on
najefektywniej. Poréwnanie efektow trzech analizoyd w komorkach Hela
oligonukleotydéw na podstawie wyznaczonych wanitdCso, wzgkdem badanych dla nich
zakresbw stzen, ukazuje,ze 50% wyciszenie wariantu zmutowanego RNA 693Gzmao
uzysk& w skzeniu niespetna 2-krotnie z8zym (1,83x) arkeli 50% wyciszenie wariantu
dzikiego 693A (Tabela 36). Dla pozostatych gapmerdedykowanych rinicowaniu
sekwencji RNA 693 nie osjnigto zadowalajcych rezultatbw w komodrkachela,

sugerowanych przez wyniki trawién vitro.

Tabela 36. Poréwnanie parametrow ¢ wybranych gapmeréw wzglem wariantow RNA 693. Waroi
podswietlone na zielono prezenigilng dyskryminacg ekspresji wariantu zmutowanego RNA 693A.

ICs0 (NM)
RNA dziki RNA mutant
ASO 593 693G
eKM 46,5 25.4
el 48,0 42,8
e3 <10 <10

35 Podsumowanie

Zatlozeniem prezentowanej strategii bytozmicowanie poziomu hydrolizy dwoch
heterodupleksow RNA/ASO, z udzialem RNazy H, w opao zmiany konformacyjne helisy
powodowane obecloia réznych motywow strukturalnych, oraz nukleotydowych
nienukleotydowych modyfikacji sekwencji gapmeru.h lavystpowanie zwizane jest
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rowniez z efektem termodynamicznym oklgacym stabilné¢ dupleksu, ktérego wptyw
takze prébowano okgdi¢.

Pierwszym i najprosztszym testowanym motywem bydgegyncze niesparowanie
wynikajace z obecnici SNP. Poniewa zatazeniem byla dyskryminacja hydrolizy formy
dzikiej RNA, oryginalnie sekwencja gapmeru byta lgdementarna do wariantu
zmutowanego RNA. Jednak gdy w trakcie eksperymerdkazywato si, ze dany motyw
moze by kluczowy w okrélonym uktadzie niesparowia wowczas testowano rowiiie
sekwenat komplementarp do typu dzikiego. Poatkowo pojedyncze niesparowanie
umieszczano centralnie w @bre dupleksu, poniewaw tej pozycji z reguty powoduje ono
najwicksz jego destabilizagj[115, 213]. Nasfpnie przeanalizowano jego wptyw w innych
miejscach w olbie dupleksu, poréwnag jednoczénie znaczenie oké®onego typu
niesparowania. Zbadano fak wydajnd¢ hydrolizy wzgkdem zwekszonej liczby
niesparowa i ich miejsca w dupleksie, obecmn 8-bromodeoksyguanozyny i alkilowych
tacznikbw zastpujacych nukleotydy komplementarne do RNA w miejscu epojalnej
hydrolizy.

Na podstawie przeprowadzonych eksperymeniawvitro uzyskano nasgpujace
whnioski:

1) Wplyw pojedynczego niesparowania zalew dwzej mierze od jego typu i od
miejsca zajmowanego w dupleksie.

2) Nie obserwowano zateosci wydajnaci hydrolizy dupleksu od jego trwaic
termodynamicznej, chyba,ze wnoszona niesparowaniami destabilizacja
uniemaliwiata utworzenie s dupleksu w 37°C.

3) Dla wigkszaci analizowanych przypadkow, rezultaty testu RNaky nie
potwierdzity, by pojedyncze niesparowanie ulokowaoentralnie w olgbie
dupleksu prowadzito do selektywnej hydrolizy oftomego wariantu RNA.
Dotyczyto to niesparowarG-dT, rG-dG, rC-dC, rC-dA i rU-dG. W warunkaoh
vitro uzyskano znagrza inhibicjc hydrolizy wzgkdem kontrolnego dupleksu
komplementarnego (70%) w 1 przypadku niesparowakidC, w sekwencji RNA
717 (gapmer dKW). W analogicznych 2 przypadkachARI8 i 53) niesparowanie
to nie wptywato na wydajng hydrolizy. W kontekcie tej samej sekwencji (RNA
717), gdy centralnym niesparowaniem bytlo rA-dG (gep d6), take
obserwowano inhibigj hydrolizy wariantu zmutowanego na poziomie 70%z&0

dwoma powyej wspomnianymi przypadkami, nie obserwowano, bjegyncze
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4)

5)

6)

7)

8)

9)

10)

niesparowanie zaburzat wydagdohydrolizy RNA z udzialem rybonukleazy H.
Postuluje si, ze wnosi ono zbyt ma} lokalna zmiarg konformacji.

Pojedyncze niesparowanie rC-dC umieszczone przykdacu gapu dupleksu
obnizato wydajnad¢ hydrolizy w kadym z 20 przypadkéw takiego umiejscowienia,
gtéwnie, gdy byto niesparowaniemzricujacym dupleks w przypadku transwersji
C/G (w 17 gapmerach na 20).

Podwojne niesparowanie umieszczone przy 3ickogapu, w jego centrum, oraz
przy 5 koacu gapu nie limitowato poziomu hydrolizy. Nie obsewano take
zaleznosci stopnia inhibicji hydrolizy od typu podwdéjnegeesparowania,

Podwadjne niesparowanie przy 5 fa@u gapu rénicowato poziom hydrolizy
wariantdw RNAIn vitro wzgledem pojedynczego niesparowania w tym miejscu w
przypadku transwersji C/G (gapmery bl3 i bl4). Nleserwowano znaggzej
réznicy w trawiagci termodynamicznej obydwu dupleksow. Lokalna zraian
konformacji dupleksu w obbie miejsca hydrolizy ograniczata trawienie w
obecndci dwdéch gsiadupcych niesparowd ale nie w obecrioi pojedynczego
niesparowania.

Uktad trzech niesparovia w ktérym obok centralnego niesparowania w miejscu
SNP wystpowato podwdjne niesparowanie przy 5nka gapu DNA, rénicowat
poziom hydrolizyin vitro w wigkszaci analizowanych przypadkéw. Rezultat ten
wynikat gtownie, ché nie zawsze z silnej destabilizacji dupleksu priagecie
niesparowanie, uniembwiaj ace tworzenie sidupleksu w temperaturze 37 °C.
Obecné¢ 8-bromodeoksyguanozyny w analizowanych gapmeraoleppzata
termodynamicza dyskryminacg ich dupleksow z formdzika RNA, nie wplywata
jednak na poziom ich hydrolizy z udziatem RNazy H.

Modyfikacje UNA wprowadzone zamiast niesparawazy 5 kaicu gapu DNA
duplekséw, w celu poprawy specyficZab sekwencyjnej oligonukleotydow w
srodowisku komorkowym, bardzo dobrze sprawdziky wi przypadku transwersiji
C/G w sekwencji RNA 692. Gzciowa selektywné¢ w efekcie ich obecrigi
obserwowano wzgtlem sekwencji RNA 46 z tranzyciz/A, nie dziataty natomiast
w kontelécie sekwencji RNA 53 z tranzycj G/A. Gdy nukleotyd UNA
wprowadzono w bezgeednie gsiedztwo miejsca SNP (koniec 3’ gapu DNA) nie
zaburzat on wydajrigi hydrolizy zadnego z wariantow RNA.

Obecna¢ alkilowych kcznikbw wykazywata dziatanie zalee od kontekstu

sekwencyjnego i typu #hicujacego niesparowania. W przypadku transwersji C/G
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zarowno SP3 jak i SP18 wzmacnialy sildyskryminacg poziomu hydrolizy
wariantu dzikiego RNA w oparciu o obesd@ojedynczego niesparowania rC-dC
w miejscu SNP. Dla sekwencji RNA 717 z tranay@/A, gdzie ranicujace byto
rG-dT lub rA-dT,
nieprzekraczara 10%. Natomiast dla sekwencji RNA 4 z tranay€}/U, gdzie

niesparowanie para obserwowano kdgsinacg

réznicowato niesparowanie rC-dA lub para rU-dA, obecn8P18 powodowata

typu
Najprawodopdobniej istnienie niesparowania rC-dAsasiedztwie 4cznika SP18

selektywné¢  wzgledem dzikiego zawierggego niesparowanie.
ksztattowato strukturdupleksu lepiej dopasowado miejsca aktywnego RNazy H

niz obecné¢ kanonicznej pary rA-dT.

Rezultaty uzyskane w warunkadh vitro nie zawsze miaty potwierdzenie w
rot dla

selektywngci miato stzenie testowanego oligonukleotydu. Im bylogkdze, tym nisz

komorkach HeLa W s$rodowisku komoérkowym zdecydowanie naglina

selektywna¢ obserwowano, niezaieie od kierunku dyskryminacji. Ponadto, wysdwanie
korelacji stzenia gapmeru i poziomu ekspresji zkszalo wiarygodn& obserwowanych
efektéw, pomagaf ocent rzeczywisi wartas¢ danego oligonukleotydu.

Dla kazdego analizowanego typu substytucji nukleotydowsiowiono gapmer mniej
lub bardziej ranicujacy poziom ekspresji obydwu wariantow RNA. W pzej tabeli
zebrano najwaniejsze efekty dziatania poszczegélnych oligonutylédw, dedykowanych
okreslonym typom SNP, w komérkadHelLa

Tabela 37.Zestawienie oligonukleotydow wykazgych selektywne dziatanie w komorkadeLa

Struktura dupleksu Zrdznicowani

Struktura dupleksu X Efektywn :
Typ SNP  Gapmer . o wariant zmutowany- S e poziomu
wariant dziki-gapmer e sezenie ,
gapmer ekspresiji
” cococco L :-m:bP_mbcm CﬁCCCﬂmbmb/:-im\TCﬂ 0
CIG b8 Iapl Al Ll DL - I 50 nM 70%
o Ty —o
/b""-\-.
Lz [rp] oSl
b2 ITTT  IITITT  gEee ngnE o 220M 2%
:-‘:ﬁ:-nn ;i—c—mc';a-n :L!GI”L‘!":- m—i—(nc"‘\-n 50 nM 85%
e -
/b\
b1z TIFEEf  GITT  ffEEED mgig o o0M o 63%
II-TIIZ!':!-:!\-(!)O O—I—Inc):«n bmbbbno}.imﬂ—ansn 75 nM 57%
e
CCCOoPORRPORFCH ccen T napraren
0
b8BrG  ITILLILITLLTL  Irrl LITTLLTL — 50 nM 50%
b13 mccncccmn_b‘mrlrrlr mccchcmm’b‘?TT 75 nM 61%
‘!)L:'_;):'_:!_:'_‘L <!>r::<: <!>3|~=|-m=|-=|-=|-<!n!>\>,nc<: 100 nM 48%
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Prezentowane struktury obrazumiejsca SNP (czerwony), miejsca modyfikacji nukjgdw w obgbie

antysensowych gapmeréw (LNA — niebieski, 2'-O-metRNA — zielony, UNA — byzowy, linia pozioma —

Sq to struktury wygenerowane w programie RNAstructérd. Wartéci podiwietlone na szaro prezemuj
gapmery o niszym IGy wzgledem wariantu zmutowanego RNA, a oznaczone kolora@rwonym -

alkilowy tacznik SP3 (krétsza) lub SP18 (déza)) oraz schematycznie - niesparowania wlobrdupleksow.

padanym kierunku.

réznicowanie w niep.
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Weryfikacja dziatania gapmeréw Wwrodowisku komérkowym pozwolita wytoéi
oligonukleotydy o rzeczywistym potencjale dyskryatp ekspresji wariantu zmutowanego
RNA, rézniacego s¢ od typu dzikiego pojedyngzsubstytucja nukleotydaw Najbardziej
zadowalajce rezultaty uzyskano w przypadku sekwencji RNA ,682nowicej fragment
genu APP i obarczonej transwar§}/G. Spérod 47 testowanych gapmeréw, w badaniech
vitro wytoniono 20, z ktorych 10 wykazalo w oklenych stzeniach skuteczré w
komoérkach HeLa Wydaje st, ze typ substytucji, detemimgy rodzaj niesparowania
réznicujacego dupleksy wariantow RNA, miat w tym przypadkudzowe znaczenie.

Dla pozostatych analizowanych SNP uzyskiwano zniaczmniej przyktadéw
pozytywnej selektywnii mimo zastosowania tych samych uktadéw testowlamyotywow:

= Dla tranzycji G/A w sekwencji RNA 717, sffdd 27 przeanalizowanych
oligonukleotyddw, w trawieniacim vitro wytoniono dwa, promuage hydroliz
wariantu zmutowanego RNA; w komérkach HelLa, w ékneym stzeniu
skutecznie dziataty 3.

= Dla tranzycji G/IA w sekwencji RNA 46, spdd 13 przeanalizowanych
oligonukleotydow, w trawieniachin vitro wyloniono jeden silnie
dyskryminupcy hydroliz wariantu dzikiego RNA gapmer, ktéry okazat si
nieskuteczny w komérkachleLa Pig¢ innych, ktére w warunkacin vitro
wykazywaly selektywn@ na poziomie porej 40%, nie testowano w linii
komarkowej.

» Dla tranzycji G/A w sekwencji RNA 53, sfrdd 17 przeanalizowanych
oligonukleotyddéw, w trawieniacln vitro wytoniono jeden (h2), promagy
hydrolize wariantu zmutowanego, ktéry potwierdzit swoje ¢ee w
komédrkach HeLa. Wyloniono take gapmer promuagy, nieco mniej
selektywnie, hydrolig formy dzikiej (h6), ktory jednak nie potwierdzido
dziatania w linii komérkoweHeLa

» Dla tranzycji C/T (C/U), spgdd 30 przeanalizowanych w badaniachvitro
wytypowano jeden oligonukleotyd (al3), stabo prayoyjhydroliz wariantu
zmutowanego (15% #dicy w wydajndci hydrolizy), ktory jednak catkiem
selektywnie wyciszat ekspresmutanta w komorkactHeLa Wytypowano
takze 6 gapmerowin vitro dyskryminuapcych wydajné¢ hydrolizy mutanta
RNA, z ktorych dwa w komorkachela, w okre&lonych stzeniach, jednak

promowaty jego degradag]
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= Dla tranzycji A/G, sp&rod 11 oligonukleotydow przeanalizowanych w
badaniachin vitro, wytoniono 3 wykazujce dyskryminag hydrolizy formy
dzikiej RNA, z ktorych w komorkach przetestowanoadWV przypadku tej
sekwencji RNAzaden z gapmerdw nie wykazat jednakqutanej aktywnéci

w linii komérkowejHelLa

4 Dyskusja i wnioski

Strategia umgiwiajaca selektywne wyciszanie patogennych wariantow gemndaby
niezwykle cennym naegiziem w terapii wielu choréb, jednak tylko w przgsa, gdy
komorka ldzie posiada mazliwos¢ uruchomienia ekspresji z ich prawidtowych alleli.
Pozbawienie komorki tale prawidtowych form genu mie prowadzi do toksycznéci
wywotanej zaburzeniem oldlenych szlakow metabolicznych, w ktére potencjalnie
zaangaowany jest produkt danego genu nadsan etapie swojej ekspresiji.afttak wana
jest specyficzn@& dziatania wzgidem okrélonych form genu. Niezwykle istotny jest w tym
przypadku czynnik rinicujacy warianty genu. Na poziomie RNA, dla ktérego pkbpwana
jest wikszas¢ rozwiazan z wykorzystaniem mechanizmow antysensowych, ckyami tym
moa by¢ bezpdrednio zwiazane z okrdona choroly mutacje punktowe: substytucje oraz
jedno- lub wielonukleotydowe insercje i delecje.z®amian kontekstu sekwencyjnego,
moga one wplywa rowniez na struktug docelowego RNA. W przypadku, gdy zmiana
réznicujaca allel prawidtowy i zmutowany nie stanowi celunsaw sobie (np. ze wzglu na
zbyt rozlegty charakter delecji czy powtofizenajczsciej wybiera s SNP koresponduage z
wystepowaniem danej zmiany (obecne w uktadzie cis i gdwo segreguage).

Z zatazenia, bardziej prawdopodobne jege wyciszanie ekspresji w oparciu o
sekwenat kwasow nukleinowych jest genowo-specyficznez nallelo-specyficzne.
Zdecydowanie tatwiej bowiem odmdi¢ miedzy soly catkowicie inne sekwencje od takich
samych sekwencji zawienglych punktowe zmiany. Opracowanie alleloselektywnej
koncepcji wyciszania genow jestzmm wyzwaniem, podejmowanym przez wiele zespotow
badawczych nawiecie. Z doniesig literaturowych wynika,ze najczstszym celem tej
strategii g, jak dotychczas nieuleczalne, dzed dominwcy wzorzec dziedziczenia choroby
neurodegeneracyjne powodowane zmigeilnscia trojnukleotydowych powtorze (ataksje

rdzeniowo-madzkowe r&nych typow, choroba Huntingtona), ale zeakmiopatie ngsni
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szkieletowych, choroba Alzheimera, Parkinsona czyLSA Najpowszechnigj
wykorzystywanym sposobem uzyskania allelospecytgarjest zjawisko interferencji RNA.
Biatko Argonaute, rekrutowane do kompleksu RISCheandci dwuniciowego RNA
w komorce, potrzebuje do swojej aktywsnb hydrolitycznej petnej komplementariod
duplekséw stanowtych substrat, zwlaszcza w pozycji centralnej, vdrdjt nastpuje
hydroliza, a take w tzw. rejonieseed odpowiadajcym za specyficznid siRNA. W
obecndci niesparowa w tych regionach, degradacja docelowego RNA jesacznie
utrudniona, a siRNA dziata jak miRNA, blokigjjedynie proces translacji [216].
Alleloselektywne wyciszanie ekspresji na poziomidAR w oparciu 0 wysfpowanie
substytucji nukleotydowej (SNP), zaprezentowanoledmm wielu gendw dziedziczonych w
sposOb autosomalny dominay, w wigkszaci przypadkoéw z wykorzystaniem siRNA[217].
Zastosowanie w tym celu antysensowych oligonuklg@ty jest trudniejsze z racji mniej
specyficznego mechanizmu dziatania. Wielokrotniekaaano, ze w obebie dupleksu
hydrolizowanego przez biatko Ago-2, w obeéciocentralnie ulokowanego niesparowania
roznicujacego dwa dupleksy siRNA, mwa uzyska selektywn degradag
komplementarnego RNA [153, 218, 219]. Efekt teneo®wano z réna wydajnccia m.in.
w przypadku genéw APP [156, 219-221], SOD1 [2223]22 SNCA [224, 225],
analizowanych tale w niniejszej pracy. Jako jeden z pierwszychzzigbwany zostat
szwedzki wariant genu APP, zawiex@] podwojm mutacg K670N/M671L, na poziomie
nukleotydowym odpowiadaga zmianom G/T i A/C. Selektywn degradag wariantu
zmutowanego uzyskano projekicjsiRNA posiadaice wzgtdem typu dzikiego centralnie
umieszczone podwodjne niesparowanie G-A/A-G [219]ys¥powanie niesparowa w
uktadzie tandemowym sprzyjato efektywnemuzm@éowaniu poziomu ekspresji obydwu
alleli. Autorzy zauwayli takze, ze ch@ niezaburzona komplementaddgest optymalna dla
hydrolizy RNA z udzialem Ago-2, to typ niesparowenma wplyw na wydajnig
dyskryminacji. W tej samej pracy, na podstawie gpr@bznicowania poziomu degradacji
RNA genu MAPT zawieracego substytugj G/A (V337M), autorzy obserwsy ze
oddziatywanie mgdzy nukleotydami G i U twoerymi niekanonicza pak typu wobble
dyskryminuje degradagj RNA typu dzikiego dio stabiej. Z kolei niesparowanie G-G
wystepujace w przypadku siRNA dedykowanemu RNA ataksyny 33[1silnie ograniczato
wyciszanie formy dzikie] RNA przy jednoczesne] wydg degradacji allelu zmutowanego.
Podobnie rezultaty uzyskat Schwarz i wsp. dla treamsji G/C w genie SOD1 (G85R, [223]).
Natomiast cgsciowa selektywné¢ obserwowano dla innej substytucji G/A,

charakterystycznej dla mutacji lontbkiej APP V7171, ktora rinicowana byta na podstawie
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jednej niekanonicznej pary G-U w @bie dupleksu siRNA [220]. Najlepsze rezultaty
uzyskano umieszczg niesparowanie w pozycji 9 dupleksu siRNA, a nigastym jego
centrum (10/11 pozycja). Ekspresja londgkiego wariantu APP zostala ograniczona o
niespetna potow Szukajc wickszej selektywngci wprowadzano dodatkowe modyfikacje
dupleksu siRNA takie, jak obecitowolnej guanozyny przy 5’ keu nici antysensowej czy
wprowadzanie dodatkowych niespar@wa roznych pozycjach. Wydajr$é rdznicowania
nieznacznie poprawiono stogajdodatkowe niesparowanie w pozycji 7, azeaw pozycji 4.

Wykorzystupc mechanizm RNAI, problem z mdicowaniem londgskiego wariantu
APP z tranzyg G/A, miata take inna grupa badaczy [221]. Sformutowali oni pod®bn
whnioski stwierdzajc, ze obecné¢ pary typu wobble w dupleksie siRNA - typ dziki ARiRaz
wysoka zawart@® par G-C w sekwencji docelowej minimalizuje efekyskiryminacji
degradacji niekomplementarnego RNA. Rezultaty uagskw ramach niniejszej pracy nie
potwierdzity maliwosci selektywnej degradacji londgkiego wariantu genu APP (V7171), z
udziatem rybonukleazy H i z zastosowaniem tandencbvgligonukleotydow. Selektywidd
na poziomie okoto 40% uzyskano dla oligonukleotydéwprowadzajcych podwojne
niesparowania w regionie 5’ gapu DNA. W linii korkéwej najefektywniej dziatat gapmer
posiadajcy w dupleksie z typem dzikim RNA niekanonigzpak rG-dT, wykazugc w
komérkach maksymaidnselektywnéé 92% w s¢zeniu 50 nM. Takiego dhicowania nie
obserwowano jednak w warunkaichvitro.

Analiza wptywu typu niesparowania w @bie dupleksu siRNA wykazalae sita
oddziatywa migdzy zasadami azotowymi, oraz kompatybilha konformaci helisy typu A
przektada s na efektywné&¢ wyciszania z zastosowanie mechanizmu RNAI [223p. D
przececia docelowego RNA wymagany jest przynajmniej jegemy sket helisy typu A.
Najwydajniejsze w tym przypadku okazaty¢ sinaturalnie kanoniczne pary zasad.
Niesparowania typu puryna-puryna powodowaty newia destabilizag] helisy typu A,
indukufc najsilniejsz inhibicje degradacji RNA.

Réznicowanie alleli na podstawie centralnie umieszegmnniesparowania w ailrie
dupleksu siRNA, w obecioi ewentualnych dodatkowych niespardwaest czstym w
literaturze sposobem generowania alleloselektyainoz wykorzystaniem zjawiska
interferencji RNA. Proby takie podejmowano zekwzgkdem zmutowanego wariantu genu
SCA3 (choroba Machado-Josepha) zawigego zwgkszory liczbe powtérzé
trojnukleotydowych, w oparciu 0 SNP G/C wystijacy za powtdrzeniami, genu SOD1
zawierajcego mutag punktowa G/C (G93A, [222, 226], czy genu SNCA zawigtamgo
tranzycg G/A AB3T [224]. Zaréwno w przypadku transwersjiG3/jak i tranzycji G/A
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autorom udato gioskhgna¢ allelospecyficzn& wyciszenia zmutowanych wariantow genow.
Alternatywa dla stosowania niesparowanoze by umieszczenie w nici antysensowej sSiRNA
jednostek nukleotydowych pozbawionych zasady azejoyang. abasic substitution
Podejcie takie zastosowata grupa Corey’a [227], wprovaggzdo nici antysensowej SIRNA
nie zawierajce piekcienia heterocyklicznego, modyfikowane jednostlaféwo-cukrowe (np.
posiadajce piekcien piranozowy czy 2’-O-metylowarryboz) w jednej lub wielu pozycjach
dupleksu siRNA. Uzyskano w ten sposOb wydajne wgrige zmutowanej formy
huntingtyny oraz ataksyny 3, jednak nie przez oémie poziomu jej mRNA (ktory nie
zmienit st w efekcie stosowania siRNA), a przez zahamowaege jransalcji. Projektowane
siRNA ukierunkowane byly na region powtdfizea nie na nukleotydow zmiare w
sekwencji. Jest to cel trudny do zmicowania, gdy jego sekwencja jest identyczna w
przypadku obydwu alleli, a wariant zmutowany poaigebynie w¢cej miejsc potencjalnego
przylaczenia siRNA, ni wariant dziki. Ponadto, ekspansja trojnukleotydolwvpowtorzé w
przypadku powyszych gendw ma miejsce wadych ich regionach. W genie huntingtyny
wystepuje ona w pierwszym eksonie, natomiast w geniksgtey 3 w pobliu regionu 3’
UTR. Obrazuje to mdiwos¢ skutecznego dziatania wzgem r@nych miejsc w ohlgbie
RNA. Fiszer i wsp. zaproponowali wykorzystanie s&omplementarnych dupleksow
siRNA, tworzonych przez powtdrzone sekwencje CUG®, alleloselektywnej inhibiciji
ekspresji zmutowanego wariantu HTT [228]. Autorzglpwali zastosowapojedyncz ni¢
wiodaca SIRNA (ss-siRNA, angsingle strandedsiRNA) zawierajca powtorzenia CUG,
jednak strategia ta okazata fluzo mniej wydajna od stosowania duplekséw siRNAdSt
sugerug oni, ze zastosowanie samokomplementarnych dupleksow @u@yfikowanych w
nielicznych okrélonych pozycjach, gdzie zamiast niespardwhlU wprowadzono pary U-A,
wzmacnia genowo specyficzne efekty wzigim powtorzé CAG (eliminupc potencjalne
efekty dziatania sensowej nici wzdem genow zawieragych powtdrzenia CTG),
pozwalajc przy okazji na alleloselektywne wyciszenie zmwoej huntingtyny poprzez
degradagj je] mMRNA z udziatem Ago-2.

Rdéznicowanie alleli na podstawie liczby powtofize trojnukleotydowych
zaprezentowano ta& stosujc modyfikacje LNA oraz UNA w olgbie dupleksow siRNA,
jak i antysensowych oligonukleotydow typu miksmdechanizm dziatania opierafsnie na
selektywne] degradacji zmutowanego allelu, a nabiojn jego translacji, uniemadiwiajac
hydrolize z udzialem Ago-2 czy RNazy H [160, 229]. W opara@uliczby powtorze,
zaproponowano take wyciszanie zmutowanego wariantu genu HTT i SCABdzialem

oligonukleotydéw PNA, nakierowanych na, tworzoneegar powtorzenia trojnukleotydowe,
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struktury typu spinki [160]. Podczas gdy dla olig&leotydow PNA obserwowano wydajn
inhibicje ekspresji wariantu zmutowanego, zastosowanie siRAlkdem tych samych
celow, skutkowato inhibigj poziomu biatka ataksyny 3, jednak mniej selektywrzgledem
wariantu zmutowanego. Ciekawy przykiad wyciszanianlg zmutowanej huntingtyny
zaprezentowano tak ukierunkowujc siRNA na delegj jednego z czterech powtdrz&AG
w obrbie eksonu 58 HTT [155]. Polimorfizm ten znaleziono 38% pacjentow
posiadajcych zmutowany wariant HTT i zaledwie u 7% pacjandrowych. Okazat gion
bardzo wydajnym czynnikiem #dicujagcym dwa warianty mRNA HTT. Wprowadzenie
dodatkowych niesparowigpoza regionem seed, ¢dzy 13 a 19 nukleotydem nici wigck]
zwigkszato ranicowanie ekspresji w komérkach neuroblastomy, kezeaw fibroblastach
izolowanych od pacjentéw z chorpbluntingtona.

Ukierunkowanie oligonukleotydoéw antysensowych naegdkny polimorfizm, w
przypadku gdy nie jest on bezpednio przyczya choroby, a tylko koresponduje z jej
wystpowaniem, nie jest rozazaniem uniwersalnym. Wiadomo bowieie nie wszyscy
chorzy leda jego nosicielami, tak jak nie zawszedhie on segregowat z wariantem genu,
ktdrego ekspresja ma bywyciszona. Odbiokc tak zaprojektowanej terapii jest zatem
ograniczona grupa chorych, podobnie jak w przypagsicpowania rzadkich mutacji. Stale
poszukuje s tez nowych polimorfizméw stanowtych podstaw do alleloselektywn<i.
Innym czynnikiem, decydagym o efektywnéci strategii, ktéry jednak pozostaje poza
zaskegiem wptywoéw badacza, jest umiejscowienie docelavejany wscisle zdefiniowanym
kontelkscie sekwencyjnym, w okéeonym regionie genu. Wiadomae z r@nych przyczyn,
SiRNA jak i oligonukleotydy antysensowe, ukierunkowe na okrdone obszary mRNA
dzialap w nich lepiej nk w innych (np. dospnas¢ regionu RNA uwarunkowana jego
struktug, oddziatywaniami z innymi molekutami w komdérce .)tpStd nawet efektywne
dziatanie strategii w jednym przypadku substytuokreslonego typu nie gwarantuje
skutecznéci wzgledem innych celéw.

Wobec genu huntingtyny przeprowadzonoz&akdentyfikacg SNP, maliwych do
wykorzystania jako potencjalny cel antysensowyclgoolukleotydow, alleloselektywnie
promupcych degradagj wariantu zmutowanego MRNA z udzialem RNazy H [230]
Wytypowano 50 réonych SNP, stanowtych efektywny cel w przypadku mRNA HTT, na
podstawie ktérych testowano chimerowe oligonukldgtyzawierajce 9-nukleotydowy
fragment gap zbudowany z tiofosforanow DNA, otogzémukleotydowymi odcinkami 2’-
MOE lub cET (angS-constrained ethyl-RNADocelowe SNP wyspowato w regionie gapu.

Dowiedziono,ze obydwa typy oligonukleotydéw selektywnie wyciszamutowany wariant
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MRNA HTT, jednak modyfikacja cET obecna we fragnaeht okalajcych powodowata 5-
krotnie wiksz skuteczné¢ wyciszania z zachowaniem alleloselektydtipw poréwnaniu
do modyfikacji 2’-MOE.

Nowe strategie alleloselektywnej degradacji RNAregpnowane w niniejszej pracy
posiadaj znaczny potencjat dziatania, zalky jednak w diej mierze od typu substytucji
nukleotydowej. Z tego wzgtlu nie maj charakteru uniwersalnego, mogatomiast
wzajemnie si uzupetlnig. Jak dotychczas, w literaturze nie analizowano ywpt
poszczegoblnych typow niesparawaani ich rozlokowania w dupleksie na wydajgo
hydrolizy z udziatem rybonukleazy H.

Koncepcja tandemowych oligonukleotydéw jest intajgsa i posiada zdefiniowane
uzasadnienie, jednak jej zastosowanie w terapiizbpeéwne vatpliwosci jesli chodzi o
funkcje inhibitora. Casteczka ta prezentuje bowiem potencjat wycigaagkspresj zgodnie
z mechanizmem sterycznej blokadysldwiec, nawet selektywnie, hybrydyzuje do wariantu
dzikiego RNA w celu jego ostony przed degradarjudziatem RNazy H, to jedoczee
potencjalnie mge blokow# jego dalsz ekspresj, pozbawiajc komoérlke takze produktow
prawidtowej formy genu. Analiza wynikéw uzyskanyshramach prezentowanej koncepcji
miata na celu m.in. okékenie, czy maliwe jest zaobserwowanie pewnych korelacii,
wiazacych rezultaty eksperymentow vitro, z wynikami bada otrzymanymi z naturalnego
uktadu jakim jestzywa komorka. Mnog& potencjalnych oddziatywadocelowych RNA w
komérce najlepiej bowiem weryfikuje ich rzeczywisténterakcje z badanymi
oligonukleotydami. Dyskutag determinanty termodynamiczne zadaej koncepcji mana
stwierdzt, ze pojedyncze niesparowanie w dupleksie RNA typiidgbd z gapmerem nie ma
potencjatu ranicujacego hydroliz z udziatem RNazy H, chybae prowadzi do catkowitego
ograniczenia formowania itakiego dupleksu, czego nie zaobserwowanaagnym z
analizowanych przypadkéw. W paeniu w jakim znajdowato ei niesparowanie, czyli
centralnie w olybie deoksyrybonukleotydowego gapu, nie stanowilo dia rybonukleazy H
zadnej przeszkody w wzaniu s¢, jak i w samej hydrolizie, co wynika z wysokich
wydajnaci trawien dla obydwu RNA w ukfadach dwuskladnikowych. Zasegnwiec rok
w ukierunkowaniu selektywroi odgrywata krétsza od gapmeru i w petni modyfilema
czasteczka inhibitora. Zaobserwowar, im krétszy jest analizowany dupleks, tym:kgze
znaczenie dla jego trwalo map pojedyncze pary/niesparowania, co jest w peini
uzasadnione. Trend ten jest zawalay przy poréwnaniu trwaksi duplekséw

poszczegolnych wariantow RNA z 7- i 10-nukleotydawvyinhibitorami. Pojedyncze
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niesparowanie zwykle silniej ostabiato dupleks ®eatydowy n# 10-nukleotydowy;
ponado krétszy oligonukleotyd oddysocjowuje tatwieyjalniagc RNA dla innych proceséw
komoérkowych. Z drugiej strony jednak, zbyt krotknhibitor nie ma realnych szans
konkurowa& z diwszym gapmerem o zwdanie s¢ do RNA. Ponadto wsrodowisku
komérkowym, potencjalnie posiadatbyesej miejsc alternatywnego uzania, generggych
dziatania niespecyficzne, njego diwszy odpowiednik. Dlatego 2eodrebna optymalizacja
dziatania inhibitorow, polegaga na rozstrzygaciu migdzy jego diugécia a stzeniem, byta
wymagana dla kalego analizowanego przypadku. Z8u znaczenie dla powodzenia
prezentowanej strategii ma tak typ SNP, ktéry determinuje charakter tworzonych
niesparowa. Zasadniczo transwersje odwragca silne pary (np. GC na CG lub odwrotnie)
generuj wigksze ranice w termodynamicznej stabiéw dupleksow RNA-gapmer
zawierajcych pojedyncze niesparowanie, ponigwaiesparowania z udziatem reszt
cytydynowych byty zwykle najsilniej destabilizge dupleks. Z drugiej strony, ich obeééto
w dupleksie RNA-inhibitor termodynamicznie silnigsiryminowata jego tworzenie wobec
znajdupcego st w poblzu gapmeru. Z punktu widzenia koncepcji tandemowych
oligonukleotydéw, byla ona korzystniejsza dla sghekej hydrolizy, wykorzystujc
potencjat pojedynczego niesparowania tam, gdziezszeiscie miat on znaczenie. Silne
ostabienie oddziatywainhibitora z wariantem zmutowanym bardziej wpltyavala kierunek
hydrolizy, niz niesparowanie w przypadku dupleksu RNA-gapmer, ograniczajce
wydajnaci trawienia z udzialem RNazy H.

Obserwowane wyciszenie ekspresji GFP, smmego z fragmentami gendw
zawieragcych analizowane substytucje nukleotydowe, teometiyec mae odbywa sie
zarowno wedlug mechanizmu sterycznej blokady, wsjstlywanego przez stosowane w
badaniach inhibitory, jak i mechanizmu degradacNARz udzialem rybonukleazy H,
indukowanego przez gapmery. Obiektem zainteres@wuaiei jest jednak sam poziom biatka
GFP, lecz poziom jego RNA, a wiadomge w komérce nie zawszeg vne ze sab
skorelowane [231]. Zafmno, ze jesli RNA nie ulegnie hydrolizie na skutek oddziahyfwa
gapmerem, to w przypadku koncepcji tandemowych ooliggleotydow, inhibitor nie
powinien wptywa& na jego poziom, okékny metod qPCR, gdy docelowe RNA powinno
znajdowd sig¢ caty czas w komorce. &t zastanawiapy jest rezultat obaenia ekspresiji
RNA przez inhibitory. Zazwyczaj spadek ten jestwiéki i oscyluje w granicach bdow
kontroli, jednak zdarzato size przekraczat te wartoi, najczsciej w przypadku zwikszania
stezen inhibitora. Generalnie wzrasta wowczas prawdopaahsbyvo wystpienia efektéw

niespecyficznych, czym temazna ttumaczy spadek samego poziomu GFP. Ekspresja jego
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RNA jest bowiem uzalmiona od ekspresji m.in. genédw podstawowego meiahal
Oligonukleotydy 7- czy 10-nukleotydowe, zawiarg modyfikacje silnie wzmacnige
oddziatywania z komplementarnymi fragmentami, moby¢ zwiazane z efektami
niespecyficznymi, w zwizku z hybrydyzagg do innych, nawet e%ciowo
komplementarnych, sekwencji w komorce. Wydage # domniemane efekty niespecyficzne
byly najlepiej widoczne w przypadku sekwenciji intoba Ihl dedykowanego RNA 53, dla
ktdrego zidentyfikowano w obbie samego biatka GFP 4 potencjalne, silne miejsca
alternatywnego vazania s¢. Jak wida, wybor docelowej sekwencji ta& ma wptyw na ilé¢
potencjalnych niespecyficznych oddziatywa

Poroéwnujc dane uzyskani vitro i w linii komorkowej dla koncepcji tandemowych
oligonukleotydéw, obserwowano zwykle mniej¢ag] 0 potowe stabsze rénicowanie alleli
w komodrkachHeLa, niz w ukfadzie izolowanym. D& efektywnie dziatata ona w przypadku
transwersji C/G, ukierunkowag wyciszenie ekspresji RNA na wariant zmutowanypwaao
in vitro, jak i w okr&lonych warunkach w liniach komorkowych. Jest to due z
przestankami wynikagymi z danych termodynamicznych, zestawionych weligh Wydaje
sig, ze skuteczne dziatanie inhibitora jest warunkowastenbdynamicznie, bowiem lepsze
efekty r@&nicowania uzyskiwano, gdy wygtowata silniejsza destabilizacja dupleksu mutant-
inhibitor, niz dupleksu typ dziki RNA - gapmer. W ukiadzie, w gtdn dzicki obecndci
silnie destabilizuyjcego niesparowania (np. rA-dC) oddziatywaniessteczki inhibitora z
wariantem zmutowanym RNA bylo znacznie ograniczevigastata selektywnoé wyciszania
formy zmutowanej. Sytuacja taka miata miejsce wypadku tranzycji G/A, ktorej skutki
probowano niwelow& w obrbie trzech ranych sekwencji. Wigiwe ukierunkowanie
hydrolizy obserwowano w dwoéch przypadkach na tEdg sekwencji RNA 717 nie uzyskano
zadowalajcych efektow w komorkaclideLa w zadnym z testowanych uktadéw, pomimo
obiecupcych rezultatowin vitro. W przypadku sekwencji RNA 46, korzystniejsze dla
osiagniccia mazliwie najwydajniejszej selektywroi hydrolizy in vitro bylo zastosowanie
krotszego, 7-nukloetydowego inhibitora, ktory mimmgepetnej ochrony dla formy typu
dzikiego RNA nie wptywat na wydajsé hydrolizy formy zmutowanej. W tym miejscu
naleey wywazy¢ co jest istotniejsze — utrata pewnego, docelowongmniejszego odsetka
kopii prawidiowego wariantu mRNA genu, czy pozoseme pewnej liczby kopii
zmienionego, patogennego wariantu mRNA. W sytu&cjaec ktérych dla rozwoju stanu
chorobowego wystarczy funiewielka liczba kopii zmienionych RNA (jak ALS wodowane
mutacp A4V - substytucja C/U), padane wydaje si calkowite wyciszenie formy

zmutowanej. Dyskusyjneasoczywicie mazliwe i niepazadane efekty niespecyficzne, ktére
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wydaja sie by¢ wigksze, im krotszy, bardziej modyfikowany i wzmacaggj trwatosé
formowanych dupleksow jest stosowany oligonukleotgdibitor 7-nukleotydowy generowat
takze wigcksza selektywné¢ degradacji w przypadku RNA 53. Generalnie najstabs
réznicowanie w ramach strategii tandemowych oligonokldow otrzymano dla tranzyciji
CITiAG.

W odniesieniu do obydwu prezentowanych koncepgst@sowana w pracy metoda
transfekcji przejciowej, podobnie jak potencjalne efekty niespe@yfes mae by
elementem w pewnym stopniu zabuszgm uzyskiwane wyniki, z racji nitiwych réznic w
wydajnaci dostarczania samego plazmidu do komoérek. Stanovirodio czisteczek RNA,
ktorych ekspresja jest badana. W obliczangh wydajnéci kolejnych czy powtarzanych
transfekcji, wygciowy poziom RNA mae by rézny, co mae generowa dwze bkdy. Na
pewno zastosowanie stabilnej linii komorkowej ohsta poziomie ekspresji badanych
sekwencji bytoby dio wiarygodniejszym rozwizaniem, jednak wyprowadzenie takiej linii
jest czasochtonne i wymagazdgo déwiadczenia.

Koncepcja motywow strukturalnych, bazcg na zaburzeniu helikalém dupleksu
RNA/ASO w obecnéci niesparowa, jest dyskusyjna pod wazaglem specyficzraei w
srodowisku komérki. @zy ona do alleloselektywroi w oparciu o sekwengj generuic w
dupleksach niekanoniczne pary. Jest to ryzykowngaypadku niesparowia liczniejszych
niz jedno ré&nicujace w dupleksach wariant dziki i zmutowany, ze wdgl na wysokie
prawdopodobigstwo efektow niespecyficznych w otoczeniu innychmiéokowych RNA.
Efekty te nie istnigj w ukladzie izolowanym, w ktorym weryfikowano terdymamiczno-
strukturalne uwarunkowania tej koncepcji.adbtpocatkowo zidentyfikowano motywy
potencjalnie rénicujace poziom degradacji wariantbw RNA, by r@stie moc
zminimalizowa& ich wielkas¢ wzgledem dupleksu. Trojnukleotydowe fragmenty gapmeru,
okalapce region gapu, wzmagaty jego specyficgnoObserwowanoze ich wydhzenie
znosito selektywn& wzgledem alleli, pomimo pozostawienia w dupleksie motywo
roznicujacych. Najprawdopodobniej nappbwato to w wyniku utrzymywania zwartej
helikalnej struktury przez silnie wiace kacowe pary nukleotydow. Zastosowanie
nukleotydowych i nienukleotydowych modyfikacji w @gcu niesparowa zdecydowanie
poprawia genow specyficzné¢. Dla 13-nukleotydowych dupleksow, zawiexjch motyw
podwdjnego niesparowania w regionie 5’ gapu, bardabrym rozwizaniem okazalo si
wprowadzenie w tych miejscach par RNA-UNA. Modyfikm UNA dodatkowo
termodynamicznie zwksza dyskryminagj hybrydyzacji z niekomplementarnymi

nukleotydami, co poprawito genaw specyficzné¢ zawieragcych jh gapmerow.
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Alleloselektywnad¢ degradacji RNAN vitro zachowano w dwdéch przypadkach (APP A692G
i SNCA E46K) na trzy analizowane SNP. W komoérkaattwperdzono skuteczié tej
koncepcji dla transwersji C/G APP A692G. Dobrympem, niestety nie dla wszystkich
analizowanych przyktadéw substytucji nukleotydowyctkazato si takze umiejscowienie
niesparowania, tdicujagcego dupleks z wariantem dzikim i zmutowanym, wioBig
hydrolizy RNA. Przy takim umiejscowieniu, kluczowkazat st typ substytucji, wptywaicy
na ksztat helisy dupleksu RNA/ASO. Rozwanie to najefektywniej dziatato dla najsilniej
roznicujacej warianty RNA transwersji C/G. Takdiugéé gapu w obecnii réznicujacego
niesparowania C-C okazata svydajnym sposobem na ukierunkowanie hydrolizy zialdm
RNazy H. Wiadomoze wydajne trawienie zachodzi w obeétio4-5 nukleotydow DNA w
dupleksie z docelowym RNA [58]. Eksperyment analigy wpltyw dlugdgci gapu
przeprowadzono dla trzech typow substytucji: C/@YRG), G/A (V7171) oraz C/U (A4V).
Skuteczne rinicowanie uzyskano jedynie w przypadku transwe@j5, gdzie obecrid
niesparowania rC-dC wasiedztwie czteronukleotydowego, komplementarnegoRidA
gapu, niezwykle wydajnie inhibowata degradacjRNA (gapmer bb2). Dla
piecionukleotydowego komplementarnego gapu agiesiztwie niesparowania rC-dC efektu
tego ju nie uzyskano (gapmer bb3). W przypadku dwéch aoatinych tranzycji rénice
obserwowane w warunkach vitro oscylowaty zwykle w granicach datu, nie przekraczag
10%. Zastosowanie alkilowegoacknika, w miejscu nukleotydéw asiadupcych z
niesparowaniem, poprawito zdicowanie w przypadku transwersji C/G (SP3, gapbief)
oraz tranzycji C/U (SP18 gapmer aalo6).

Rozwizana struktura krystaliczna domeny katalitycznejzkiej rybonukleazy H1
obrazuje jej bardzo wysokie podohstwo do struktury trzecioelowej RNazy HI zE.coli,
pomimo zaledwie 34% identycziwd sekwencji aminokwasowej [63]. Na podstawie
oddziatywa z dupleksem RNA/DNA o diugei 18 par zasad, Nowotny i wsp. ustalite
domena katalityczna oddziatywuje z 11 parami zasad8, z czego wkszas¢ oddziatywa
enzym-substrat wygbuje w mniejszej bridzie dupleksu. Miejsce aktywne zlokalizowane
jest w przestrzeni wiacej RNA, w ktorej bezpwednio oddziahy cztery kolejne grupy 2’-
hydroksylowe rybonukleotydu. Podstawozpoznania nici DNA jest brak grup 2'-
hydroksylowych w przestrzeni wiacej DNA (Rysunek 1C, str. 18) oraz prasie
elastycznej konformacji B t@ucha oligodeoksyrybonukleotydu, narzucanej prziezszeé
wiazaca fosforan. Modyfikacja pojedynczego deoksyrybonakydu, skutkujca konformagj
tancucha DNA inma niz B, zapobiega rozetiu wigzania przy naprzeciwleglym

rybonukleotydzie i dwoch kolejnych znajdoych sé za domea katalityczry. Fakt ten
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ttumaczy wptyw zaburze struktury dupleksu RNA/ASO wnoszonych przez mddydje
UNA, a take obecné& alkilowych kcznikéw pozbawionych grupy cukrowej. Nie wiadomo
do kaica, jakie doktadnie zmiany w pdleniu reszt cukrowych wnosi niesparowanie rC-dC,
najsilniej r&nicujace wydajné¢ hydrolizy. Rozwazanie tego zagadnienia bytoby ciekawym
uzupetnieniem niniejszej dyskusji, wymagatoby jddnstalenia struktury tak zmienionego
dupleksu RNA/DNA.

Koncepcja tandemowych oligonukleotydow prezentujatkiem nowy sposob
ukierunkowania degradacji RNA z udzialem rybonukiebl wzgkdem okrélonego allelu, z
kolei strategia motywow strukturalnych wykorzystugposoby cgciowo znane j@ w
literaturze, jednak w konté&ie innego mechanizmu (RNAI). Porownaajrezultaty obydwu
strategii (Tabele 9 i 37) widoczne jeste zaburzenie helikaldoi dupleksu w oparciu o
wprowadzenie motywow strukturalnych do dupleksu RABO, zwlaszcza w regionie
hydrolizowanym, posiada nieco akiszy potencjat alleloselektywsa. W przypadku
tandemowych oligonukleotydéw, uzyskano docelowokdyminacg degradacji wariantu
dzikiego RNA z udziatem RNazy H, jednak selektyéwhda mae by zaburzona na
poziomie biatka, z racji maiwej inhibicji translacji RNA typu dzikiego przeaigonukleotyd
typu inhibitor. Z wykorzystaniem strategii motywostrukturalnych uzyskano whksze
zréznicowanie poziomu ekspresji alleli w komérkateteLa niz w przypadku koncepciji
tandemowych oligonukleotyddéw. Dla transwersji C/@tamiono 10 oligonukleotyddéw typu
gapmer, ktére pozwolity oggna¢ wydajm, selektywn degradag formy zmutowanej RNA
w linii komoérkowej HeLa W przypadku analizowanych tranzycji, uzyskanoizdrk
selektywng¢ degradacji stosag obydwie strategie. Najstabsze rezultaty uzyskalto
tranzycji A/G, jednak dla niej przetestowana teajmniejsz liczbe gapmerdéw. Analiza
wptywu poszczegolnych typow substytuciji na poteinajkeloselektywnej degradacji RNA z
udziatem rybonukleazy H nie byta jak ddtopisana w literaturze.

Podsumowujc obydwie, zaproponowane w niniejszej pracy kongepeykazanoze
maja one potencjatl ricujacy poziom ekspresji dwéch wariantdw RNA wadgm
pojedynczego nukleotydu, natomiast naeveolne od wad. W badaniagh vitro prezentuj
one wkksz alleloselektywné&¢ niz w komorkachHelLa Zaobserwowanoze zastosowane
stezenie oligonukleotydu ma decydoy wptyw na poziom selektywdoi. W przypadku
tandemowych oligonukleotyddw, krotszy inhibitor Zde silniej r&nicowat poziom
ekspresji RNA w komoérkach, jakee w mniejszym stopniu hybrydyzowat do wariantu
zmutowanego i diuzszy inhibitor. Pojedyncze niesparowanie zasadnicEo stanowito

podstawy do rénicowania poziomu hydrolizy dwéch wariantow RNA @ziatem RNazy H,
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stad wazny byt w tym przypadku udziat inhibitora. Zastosoue strategii motywow
strukturalnych pokazatae typ substytucji w diej mierze determinuje potencjat selektywnej
degradaciji. Najsilniej rinicujace okazato siniesparowanie rC-dC. Z udzialem dodatkowych
elementéw takich jak miejsce wygpbwania, obecri@ nukleotydow UNA czy
nienukleotydowych dcznikéw oraz diug& gapu DNA, pozwolilo uzyskazadowalajca,
istotm selektywné¢ degradacji wariantow RNA. Pozostate analizowangy tgubstytuciji
nukleotydowych rénicowaty warianty RNA w dupleksach z ASO znaczroezgj.

Realnie oceniag szans obydwu strategii, bardziej perspektywiczna wydaje
koncepcja motywow strukturalnych. Roce w trwatdci termodynamicznej dupleksu zwykle
nie korelowaty bezpwednio z wydajnécia hydrolizy z udzialem rybonukleazy H.
Warunkiem koniecznym dla Zaja hydrolizy wydaje si by¢ utrzymanie struktury helisy
odpowiadajcej miejscu aktywnemu RNazy H. Szereg dpsych modyfikowanych
nukleotydéw, w pajczeniu z dobrze dnicujagcym typem substytucji, me dodatkowo
zwigkszy¢ potencjat tej koncepciji.
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1 MATERIALY

1.1  Odczynniki

Izopropanol wolny od DNaz i RNaz ACROS Organics

Agaroza, dietylopirowglan (DEPC), dimetylosulfotlenek (DMSO)Bioshop
EDTA roztwér 0,5 M sterylny, fenol, kanamycyna, dsvborowy, PBS
sterylny 10x sgzony, tri(hydroksymetylo)aminometan (TRIS), Triton-X

Roti Aqua Phenol Carl Roth

Amoniak 25%, kwas octowy, kwas solny, n-butanol Chempur

Chlorek magnezu, chlorek potasu, chlorek sodu, dosafosforan sodu, Fluka
dodecylosiarczan sodu (SDS), formamid, octan s, disodowa
kwasu etylenodiaminotetraoctowego ¢(NBTA), weglan sodu,

wodorofosforan sodu

Ptodowa surowica byeta inaktywowana termicznie (FBS), Opti-MEM Gibco

Lipofektamina 2000 Invitrogen
Amoniak 32%, trihydroksyacetofenon (THAP) Merck
Acetonitryl, dichlorometan, etanol, metanol, n-popl, POCh

Roztwory 5'-trifosforanow deoksyrybonykleozydéw (dR, dCTP, ThermoScientific
dGTP, dTTP), wzorzec dlugci DNA O’Range Ruler 50-1000bp,

Agar, ekstrakt drizdzowy, mocznik, pepton Serva

B-merkaptoetanol,  bkit  bromofenolowy, bromek  etydyny,Sigma Aldrich
chloroform:alkohol izoamylowy (24:1), cyjanol ksplewy, D-glukoza,

ditiotreitol, fluorowodorek tréjetyloamoniowy, gkecol, kakodylan sodu,
N-laurylosarkozynian  sodu, N,N,N’,N’-tetrametyloktyodiamina

(TEMED), nadsiarczan amonu (APS), octan amonu,geaa, roztwor

antybiotykow 100x stony, roztwoér trypsyna-EDTA 10x etony,

roztwor witamin MEM 100x stzony, RPMI1640 medium, tiocyjanian

amonu, tiocyjanian guanidyny, wodorotlenek sodugevotlenek potasu,
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1.2 Enzymy

Taq DNA polimeraza, T4 kinaza polinukleotydowa, DMA ligaza, nukleaza S1
— ThermoScientific

Taq DNA polimeraza EURx

Trzustkowa alkaliczna fosfataza eieh (CIAP) —Invitrogen

Rybonukleaza H Epicentre

Rybonukleaza T1 Sigma-Aldrich

DNaza I, rybonukleaza V1 Ambion

Endonukleazy restrykcyjne Nhel, BamHPromega

1.3  Roztwory i bufory

Bufor H (hybrydyzacyjny, do trawien RNaza H, 10x sezony)

200 mM Tris-HCl pH 7.8
400 mM KCI

80 mM MgC}b

10 mM DTT

Bufor Storage (do rozciéczen RNazy H, 1x s¢zony):

50% glicerol

50 mM Tris-HCI pH 7.5
100 mM NacCl

0.1 mM EDTA

1 mM DTT

0.1% TritonX-100

Bufor do trawien RNaza T1

50 mM cytrynian sodu pH 5.0
1mM EDTA
7M mocznik/XC
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1.50D tRNA

Bufor do hydrolizy alkalicznej RNA

40% (v/v) formamid
7.6 mM MgCh

Bufor ALM | do lizy alkalicznej komorek

50 mM D-glukoza
10 mM EDTA
25 mM Tris-HCI pH 8.0

40% (w/v) akrylamid/bis 29:1 (w/w)

386.7 g akrylamid 2x
13.3 g bis-akrylamid

Uzupetniono wod do 1000 ml.

Bufor TBE (do rozdziatow elektroforetycznych w warunkach denaturujacych,

10x sgzony)

1M Tris

Y kwas borowy EBO3
10 mM EDTA

Uzupetniono wod do 1000 ml. Autoklawowano.

Bufor TBM (do rozdziatléw elektroforetycznych w warunkach niedenaturujacych,

10x sezony)
1M Tris
1M kwas borowy EBO3
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80 mM MgC}h
Uzupetniono wod do 1000 ml.
Bufor do topnien UV

100 mM NacCl

20 mM kakodylan sodu pH 7.0
0,5mM EDTA

Fenol wysycony octanem sodu (pH 5.0)

50% (v/v) uwodniony fenol
50% (v/v) 100 mM octan sodu pH

Mieszano w ciemnej butelce, w temperaturze 4°Czp#zb, po czym usugtio faz wodm
do grubdci okoto 0,5 cm. Dodanf-merkaptoetanolu do keowego stzenia 20% (v/v).

Przechowywano w lodéwce, w ciemnej butelce.

Trizol

38% (v/v) fenol wysycony 0,1 M octanem sodu pH 5.0
1M tiocyjanian guanidyny

1M tiocyjanian amonu

0,1 M octan sodu pH 5.0

5% (v/iv) glicerol

5 mM EDTA

0,5% (v/v) N-laurylosarkozynian sodu

EDTA i N-laurylosarkozynian sodu dodawano bezpdnio przed zyciem.

Matryca do analiz MALDI-ToF

0,3 g trinydroksyacetofenon (THAP)
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30ul roztwor viv acetonitryl : woda (1:1) z 0,1 %\y TFA

RoztwoOr obcigzajacy do rozdzialu w zelu poliakrylamidowym w warunkach

denaturujacych, 2x s¢zony

8 M mocznik

0,2% (wi/v) békit bromofenolowy
0,2% (wi/v) cyjanol ksylenowy
0,2% (w/v) Orange G

RoztwoOr obcigzajacy do rozdzialu w zelu poliakrylamidowym w warunkach
niedenaturujacych, 10x sg¢zony

10 mM Tris-HCl pH 7.5
50% (w/v) glicerol

0,2% (wi/v) békit bromofenolowy
0,2% (wi/v) cyjanol ksylenowy

Roztwor obciazajacy dozelu agarozowego, 6x gzony

25 mM Tris-HCIl pH 7.5

25% (wi/v) glicerol

0,2% (wi/v) békit bromofenolowy

0,2% (wi/v) cyjanol ksylenowy
1.4 Zele

Zele agarozowe
1% lub 1,5% roztwér agarozy w buforze 0,5x TBEb(Io,5x TBE w wodzie DEPC)

podgrzewano w kuchence mikrofalowej; dodawano bronekydyny do kacowego

stezenia 0,5ug/ml, wylewano do aparatu do elektoforezy, pozo&taw do zastygrcia.
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Zele poliakrylamidowe do rozdziatu w warunkach denatruj acych

8, 10, 12 lub 16% (w/v) akrylamid/N,N’-metylenoaisylamid (29:1)
1x bufor TBE

8 M mocznik

0,6% (w/v) APS

0,04% (v/v) TEMED

Zel wylewano midzy szyby i pozostawiano do polimeryzagii.

Zele poliakrylamidowe do rozdziatu w warunkach niedeaturuj acych

12 lub 16% (w/v) akrylamid/N,N’-metylenobisakryhed (29:1)
1x bufor TBM

0,75% (w/v) APS

0,05% (v/v) TEMED

Zel wylewano midzy szyby i pozostawiano do polimeryzagii.

1.5 Pozywki i media

Pozywka ptynna LB

10 g pepton

59 ekstrakt drzdzowy

59 NaCl

Uzupetniono wod do 1000 ml i sterylizowano w autoklawie.

Pozywka ptynna LB z kanamycym

Do ptynnej paywki LB dodawano wodny roztwor kanamycyny @z&niu 100 mg/ml, do
stezenia kaicowego 5Qug/ml.
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Pozywka stata LB z kanamycyra

250 pepton

1,25¢g ekstrakt diazowy
1,25g  NaCl

3,759 agar

Uzupetniono wod do 250 ml i sterylizowano w autoklawie. Po schiemizn do
temperatury okoto 55°C, dodawano roztwor kanamycgoystzenia kaicowego 100
ug/ml. Paywke wylewano na szalki Petriego w komorze z laminarngreptywem
powietrza i pozostawiano do zastygria.

Medium hodowlane do komérekHeLa

Medium RPMI 1640

10% FBS
1x roztwor witamin
1x roztwor antybiotykéw

Medium do transfekcji komorek HelLa

Medium RPMI 1640
10% FBS

1x roztwor witamin

Medium do mrozenia komérek HelLa

Medium RPMI 1640

50% (v/v) FBS
10% (v/iv) DMSO
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1.6 Gotowe zestawy do reakcji enzymatycznych

Zestawy do transkrypcin vitro - MEGAshortscript T7 Kit —Ambion
- Ampliscribe T7 Transcription Kit Epicentre

Zestaw do izolacji plazmidow - QIAGEN Plasmid Mid — Qiagen

Zestaw do oczyszczania DNA - QIAquick PCR Purtiima Kit - Qiagen

Zestaw do odwrotnej transkrypcji - iScriptReverse Transcription Supermix —
Bio-rad

Zestawy do gPCR - iTag Universal SYBRGreen Supermix-
Bio-rad

-iQ™ SYBR" Green Supermix Bio-rad

1.7  lzotop promieniotworczy

[y-3%P] ATP 4000-5000 Ci/mmol Hartmann Analytic

1.8 Plazmid

Ekspresyjny wektor plazmidowy pEGFP-N3 zostat uglmsibny dzeki uprzejmdaci prof.
dr hab. Elizy Wyszko, Instytut Chemii Bioorganicz RAN.

1.9 Komorki

Komdérki kompetentn&.coli szczep DH& - Invitrogen

Nowotworowa linia komdérkowadelLa zostata udogpniona dz¢ki uprzejmdaci prof. dr
hab. Elizy Wyszko, Instytut Chemii Bioorganiczn&\.
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T7FwdMT

T7/WAA4C

pF_WA692

pF_MG692

1.10 Oligonukleotydy

1.10.1 Oligonukleotydy DNA do konstrukcji matryc

DlugGé

99

99

99

43
21
43

21
32
18
36
20

do transkrypciji in vitro:

Sekwencja w orientacji 5-3’

GTG TTC TTT GCA GAA GAT GTG GGT TCA AAC AAA GGT
GCA ATC ATT GGA CTC ATG GTG GGC GGT GTT GTC ATA
GCG ACAGTGATC GTCATCACCTTG GTG

GTG TTC TTT GGA GAA GAT GTG GGT TCA AAC AAA GGT
GCA ATC ATT GGA CTC ATG GTG GGC GGT GTT GTC ATA
GCG ACAGTGATC GTCATCACCTTG GTG

GTG TTC TTT GCA GAA GAT GTG GGT TCA AAC AAA GGT
GCA ATC ATT GGA CTC ATG GTG GGC GGT GTT GTC ATA
GCG ACAGTG ATC ATC ATC ACCTTG GTG

TAA TAC GAC TCACTATAG GGG TGT TCT TTG CAG AAG
ATGTGG G

GGA TCC ACC AAG GTG ATG ACG

TAA TAC GAC TCACTATAG GGG TGT TCT TTG GAG AAG
ATGTGG G

GGA TCC ACC AAG GTG ATG ATG

TAA TAC GAC TCA CTA TAG GGC TCG GCG TGG
GGATCCCTTTCCTTC TGC

TAA TAC GAC TCA CTA TAG GGA CAAAAG AGG GEG TTC
GGATCCCATTTGTCACTT GC

1.10.2  Oligonukleotydy DNA do konstrukcji insertow:

DlugGé

74

74

74

Sekwencja w orientacji 5’ -3’

TCA AAAATT GGC TAG CGT GTT AT TGC AGA AGA
TGT GGG TTC AAA CAA AGG TGC AAT CAT TGG ACT CAT
GGT GG

TCA AAA ATT GGC TAG CGT GTT AT TGG AGA AGA
TGT GGG TTC AAA CAA AGG TGC AAT CAT TGG ACT CAT
GGT GG

TCAAAAATT GGC TAG CGT GTT AT TGC AGG AGA
TGT GGG TTC AAA CAA AGG TGC AAT CAT TGG ACT CAT
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PR_
WV717

pR_MI717

pF_WA4C

pF_MV4U

pR_WA4C

pF_\W46

pF_M46

pR_W53

pR_M53

Nazwa

692C/693A
692G
693G
717G

74

74

74

74

74

74

74

74

74

1.10.3

DlugGé

13
13
13
13

GGT GG

TCT TCA GCA TGG ATC CAC CAA GG GAT GAC GAT
CAC TGT CGC TAT GAC AAC ACC GCC CAC CAT GAG TCC
AAT GA

TCT TCA GCA TGG ATC CAC CAA GG GAT GAT GAT
CAC TGT CGC TAT GAC AAC ACC GCC CAC CAT GAG TCC
AAT GA

TCA AAA ATT GGC TAG CCT CGG CGT GGC CTA GCG AGT
TAT GGC GAC GAA GGC CGT GTG CGT GCT GAA GGG
CGA CG

TCA AAA ATT GGC TAG CCT CGG CGT GGC CTA GCG AGT
TAT GGC GAC GAA GGT CGT GTG CGT GCT GAA GGG
CGA CG

TCT TCAGCATGGATCCCTTTCCTT CTG CTC GAAATT
GAT GAT GCC CTG CAC TGG GCC GTC GCC CTT CAG CAC

TCA AAA ATT GGC TAG CAC AAA AGA GGG TGT TCT CTA
TGT AGG CTC CAA AAC CAA GGA GGG AGT GGT GCA
TGG TG

TCA AAA ATT GGC TAG CAC AAA AGA GGG TGT TCT CTA
TGT AGG CTC CAA AAC CAA GAA GGG AG T GGT GCA
TGG TG

TCT TCAGCATGGATCCCATTIT GTC ACT TGC TCT TTG
GTC TTC TCAGCC &£T GTT GCC ACACCATGC ACC ACT
CcC

TCT TCAGCATGGATCCCATTIT GTCACT TGC TCTTTG
GTC TTC TCAGCC £T GTT GTC ACACCATGC ACC ACT
CC

Oligonukleotydy RNA do badan in vitro

Masa
czgsteczkowa
(Da)

4165,6

Wspotczynnik
ekstynkgcji
(M™tem™)

140110

Sekwencja w orientacji 5’-3’

UUUGCAGAAGAUG

UUUGGAGAAGAUG 144530 4205,6

UUUGCAGGAGAUG 138850 4181,6

GUGAUCGUCAUCA 135260 4101,5
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717A
4C
4U
53G
53A
46G
46A
692C-1
692G-1
4C-1
4U-1
15-692C
15-4C
15-717G
15-692G
15-717A
15-4U
17-692C
17-692G
17-692C-1
17-692G-1
17-4C
17-4U
17-717G
17-717A
£-692C
£-692G
{-693G

20f-692C

13
13
13
13
13
13
13
13
13
13
13
15
15
15
15
15
15
17
17
17
17
17
17
17
17
13
13
13

20

GUGAUCAUCAUCA
CGAAGGCCGUGUG
CGAAGGUCGUGUG
GGUGUGGCAACAG
GGUGUGACAACAG
ACCAAGGAGGGAG
ACCAAGAAGGGAG
GUUCUUUGCAGAA
GUUCUUUGGAGAA
GACGAAGGCCGUG
GACGAAGGUCGUG
UCUUUGCAGAAGAUG
GACGAAGGCCGUGUG
CAGUGAUCGUCAUCA
UCUUUGGAGAAGAUG
CAGUGAUCAUCAUCA
GACGAAGGUCGUGUG
UCUUUGCAGAAGAUGUG
UCUUUGGAGAAGAUGUG
GUGUUCUUUGCAGAAGA
GUGUUCUUUGGAGAAGA
GCGACGAAGGCCGUGUG
GCGACGAAGGUCGUGUG
GACAGUGAUCGUCAUCA
GACAGUGAUCAUCAUCA
6FAM-UUUGCAGAAGAUG
6FAM-UUUGGAGAAGAUG
6FAM-UUUGCAGGAGAUG

6FAM-
GUUCUUUGCAGAAGAUGUGG

137000
130900
134590
136160
138920
144660
145920
135110
139530
134790
138480
156840
155140
148980
161260
156420
158830
177190
181610
179380
183800
172540
176230
178920
180660
165300
169000
162400

234200

4085,5
4195,6
4196,6
4219,6

4203,6
4265,7

4249,7
4102,5
41425
4218,6
4219,6
4776,9

4870
4735,9
4816,9
4719,9
4871
5428,3
5468,3
5428,3
5468,3
5520,4
5521,4
5410,3
5394,3

4732,0
4772,1
4748,0

4640,2
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20f-692G

f-717G
f-717A

20f-717G

20f-717A

f-4C
f-4U

20f-4C

20f-4U

f-46G
f-46A

20f-46G

20f-46A

f-53G
f-53A

20f-53G

20f-53A

20

13
13

20

20

13
13

20

20

13
13

20

20

13
13

20

20

6FAM-
GUUCUUUGGAGAAGAUGUGG

6FAM-GUGAUCGUCAUCA
6FAM-GUGAUCAUCAUCA

6FAM-
GACAGUGAUCGUCAUCACCU

6FAM-
GACAGUGAUCAUCAUCACCU

6FAM-CGAAGGCCGUGUG
6FAM-CGAAGGUCGUGUG

6FAM-
GCGACGAAGGCCGUGUGCGU

6FAM-
GCGACGAAGGUCGUGUGCGU

6FAM-ACCAAGGAGGGAG
6FAM-ACCAAGAAGGGAG

6FAM-
CAAAACCAAGGAGGGAGUGG

6FAM-
CAAAACCAAGAAGGGAGUGG

6FAM-GGUGUGGCAACAG
6FAM-GGUGUGACAACAG

6FAM-
GCAUGGUGUGGCAACAGUGG

6FAM-
GCAUGGUGUGACAACAGUGG

237900

155000
157900

224300

227200

154100
156800

224200

226900

168500
171400

248100

251000

160700
163600

233500

236400

4680,2

4668,0
4652,0

6893,3

6877,3

4762,1
4763,1

7043,4

70444

4832,2
4816,2

7121,6

7105,6

4786,1
4770,1

7068,5

7052,5
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1.10.4  Oligonukleotydy antysensowe

Nazwa Diugacé Sekwencja w orientacji 5’-3’
lal 7 AcMeMateMcMyM
la2 10 daMcMeMeteMcMuMuMceM

aKwW 13 CAMCtacggect-cMGH

akM 13  CcAMctacgacctt-cMGH
al 13 ¢AMCtacgeect)-CMGH
a3 13 ¢AMClacggegt)-cMGH
ab 13 ¢AMCtacgaggt-cMGh
a8 13  ¢AMClaccagc-CMGH
al2 13 ¢AMCracggcga)-cMG-
al3 13 ¢AMCtcgggect)-CMGH
al4 13 ¢AMCraggacct-cVMGh
als 13 ¢AMCracgacg)-cMG-
al6 13 ¢AMChtggaccU-CMGH

aWBIG 13 ¢AMCracg®'gectutcMGt
aMBrG 13 ¢AMCrac®®gacctut-cMGh

al7 13 ¢AMC'caccttactUMC
als 13 ¢AMCtgagcttactuMct
la 12 ¢AMCtacgectU-cMGH
2a 14  ¢AMCt acgaacct U-CMGH

aald 10 (13) &AMC'spi@acctu-cVGH
aald 11 (14) &AMC'spi@acctctGMUt
aals 12 (15) ®AMCtspigaccttecGuMct
aalée 13 (16) EAMC'spilgaccttegu-cMG
aal? 14 (17) &MC‘spi@ccttegiCtGMCt

cMcMaMcMaMcMGMacctuMcMcMuMcM

abl 17 cM

Wspaoiczynnik
ekstynkgciji
(Mtem™)

63600
89620
120920
123680
117660
125220
131740
123020
130620
117880
121200
127200
115200
120920
123680
115470
122990
110220
135640
92820
100900
109470
120120
124420

163050

Masa
czasteczkow
a (Da)

2275,5
3234,2
4053,7
4037,7
4013,7
4093,7
4117,8
4037,7
4102,7
4069,7
4077,7
4086,8
4068,7
4132,5
4116,5
3986,5
4066,5
3724,3
4350,7
3450,2
3754,4
4043,8
4372,8
4676,2

5493,7
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ab2

ab3

ab4
20al3
20al12
20al5
20al6

bl
Ib2
bKW
bKM
bl
b2
b7
b8
b9
b12
b8’
b12’
b8”
b12”
bWBrG
b8BrG
1b
2b
3b
bal3
bal4d

17

17
17
20
20
20
20

10
13
13
13
13
13
13
13
13
17
17
15
15
13
13
12
14
14

gMCMAMCMAMCMGMaccttCMGMUMCMG

¢'c’aMcMaMcMcMacettecMUMCMGM
dcMaMcMaMcMGMaccetteguMcMGM
ACMGcaccgggcecttegE-GMC
ACMG"cacacggcgatcgt-GMCt
ACMG'cacacgacgatcgt-G"'C
ACMG‘caccggaccttcgE-GMCt

McMuMatcMaMaM
c'uMuMcMuMatcMaAMaAMaM
C-AMUtcttctgcAAMA"
C-AMUcttctccAAMA-
CAMUtcttctcgA AMAT

CAMU cttctggA-AMA-
CAMU'ctagacA"AMA-
¢cAMUgatctccA"AMAL
CAMU'gatctgcA"AMA-

¢AMU cttgaccA"AMAT
cAMct-aAMUtgatctccAtAMANGM A
¢AaMct-aMUtctigaccA"AMARGM AL
C-AMU'gatctccaad"GMA"
C-AMU'cttgaccaad-GMA-

CAMU" cttet®™gc ASAMAL

CAMU" ®Bgatctcc AFAMAL
CAMUcttctcASAMAL

CAMU cttctaccA"AMA*
CAMUcttctcccAFAMAT

10 (13) cMutspigcaad GMA"

11 (14) tcMutspiacaasztAVAT

161370

162350
161820
181840
192120
194880
184600

68000
97950
125620
123740
127480
130100
137080
133240
135120
131200
176900
174860
158940
156900
125110
132730
116300
137000
131180
106940
117440

o477,7

5447,6
5417,6
6227,1
6260,1
6244,1
6211,1

2260,5
3243,2
4051,7
4011,7
4051,7
4091,7
4069,7
4060,7
4100,7
4060,7
5421,4
5421,4
4702,9
4702,9
4130,5
4139,5
3722,3
4324,7
4300,7
3484,0
3797,0
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bal5
bal6
bal7
bal7r
bal9r
ba2l
ba22
ba23
ba24
ba25
b13
bl4
bunl
bUn2
bun3

bbl

bb2

bb3
bb4

bb5

bb6

bb7
bb8

Ihl
Ih2
hKW

12 (15)
13 (16)
14 (17)
14 (17)
16 (19)
10 (11)
11 (12)
12 (13)
13 (14)
14 (15)
13
13
13
13
13

17

17

17
17

16 (17)

16 (17)

16 (17)

7
10
13

tcMutspl&caaagh-AMCH
tcMutspl&caaagd -CYA"
tcMUtspl&caaagag&-AMCh
EaMClatcttctesp18A-GVAT
EAMClatcttctesplagA-AMCH
tuMctspaccaad-GMA+
tuMCtspcaaszrAMA"
tuMctspaccaaagh-AMCH
tuMCtspcaaaga-CVA"
tuMctspacaaagag-AMCt
YuMctaccaaad"AMCH
buMcttcgaaap-AMCH
CAMUCttctccA"AMA"
CAMUC T tctccA"AMAL
CAMUcttctcCYA"AMA"

cMaMuMcMuUMuUMcMuMeccaadMcMaMaM

CM

&MAMUMCMUMUMCMUMccaaaGMAMAMC

IAMUMMUMUMcMUMccaaagphMAMCY
ZAMUMMUMUMcMUuMccaaagaMcM
cMaAMUMcMUMUMcMspccaadMGMAMA

MCM

cMaMUMcMUMUMcMspaccaasGMAMAMC

M

EAMUMMUMUMCMspaccaaagphMAMCY
16 (17) EAMUMMUMUMCcMspcaaagaMct

MuMcMctcMaMcM
JMeMuMuMcMctcMaMcMaM
CUMGHtgccacA-CMCh

123180 4086,4
138640 4399.0
142860 4716,5
136200 4699,2
154220 5301,6
107810 3277,9
118310 3591,1
124050 3880,3
139510 4193,5
143730 4482,7
136190 4055,5
134830 4086,5
123230 4029,5
123230 4033,5
123230 4029,5
171710 5432,6
174750 5402,6
169990 5372,6
171710 5342,5
162570 5250,6
165610 5220,6
160850 5190,6
162570 5160,5
64210 2236,5
98300 3259,2
112600 4028,7
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hKM
hl
h2
h3
h4
h5
h6
h7
h8
h9
h10
hUN1
hUN2
hUN3

ld1
1d2
dKW
dKM
dl
d2
d4
d5
dé
d7
ds8
d9
d10
dl1

13
13
13
13
13
13
13
13
13
13
13
13
13
13

10
13
13
13
13
13
13
13
13
13
13
13
13

C-UMGHttgtcacA-CMCt
cuMGHtgtctgA-cMct
cUMGraagtca’d-cMct
cuMGHtgtgacA-cMct
cUMGHttctcacA-CMcCt
cuMGHttgectgA-cMct
¢cUMGraagccad-cMct
cuMGHtgtgtcA-CMCt
cuMGHtgtctcA-CMCt
GUMU"ctcacacc"AMU"
GuMutgtgacacc-AMU"
CAMC-TYgttgtcA-CMAT
cAMCHTYG itgtcA-CMAT
CAMCHgtigt C"ARCMA-

McMaMctcMaMuM
'aMuMcMaMcteMaMuMcM
U-GMAttgacgac-AMcH
U-GMAttgatgatC-AMCH
UGMAttgacgtac-AMCH
UGMAtgatgtaC-AMCH
UGMAtacatgac-AMct
UGMAtacacgac-AMcCH
UGMAttgaggactAMCH
UGMAttetgcatC-AMCH
UGMAttgacgaac-AMCH
UGMAttgatgaaCtAMCH
UGVA tgacgttC-AMCh
UGcvAttgatgttC-AMCH

115300 4043,7
113800 4074,7
125200 4061,7
118000 4083,7
111800 4003,7
116110 4059,7
127050 4046,7
118890 4074,7
115230 4034,7
124610 3999,3
132770 4079,3
125200 4100,7
125200 4118,7
125200 4099,8
72200 2300,6
106440 3322,3
133260 4116,8
134280 4131,8
135220 4116,8
136240 4131,8
136280 4100,8
135260 4085,8
137020 4156,8
124000 4067,7
137720 4125.8
138740 4140,8
128880 4107,8
129900 4122,8
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di2
di3
d14
d15
d16
di7
1d
2d
dal3
dal4
dal5
dal6
dal7

dbl

db2

db3

db4
20dKW
20dKM
20d1
20d2
20dx

lel
le2
ekKM
el
e2

13
13
13
13
13
13
12
14

10 (13)

11 (14)

12 (15)

13 (16)

14 (17)

18

18

18

18
20
20
20
20
20

13
13
13

UGcYAttcacgactAMCH
UGV A tcatgatC-AMCh
UGcvAtagacgac-AMcCH
UGV AtagatgaC-AMCt
AUMGHttgatcaC UM G"

g
AUMGatcatcaCtUMGH
UG"AttgagatC-AMCH
UGMAttgaatgatC-AMC*

tGMAtsp1agatCAMCH
tGMAtsp1agatcA-CMUt
tGMAsp1agatcaCtUMGH
tGMALsp1agatcadu-GMU"
tGMAsplagatcactG-uMct

GmU"\\A"GMAMUMGMAMtgatCMAMCMUMGM
uMc

&M'\LAJMGMAMUMGMAMtgatCAMCMUMGMU
C

cMuMeMaAMuMeMaMigatcaCMuMGM UM
CM
d'uMe"aMuMcMaMigatcaduMcMuMcM
AGVG tgatgacgatcacG-UMCt
A-GMGtgatgatgatcacG-UMCH

AGY G tgatgacgtacac6-UMCt
AGMG'tgatgatgtacacG-UMCH
AGMG'tgatgacgatcag&-uMcCt

U'cMuMutcMuMGM

¢ AMyuMcMuMut-cMuMcM
CAMU"ctcctgeA"AMAT
¢AMU ctectcgAFAMAL
CAMU cttctcgA"AMA-

130220
131240
139440
140460
132640
135220
126320
146240
102400
113140
123730
132960
139630

184400

186000

186000

185470
204170
205190
204530
205550
214370

52110
72180
124540
126400
127480

4076,7
4091,8
4125,8
4140,8
4108,7
4077,7
3827,4
44448
3529,3
3819,2
41486
4438,4
4742,0

5893,9

5863,9

5833,9

5803,8
6315,1
6330,2
6315,1
6330,2
6364,2

2214,3
2876.7
4036,5
4036,5
4051,5
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e3

k2
k1
KKW
kKM
k1
k2
k3
k4
k5
k6
kUN1
KUN2
kUN3

Nazwa
SP

AKT F
AKT R
GFP F
GFP R
pinsk
pInsR
692MF
692MR
Ins4R

13

10

13
13
13
13
13
13
13
13
13
13
13

Dlugaé

22

18
21
19
19
17
17
22
22
22

¢AMUgacctgA"AMA- 133460 4085,5
'cMcMuMct-cMuMuMeM G 87090 3211,2
AMcMuMct-cMuMuM 58360 2173,5
cuMcteetecttGEGMU 110990 3996,4
ctuMctecttettGtGMUt 112070 4011,5
c¢uMctggtecttG-GMU- 119370 4076,5
c¢uMctggttettG-GMU" 120450 4091,5
¢uMctectccaactGMUt 120450 4014,5
CuMctecttcaaG-GMU* 121350 4029,5
c¢cMctatettggut-uMut 120790 4021,3
c¢cMchtgttiggutuMut 118830 4052,3
¢AaMctTYeccttaUtUMGH 113170 3999 4
cAMctTYcYecttcutuMGt 113170 4017,4
¢AMCHeccttcV"URUMGH 113170 3998,5

1.10.5 Startery do reakcji PCR i gPCR
Sekwencja w orientacji 5’ — 3’ Cel
CGTCGCCGTCCAGCTCGACCAG Sekwencjonowanie
plazmidow
AGGCACCAGGGCGTGATG
gPCR — gen referencyjny
TGATCTGGGTCATCTTCTCGC
GCTGACCCTGAAGTTCATC
gPCR - gen badany

GCTCCTGGACGTAGCCTTC

GCTAGCGTGTTCTTTGC

GGATCCACCAAGGTGAT PCR kolonijny — weryfikacja

GTGTTCTTTGGAGAAGATGTGG klonow, gen APP

ACCAAGGTGATGATGATCACTG

CCTTTCCTTCTGCTCGAAATTG

PCR kolonijny — weryfikacja
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InsdF 16 CTCGGCGTGGCCTAGC klonéw, gen SOD1
INs53F 23 CACAAAAGAGGGTGTTCTCTATG  peR koloniiny — weryfikacja
INS53R 22 CCATTTGTCACTTGCTCTTTGG klonow, gen SNCA

1.11 Akcesoria dodatkowe

- Klisze fotograficzne X-Ray XBM 30x40 crRetina

- Ostona z plexi 10mm, do pracy z radioakty\icie

- 96-dotkowe ptytki PCRBIio-rad

- Plastiki do hodowli komérkowefzreiner Bio-One

- Plytki szklane pokryteelem krzemionkowym 60 44 0,25 mm (20x20 cm),
Merck

- Kolumny z silanizowanym podiem Sep-pak\Vaters

- Kolumny illustra NAP-25GE Healthcare

- Parafilm,Sigma-Aldrich

- Olegj silikonowy,Sigma-Aldrich

1.12 Aparatura

- syntetyzer MerMadelBioAutomation Corporation

- spektrofotometr UV-VIS NanoDrop 2000hermoScientific

- spektrofotometr UV-VIS z termoprogramatorem V-p5&sco

- spektrofotometr UV-VIS z termoprogramatorem DWEBeckmann
- skaner radioaktywrigi i fluorescencji FLA-5100Fuji

- licznik scyntylacyjny MicroBetaZRerkinElmer

- spektrometr MALDI-ToF AutoflexBruker

- automatyczny licznik komérek TC2Bjo-rad

- termocykler C100(Bio-rad

- termocykler C-1000 Touch CFX96 Real-TimeSyst&m;rad

- wiréwka 5430R z wymiennymi rotoranttppendorf

- wirdbwka Universal320R z wymiennymi rotorarkiettich Zentrifugen

- koncentrator priniowy z wymraaczem CentriVag,abconco
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- komora laminarna z wertykalnym przeptywem powiat Steril-BioBan,
Angelantoni LifeScience
- inkubator z kontral sttzenia CQ, INCO 153, Memmert

1.13 Specjalistyczne oprogramowanie komputerowe do analy danych

- Meltwin 3.5 (termodynamika)

- RNA Structure 5.1

- Fuji Multi Gauge 3.0 (analizzeli)

- Bio-rad CFX Manager 3.1 (real-time PCR)
- OriginPro 8 (statystyka)

2 METODY
2.1  Synteza oligonukleotyddéw

Wszystkie oligonukleotydy RNA, modyfikowane RNA aar oligonukleotydy
mieszane typu gapmer, a takstartery do PCR i Real-Time PCR, byly syntetyzmsva
w Zaktadzie Chemii i Biologii Strukturalnej KwasowNukleinowych, metoal
amidofosforynow, na podtau statym, z wykorzystaniem syntetyzera MerMadeXnyi
BioAutomation. Stosowano podie uniwersalne, synteza prowadzona byta w skai1 Do
syntezy wykorzystywano dagine handlowo amidofosforyny RNA, DNA, 2’OMe RNA,
LNA oraz 6-FAM. Amidofosforyn dla 8-bromodeoksygwayny zostat zsyntetyzowany

w Zaktadzie Chemii i Biologii Strukturalnej Kwasdukleinowych.

2.2 Odblokowanie oligonukleotydow nie zawieragcych naturalnego
RNA (startery DNA, gapmery, oligonukleotydy antyseisowe typu
inhibitor)

Odblokowanie prowadzono w roztworze 32% amoniakedi®e zalewano 1,5 ml
wspomnianego roztworu i inkubowano przez okoto 1@lozostawiano przez noc),
w temperaturze 55°C. Oligonukleotydy zawiecad 8-bromodeoksyguanozyn byty
odblokowywane w temperaturze pokojowej przez 24-3&h tym czasie osttaie zbierano
ptyn znad podiga i przenoszono do czystej probowki, pagtoprzeptukiwano wag
dwukrotnie po 500l, w celu wymycia resztek oligonukleotydu, wodnytwér znad podtza

taczono z wczéniej zebranym roztworem oligonukleotydu i odparovayw do sucha.
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2.3  Odblokowanie oligorybonukleotyddw

Odblokowanie prowadzono w roztworze 32% amonia&% %tanol, w stosunku 3:1.
Podiaze zalewano 2 ml wspomnianego roztworu i inkubowapzez okoto 16h
(pozostawiano przez noc), w temperaturze 55°C. et ptyn znad podi@ przenoszono
do czystych probowek, podie przeptukiwano dwukrotnie po 5Q0 wody, wodny roztwor
znad podtaa laczono z wczéniej zebranym roztworem oligonukleotydu i odparoveyw do
sucha. Nagpnie w celu usugrcia blokad sililowych z grupy hydroksylowej przyegiu 27,
osad po odparowaniu rozpuszczono w roztworze fluamdjetyloamoniowego w DMF
I inkubowano 2h w temperaturze 55°C. Po tym czastgcano RNA z roztworu dwoma
objetosciami (4 ml) n-butanolu, przez godziw temperaturze -20°C, po czym wirowano 10
minut w temperaturze 4°C, z qokoscia 5000 rpm, supernatant zlewano a osad

odparowywano do sucha.

2.4  Oczyszczanie oligonukleotydow

Wszystkie stosowane w eksperymentach oligonuklgotyghtysensowe, oraz
czasteczki RNA i DNA nie dlasze nik 18 nukleotydow, oczyszczane byly metod
chromatografii cienkowarstwowej (TLC), na ptytkazhwierajcych zel krzemionkowy 60
Fos4 Stosowano uktad rozwiigy n-propanol/amoniak/woda w proporcji elgsciowej
55:35:10 (v/vlv) dla oligomerow 13-nukleotydowychribtszych. Pozostate oligonukleotydy
(14-18 —nukleotydowe) rozdzielatygsprzy zastosowaniu tej samej fazy rozvagagj, w
proporcji obgtosciowej 54:36:10 (v/v/v). Na ptytk nanoszono zwykle caté materiatu po
syntezie, rozpuszczamw 150-200ul wody miliQ. Rozdziat prowadzono 5-6h. Po tym deas
ptytke sprawdzano pod lampJV (A = 260 nm) i wydrapywano zwykle najintensywniejszy
I najwolniej migrupcy prazek. Oligonukleotydy eluowano z silikelu, ptucac go 3-krotnie
po 2 ml wody miliQ. Ptukaniaatzono i wodny roztwor oligonukleotydu odparowywagram
préznia. Otrzymany osad oligonukleotydu rozpuszczano wckavej obgtosci 500 ul wody
i mierzono s¢zenie, wykorzystujc spektrofotometr NanoDrop.

Oligonukleotydy DNA i RNA o dlugeei powyzej 18 nukleotyddw oczyszczano
metody elektroforezy w zelach poliakrylamidowych 10% i 12% (w/v), w warucka
denaturujcych. Nastpnie zel przenoszono na feli spazywcza, ukladano na plytce
silikazelowej i analizowano pod lamdJV. Skalpelem wycinano fragmegglu, zawierajcy
prazek odpowiadajcy oczyszczanemu oligonukleotydowi, przenoszono dg czystej
probowki i zalewano 0,3 M roztworem octanu sodygtalcia catkowicie przykrywajca zel
w probowce (okoto 2,5-3 ml), pozostawi@jdo elucji. Prowadzono dwukrotne wymywanie
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z zelu w temperaturze 4°C, naghie préby sticano, odwirowywano, supernatant zlewano
a osad suszono i rozpuszczano w 5d0wody. Stzenie okrélano poprzez pomiar

absorbancji przy dtugai fali 260 nm, wykorzystujc spektrofotometr NanoDrop.

2.5 Elektroforeza w zelach poliakrylamidowych w warunkach
denaturujacych

Technikk t¢ wykorzystywano do oczyszczania as#eczek diaszych ni 18
nukleotyddéw po syntezie chemicznej, oraz po reakajiskrypcji in vitro £el preparatywny
o grubdgci 1mm), a take do rozdziatu produktéw trawierybonukleaz H i oczyszczania
oligonukleotydéw po znakowaniu radioizotopowyrrel( analityczny o grubii 0,5mm).
Stosowanozele poliakrylamidowe o usieciowaniu akrylamid/N’Nietylenobisakrylamid
29:1 i procentowéci wagowo-obgtosciowe] 8, 10, 12 lub 16, w zaleosci od diugdci
rozdzielanych cmsteczek. Zel zawierat 8M mocznik jako czynnik denatuey.
W zalenosci od typu zelu (preparatywny lub analityczny) i wielbk@ ptyt, na jakich
prowadzony byt rozdziat, odmierzano odpowiedabjetos¢ ptynnegozelu (60-150 ml) do
zlewki i dodawano 10% nadsiarczan amonu wcild®,6% (v/v) oraz TEMED N,N,N',N'-
tetrametyloetylenodiamina) w #oi 0,04% (v/v).Zel wylewano m¢dzy szyby i pozostawiano
do polimeryzacji (minimum 2h). Naginie ptyty umieszczano w aparacie do elektroforezy,
ukiad zalewano buforem 1XTBE i prowadzono pre-etdktez przez 15 minut. Po tym
czasie nanoszono préby do kieszowneki i prowadzono wkxiwy rozdziat przy statej mocy
pradu, ustawianej, w zat@osci od wielkaci zelu, mgdzy 30-40W. Rozdziat prowadzono 2-

3h, kontrolujc go w oparciu o migragjparwnikdw OrangeG, BB i XC.

2.6  Elektroforeza w zelach poliakrylamidowych w warunkach
niedenaturujacych

Technike t¢ wykorzystywano w metodzie EMSA (Electrophoretic by Shift
Assay) w celu wyznaczenia statejag@nia duplekséw. Stosowarele poliakrylamidowe
o0 usieciowaniu akrylamid/N’'N’-metylenobisakrylami@9:1 i procentowsci wagowo-
objetosciowej 12 i 16, oraz bufor zawiesgly chlorek magnezu w teniu 8 mM.
Polimeryzagi przeprowadzano w obecion 0,75% (v/v) nadsiarczanu amonu i 0,05% (v/v)
TEMED-u. 15-minutowa pre-elektroforeza poprzedzalasciwy rozdziat elektroforetyczny,
prowadzony przy statej mocy gou 20W. Rozdziat prowadzono 6-9h, kontratujgo
w oparciu o migragj barwnikéw BB i XC.
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2.7  Elucja kwasow nukleinowych zzelu poliakrylamidowego

Fragmenty zelu, zawierajce kwasy nukleinowe, umieszczano w probowkach,
zalewano 0,3 M octanem sodu o pH 5,5 {tlsg zalezata od wielkdci wycigtego fragmentu
zelu, ktory musiat by przykryty roztworem eludagym) i inkubowano z wytegsaniem
w temperaturze 4 °C, przez 2h. Ngstie eluat zbierano do czystej proboéwkieh ponownie
zalewano 0,3 M octanem sodu i pozostawiano przez (okoto 16h) do drugiej elucji.
W zalenosci od obgtosci, eluaty z poszczegélnych wymyiwaaczono ze sab przed

stracaniem, lub sticano osobno.

2.8  Wytr gcanie kwasow nukleinowych z roztworu, po elucji zelu
poliakryamidowego

Stracanie przeprowadzano 2,5-3 ebgciami 96% etanolu, w temperaturze -20°C
przez minimum 2h. Nagbnie proby wirowano przez 30 min, w temperaturz€,4przy
maksymalnej prdkos¢i wirdwki. Supernatant usuwano, a osad suszonopp@ahia, po czym

rozpuszczano w wodzie jak@ miliQ.

2.9 Elektroforeza w zelach agarozowych

Technik; t¢ wykorzystywano do rozdziatu produktow reakcji P@Rake do kontroli
jakosci RNA po izolacji z komorek. Przygotowangl agarozowy umieszczano w aparacie do
elektroforezy, zalewano 0,5xegbnym roztworem TBE, umieszczano préby w kieszonkach
zelu, po czym przyktadano napie. Rozdziat prowadzono przy nagiu 100 V przez 40-50

minut.

2.10 Ekstrakcja fenol-chloroform

Metodh ta oczyszczano produkty reakcji PCR, trawienia réstyjnego, defosforylaci
i izolacji plazmidow, ktére miaty shy¢ do dalszych eksperymentow. Roztwoér poreakcyjny
dopetniano do okjosci 100ul, dodawano 5@l fenolu i 50ul mieszaniny chloroform/alkohol
izoamylowy 24:1 (v/v) i krotko wytrgsano. Mieszaniwirowano przez 5 minut przy 5000
rpm, usuwano fagz organicza, do fazy wodnej dodawano 10Ql mieszaniny
chloroform/alkohol izoamylowy 24:1 (v/v) w celu usecia sladow fenolu, wytrzsano
i wirowano. DNA obecne w fazie wodnej wytano przez dodanie 3M octanu sodu o pH 5,0
do kaacowego sizenia 0,3 M i trzy olgtosci 96% etanolu schtodzonego do 4°C, przez
minimum 2h w temperaturze -20°C. Ngstie mieszanig wirowano przy 12000 rpm przez
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30 minut w temperaturze 4°C, supernatant usuwaser suszono pod pndia, rozpuszczano

w czystej wodzie i mierzonogienie.

2.11 Analiza MALDI-ToF-MS

Weryfikacjg oligonukleotydéw po syntezie przeprowadzano megetegektrometrii
mas, z wykorzystaniem spektrometru Bruker MALDI-TORutoflex. Wodny roztwor
oczyszczonego oligonukleotydu, wétm 0,5 ul, nanoszono na stalavptytke mikrotitracyjm
MTP 384, pokrywano identyczn objctoscia matrycy, ktda byt nasycony roztwor
trinydroksyacetofenonu (THAP), i pozostawiano dop@krystalizacji w temperaturze
pokojowej przez ok. 10-15 min. Naphie plytkk umieszczano w spektrometrze
i przeprowadzano pomiar. W wyniku analizy otrzymyweawidmo prezentygge stosunek
masy do tadunku dla jonow powstatych w procesiazpji probki. Widma potwierdzaty
masy syntezowanych oligonukleotydow i rozstrzygagpliwosci w przypadku konieczriai
wyodrebnienia zzelu/ ptytki TLC dwoch podobnie migragych pazkow.

2.12 Wyznaczanie parametrow termodynamicznych dupleks6wnetoda
topnien UV (ang. UV melting)

Metoda wykorzystuje efekt hiperchromowy wysljacy przy termicznej denaturaciji
kwasoéw nukleinowych. Dwa oligonukleotydy: RNA i g@dinukleotyd antysensowy, mieszano
ze soly w stosunku rownomolowym, do uzyskaniezeh, obliczonych na podstawie arkusza
topnien (Zakczniki, Tabela 44), przygotowanego przez zespoif.pid. Turnera z
Uniwersytetu w Rochester (USA). Pomiary przeproveadizz reguty dla 13-nukleotydowych
RNA (sporadycznie dla 15-, i 17-merow), i tej samafugasci oligonukleotyddw
antysensowych. Jedynie asteczki inhibitorébw (podégie tandemowe) tworzyly z RNA
dupleksy niepetnej diugoi. Powstad mieszanin odparowywano do sucha i rozpuszczano w
buforze do topnie zawieragcym chlorek sodu jako czynnik sprzyjey hybrydyzaciji.
Stezenie chlorku sodu
w buforze dla danego dupleksu RNA/oligonukleotydysensowy zabeato od dlugéci
dupleksu i zawartei par G-C — im dtaszy dupleks i wicej zawierat par G-C, tym #8ze
stezenie chlorku sodu nateto zastosow@ by zaobserwowa efekt hiperchromowy. Dla
nowych duplekséw stenie dobierano eksperymentalnie 8pd trzech wartéci 10 mM, 100
mM, 1 M. Dla wszystkich analizowanych w niniejszgpcy duplekséw, stosowano bufor
zawierajcy 100 mM chlorek sodu. Roztwory duplekséw w buéodo topnié@ umieszczano
w kuwetach kwarcowych o drodze optycznej 0,1, 0,6 ém i przeprowadzano pomiary
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wartasci absorbancji w funkcji temperatury, w zakresi@3¢C, przy dtugéci fali 260 nm,
jednoczénie dla trzech rinych stzen. Kuwety zatykano olejem silikonowym, by roztwér
nie odparowywat podczas ogrzewania. Szybkomiany temperatury wynosita 1°C/migut
odczyt absorbancji nagtowat co 0,5 minuty. Po pomiarze roztwory dupleksizyskiwano
na parafilmie (czyszczenie z oleju) i rozmeano zgodnie z arkuszem, do otrzymania
trzech kolejnych gten. Cykl ten powtarzano 2 razy, uzyskojw efekcie pomiary dla 9
réznych stzen dupleksu z zakresu FaL0°® M. Pomiary przeprowadzano na dwéch
spektrofotometrach UV-VIS z kontrolerami tempergilBeckmann DU640 lub Jasco V-650.
Dla kazdego z analizowanychegen uzyskiwano krzyw topnienia. Na podstawie krzywych
dla 9 stzen danego dupleksu, wykorzysigj oprogramowanie Meltwin 3.5, wyznaczano
parametry termodynamiczne dwoma niezajeni metodami: z za#mosci odwrotngci
temperatury topnienia i logarytmu ¢sénia dupleksu, oraz na podstawieedniego
dopasowania krzywej do uzyskanych punktow pomiachwyKluczowe dla dalszych
wnioskoéw i poréwna byly energia swobodna Gibbsa w temperaturze 3A® 4 kcal/mol)

oraz temperatura topnienia przeliczana djaestia 10*M (T, °C).

2.13 Znakowanie RNA izotopem**P

RNA znakowano na 5-kizu, w reakcji przeniesienia grupy fosforanowej-#P-
ATP na woln, grup 5-hydroksylowas RNA, katalizowanej przez rekombinowakinaz
polinukleotydow T4. Oczyszczone RNA w ifgi 50pM umieszczano w 1xegbnym buforze
do znakowania (datzonym przez producenta), w obeério10-20 pCi [y-*P] ATP
o aktywndgci 4000-5000 Ci/mmol i 10 U kinazy T4. Reak@rowadzono przez 30 minut
w temperaturze 37°C. Produkty znakowania rozdzeelara zelu poliakrylamidowym
w warunkach denaturagych, dla pewngci posiadania homogennego, jednakowej déago
znakowanego RNA. Wykonywano autoradiogtafpo czym zadany pazek wycinano
I eluowano zzelu, stgcano, osuszano osad i rozpuszczano w pbOwody. Pomiar
radioaktywndci wyznakowanego kwasu nukleinowego wykonywano zkavgystaniem
licznika scyntylacyjnego MicroBeta2. Raz wyznakowa&masteczle uzywano przez ok. 2-3

tygodnie, jgli nie wykazywata oznak degradaciji.

2.14 Znakowanie RNA 6-karboksyfluoresceiry (6-FAM)

Znakowanie RNA fluoresceinodbywato st na etapie syntezy oligonukleotydu. Na

maszynie umieszczano amidofosforyn 6-FAM i pggyano go do podia jako pierwszy
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.Nukleotyd”. Odblokowanie i oczyszczanie tak znalkmwgo RNA przeprowadzano
w standardowy sposob (jak zwykie RNA).

2.15 Hydroliza alkaliczna RNA

Znakowane radioizotopowo RNA w #o 10000 cpm, Ilub znakowane
fluorescencyjnie RNA w iléci 1 pmola, umieszczano w buforze do hydrolizy btzaej
i inkubowano przez 20 minut w temperaturze 95°CtyPo czasie do prob dodawano roztwor
obciazajacy do rozdziatu elektroforetycznego i umieszczansuehym lodzie. Cakd reakcji

nanoszono nzel, stanowita ona marker diugn RNA.

2.16 Hydroliza RNA rybonukleaza T1

Znakowane radioizotopowo RNA w #o 10000 cpm, Ilub znakowane
fluorescencyjnie RNA w iléci 1 pmola, umieszczano w buforze T1 i denaturowano
w temperaturze 80°C, przez 3 minuty, a gasie dodawano 1U rybonukleazy T1
i inkubowano 10 minut w temperaturze 55°C. Reakejrzymywano przez dodanie barwnika
obciazajacego zawieracego 25 mM EDTA i umieszczenie w suchym lodzie.o&afleakcji

nanoszono nzel, stanowita ona marker wypiowania guanozyny w badanym RNA.

2.17 Hydroliza dupleksow RNA/ASO rybonukleaz H

Wyznakowane radioizotopowo lub fluorescencyjnigsteczki RNA dtugéci 13, 20
lub 99 nukleotydbw mieszano z poszczegolnymi oligdeotydami antysensowymi
w ustalonej proporcji, w buforze H. Powstahieszanin denaturowano termicznie przez
3 min w 80°C, w celu rozplecenia ewentualnych matyavstruktury drugorgdowej
pojedynczych nici. Nagpnie roztwoér inkubowano w temperaturze pokojowejegr5 min,
w celu renaturacji i wytworzenia struktury duplek&o tym czasie dodawano rybonukigaz
H, w ilosci 0.4 U/reakgj. Trawienie prowadzono w temperaturze 37°C , p2&minut, po
czym proby umieszczano w suchym lodzie, w celwzgatania reakcji. Do prob, w proporciji
1:1 dodawano roztwor okgiajacy, a nasfpnie nanoszono je na 1626l poliakrylamidowy,
w celu rozdzielenia produktow reakcji. Elektrofofgarowadzono 2,5-3h przy mocyapiu
35W. Czas i dawka enzymu zostaty zoptymalizowaredzielnym eksperymencie i zostaty
przyjete jako wystarczape do catkowitej hydrolizy RNA w obectm w peini

komplementarnego oligonukleotydu antysensowegoviieszaici czasteczek.

207



IV. MATERIALY | METODY

2.18 Wpyznaczanie statej wazania dupleksow RNA/ASO metod EMSA
(ang. Electrophoretic Mobility Shift Assay

Do eksperymentu aywano casteczek RNA wyznakowanych na rau
5 radioizotopowo (10 000 cpm) lub fluorescencyjni@0 uM). Reakcg prowadzono
w objetosci 10 ul. Stah sikzenie RNA (1uM) i oligonukleotyd antysensowy w rogrym
stezeniu z przedziatu 0,025M -1 uM, mieszano w buforze hybrydyzacyjnym (bufor H),
denaturowano przez 3 minuty w temperaturze 80°Ccpgn studzono w temperaturze
pokojowe] przez 5 minut. Naginie prowadzono hybrydyzacj przez 30 minut
w temperaturze 37°C, po czym do proby dodawanowd@ztobchzajacy z glicerolem
(warunki niedenaturage) i bezzwilocznie nanoszono ral poliakrylamidowy. Rozdziat
elektroforetyczny prowadzono w warunkach niedengdaych, w 1x stzonym buforze
TBM, przez 6-8h. Po zakozeniu elektroforezyzel wizualizowano #ywajac ekrandw
odwzorowugcych, j&li RNA znakowane byto radioizotopowo, lub bezpemnio skanowano
z wykorzystaniem skanera radioaktywoo i fluorescencji Fuji FLA-5100. Obrazelu
analizowano w programie MultiGauge 3.0 (Fuji), ckagc procentowy udzial monomeru
RNA i dupleksu RNA/ASO w zaimosci od stzenia ASO. Uzyskane dane pasity do

wyznaczenia statej wzania dupleksu.

2.19 Przygotowanie matryc do transkrypciji in vitro

Dwuniciowe DNA, stiace do otrzymywania RNA w reakcji transkrypcjn vitro,
przygotowano w reakcji PCR, w ktorej matgystanowity 99-nukleotydowe jednoniciowe
DNA, zsyntetyzowane w Zaktadzie Chemii i Biologiir&turalnej Kwasow Nukleinowych,
lub warianty plazmidu pEGFP zawiete¢ wklonowane, 98-nukleotydowe fragmenty genow
SOD1 i SNCA. Wykorzystano startery wprowadza] promotor dla polimerazy T7.
Standardowa mieszanina reakcyjna zawierata 10efazone DNA matrycowe (jedno- lub
dwuniciowe), 200 ng kalego ze starterow, 3 mM MggLImieszanin czterech dNTP
o skzeniu 0,2 mM kady, bufor z KCI dostarczony wraz z enzymem orazT®ld polimerazy.
SzczegoOlowe kombinacje matryc i starterow potrzehngio otrzymania poszczegolnych
czasteczek przedstawia paska tabela.
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Produkt PCR Matrvea w reakcii PCR Temperatura
(matryca do y - : Starter F Starter R | przytaczania
. (100x rozciaczona) .
transkrypcji) starterow
WT119 ssDNA DWWT (99nt) T/FWD DWR 56°C
DMG692 ssDNA G692 (99nt) T7FWDMt DWR
DMI717 SSDNA 1717 (99nt) T7FWD DWRMt 54°C
DWA4C Plazmid pDWA4C
: T7WAAC RevA4C 59°C
DMV4U Plazmid pDMV4U
Plazmid
DWAS3G/DWE46G DDWAB53G/DWE46G
DMT53A Plazmid pDMT53A Tr\Wa6 Rev46 S4°C
DMK46A Plazmid pDMK46A

Reakcja PCR przebiegata wedtug rpafjacego protokotu:

Predenaturacja 2 min 95°C

30 cykKili:
Denaturacja 1 min 95°C
Przyhczanie starterow 30s 54-59°C
Synteza 40s 72°C

Synteza kacowa 7 min 72°C

Otrzymane produkty PCR oczyszczano mettehol-chloroform i przekazywano do
sekwencjonowania, do Wydziatlowe] Pracowni Technikol®&yii Molekularnej UAM

w Poznaniu.

2.20 Transkrypcja in vitro

RNA diugasci 102 nukleotydy otrzymywano z wykorzystaniem goyoh zestawow
do transkrypcjiin vitro Ambion T7-MEGAshortscript™ i Epicentre T7-Ampligoe™. Jako
matryce stosowano dwuniciowe DNA otrzymane w reaRER. Mieszania reakcyjm
sktadano w temperaturze pokojowej, zawierata ona skZony bufor standardowo
dostarczony z enzymem, cztery rodzaje trojfosfonanakleozydéw (ANTP) w steniu 3,75
mM kazdy, inhibitor RNaz, guanozgnw stzeniu 6 mM w celu otrzymania RNA z waln
grupa hydroksylows na 5 kaicu, T7 polimerag oraz 2-3ug matrycowego DNA. Reakgj
prowadzono w olgfosci 20 ul, w temperaturze 37°C, przez 16h (pozostawianmow. Po
zakaczeniu reakcji, w celu uswmia matrycowego DNA, dodawano 2U DNazy |

i inkubowano 15 minut w temperaturze 37 °C. Trapslyr oczyszczano metaaklektroforezy
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w 8% denaturacym zelu poliakrylamidowym, wycinano zelu wizualizugac w swietle UV,
wymywano zzelu 0,3 M octanem sodu pH 5.0 iagtano. RNA przechowywano w -20°C

rozpuszczone w sterylnej wodzie.

2.21 Konstrukcja insertow

Inserty odpowiadage ok. 100-nukleotdowym sekwencjom analizowanychége
przygotowywano w reakcji PCR. W rownomolowej pragomieszano ze sabdwa 74-
nukleotydowe startery zachage na siebie 18-nukleotydowym fragmentem i prowadzo

ich wydtuzanie wedtug nagpujacego programu:

Predenaturacja 95°C 2 minuty

12 cykli:

Denaturacja 95°C 1 minuta
Przyhczanie starterow 53°C 40 sekund
Synteza 72C 2 minuty

Synteza kacowa 72°C 7 minut

Mieszanina reakcyjna (5d) zawierata 100 pmoli kadego ze starteréw, 3mM
MgCl,, mieszanin czterech dNTP o @teniu 0,2 mM kady, bufor z KCI dostarczony wraz
z enzymem oraz 5U Taq polimerazy. Produkt PCR bghtlolowany na 1%:zelu
agarozowym, a naginie oczyszczany w ekstrakcji fenol-chloroform. RBtata w ten sposob
130-nukleotydowa  csteczka  dwuniciowego DNA  byla  sprawdzana  przez
sekwencjonowanie, przeprowadzane w Wydzialowej d@&wvac Technik Biologii
Molekularnej UAM w Poznaniu. Prawidlowe gsteczki poddawano trawieniu

restrykcyjnemu, lub stanowity matrydo reakcji transkrypcjn vitro.

2.22 Klonowanie do plazmidu ekspresyjnego

2.22.1  Trawienie restrykcyjne

Pusty plazmid peEGFP (mg) oraz inserty przygotowane w reakcji PCR (g)
poddawano trawieniu endonukleazami restrykcyjnyrheNi BamHI, generacymi lepkie
konce. Zastosowanie wspomnianych enzyméw pozwolitoefeid insert maliwie najblizej
przed sekwengj markerowego biatka GFP, elimingj z plazmidu miejsce wielokrotnego
klonowania. Reakej prowadzono w obeckoi obydwu enzymow jednocgeie, w buforze
MULTI-CORE™ 1x stzonym, zaaczonym przez producenta, zapewmigm wysoly
aktywnas¢ obydwu enzymom. Bufor zawierat 25 mM Tris-gEHOOH pH 7.5, 100 mM octan
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potasu, 10 mM octan magnezu, 1 mM DTT. Reakgjowadzono w olkjosci 50 pl,
w temperaturze 37°C, przez 16h (pozostawiano ng. irodukty trawienia oczyszczano

metod, ekstrakcji fenol-chloroform i kontrolowano aalu agarozowym 1% i 2%.

2.22.2 Defosforylacja koncéw plazmidu po trawieniu
restrykcyjnym

W celu unikngcia autoligacji plazmidu, po trawieniu restrykcyinypoddawano go
defosforylacji z wykorzystaniem alkalicznej fosfageciekcej, usuwajcej grupy fosforanowe
z 5'- i 3'-konca DNA. 1-2ug plazmidu umieszczano w buforze do defosforylaghczonym
przez producenta enzymu, w obeaio 2U alkalicznej fosfatazy i inkubowano
w temperaturze 37°C przez 30-40 minut. Njasie zatrzymywano reakgjprzez inkubag

w 65°C przez 15 minut, i oczyszczano plazmid metdtrakciji fenol-chloroform.

2.22.3 Ligacja
Defosforylowany, trawiony restrykcyjnie plazmid mransert mieszano w trzech
stosunkach molowych 1:3, 1:10 i 1:15 (molowy nadmiigsertu). Reakej prowadzono
w objetosci 10 pl, w 1x stzonym buforze zaktzonym przez producenta, zawiamjm
40mM Tris-HCI pH 7.8, 10 mM MgGJ 10 mM DTT oraz 0,5 mM ATP, w obeciw T4
ligazy DNA (~500U), w temperaturze 22 °C, przez 1h.

2.23 Transformacja komorek kompetentnych metody szoku cieplnego

Porcg komérek kompetentnyck.coli DH5a (50 pl) rozmrazano w lodzie przez 10
minut. Do rozmraonych komérek dodano pl produktu ligacji (mieszanina poreakcyjna)
i inkubowano w lodzie przez 45 minut. Ngstie umieszczono komérki w bloku grzejnym
o temperaturze 42°C i inkubowano 2 minuty, po czy/mpowrotem przeniesiono do lodu na
5 minut. Po tym czasie, transformowanymi komorkaaszczepiano 2 ml ppwki LB bez
antybiotyku i inkubowano przez 1-1,5h w temperadu®7°C. Przygotowanw ten sposob
zaszczep&kwysiewano na szalki Petriego @yavka LB z kanamycy@o stzeniu 100ug/ml)

w ilosci 100pl i 300 ul, i hodowano przez noc w temperaturze 37°C.

2.24 Selekcja klonéw

Z porasnictej szalki losowo wybierano pojedyncze kolonie (ki ktore nakiuwano
tipsem i przenoszono do probowek 1,5 ml, zawaesagh 10 ul sterylnej wody. Tak
przygotowan zawiesir inkubowano przez 10 minut w temperaturze 95°C, gagm

przenoszono na lod. Zniszczone termicznie komoét&anawity matrye w reakcji PCR,
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z wykorzystaniem starterow specyficznych dla inse$klad mieszaniny reakcyjnej byt
nastpujacy: 200 ng kadego z dwdch starteréw, 3 mM Mg&Cmieszanina czterech dNTP
o skzeniu 0,2 mM kady, bufor z KCI dostarczony wraz z enzymem orazT®ld polimerazy.

Reakcja przebiegata w a@bpsci 25 ul z czego 5ul stanowita matryca w postaci ekstraktu

komorkowego. Produkty PCR kontrolowano na 1 &% agarozowym.

2.25 Amplifikacja prawidtowych klonow

Klony dapce, w wyniku reakcji PCR, wyfay prazek na wysokéci ok. 100 par
zasad, przesiewano do hodowli w skali mini. W tyaucodpowiedry kolonia zaszczepiano
2 ml pazywki LB z kanamycyn o stzeniu 50ug/ml i hodowano przez noc w temperaturze
37°C. Nastpnego dnia przeprowadzano izokapjazmidéw metodl lizy alkalicznej. W tym
celu pobierano 1,5 ml hodowli, odwirowywano przyksymalnych obrotach przez 5 minut,
supernatant odrzucano, a osad komorkowy zawiesmad®0 ul buforu do lizy ALM I,
krotko wytrasapc. Proby przenoszono na 16d, gdzie dodawano 200 swiezo
przygotowanego roztworu 1% SDS/0,2M NaOH o tempezat pokojowej, delikatnie
mieszano i inkubowano 5 minut. Ngshie dodawano 1501 7,5 M roztworu octanu amonu,
mieszano i inkubowano w lodzie przez 20 minut. thm czasie proby wirowano przy
maksymalnych obrotach, przez 15 minut, w tempezatpokojowej. Supernatant zbierano do
nowych probowek, zalewano 2 etgsciami zmra@onego 96% etanolu i gtano
w temperaturze pokojowej przez 20 minut. Npete proby wirowano przy maksymalnych
obrotach wiréwki przez 15 minut, supernatant odana; a osad suszono pod pria. Osad
rozpuszczano w 5@l wody zawierajcej 200 ug RNazy A, wytrasano w temperaturze
pokojowej przez 10 minut, zawirowywano, a rasie oczyszczano metpakstrakcji fenol-

chloroform.

2.26 Rozmrazanie komoérekHelLa

Pazywke hodowlam o zwkkszonej zawartwi FBS (30% v/v) ogrzano do
temperatury 37°C i umieszczono w plastikowe] betto hodowli adherentnych. Figlk
zawierajca zamraone komorkiHelLa wyjeto z par cieklego azotu umieszczono w tani
wodnej o temperaturze 37°C, do momentu catkowitegonrazenia. Nasipnie przeniesiono
rozmrazone komoérki do przygotowanej wazgej butelki hodowlanej zawiergiej paywke

i umieszczono w inkubatorze do hodowli.
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2.27 Hodowla linii komorkowej HelLa

Komorki hodowano w warunkach 95% wilgotteg w temperaturze 37°C
i w atmosferze 5% C w butelkach o powierzchni adhezji 75 Trw monowarstwie, do
momentu osigniccia konfluencji ok. 90%. Medium bazowym byto RPMI4D, wzbogacone
standardowo 10% ptodamsurowia bydleca, 1x stzonym roztworem witamin MEM, oraz
1x stzonym roztworem antybiotykéw (10 000 U/ml penicylidy@ mg/ml streptomycyny, 25
ug/ml amfoterycyny B).

2.28 Pasaowanie komorek

Pasa wykonywano gdy stopiekonfluencji komaorek (pokrycia powierzchni naczynia
w ktorym wzrastaty komorki) wynosit ponad 90%. Stgrazywke usungto za pomos
szklanej pipety podtzonej do pompki. Komorki przeptukano ogrzanym dmperatury
37°C, 1x stzonym roztworem PBS. Naginie monowarste zalano 1 ml 1x sftonego
roztworu trypsyny z EDTA i umieszczono w cieplam& ok. 2-3 minuty. Po tym czasie,
delikatnie pukajc dtonhg o bocznesciany butelki, odklejono komérki od podda i zalano
swieza, ogrzam do 37°C paywka zawierajca FBS, ktory inaktywowat dziatanie trypsyny.
Zasysajc kilkukrotnie roztwér komaérek do pipety i wypychajgo z niej nacianki butelki,
rozbijano agregaty komoérkowe, w celu uzyskania pe§wickszej liczby pojedynczych
komorek, ktére maj duzo wicksza szang na przyczepienie sido nowego podia, niz
pozlepiane skupiska komoérek. Ngstie, w zalenosci od wielkagci pasau, pobierano
odpowiedni objetos¢ komorkowej zawiesiny i przenoszona jdo swiezej pazywki.
Najczsciej wykonywano pase redukujce liczle komorek dziesiciokrotnie, zwykle co 2-3
dni.

2.29 Mrozenie komérekHeLa (Bankowanie)

Przygotowano bank komérdkela przechowywany w ciektym azocie. Komorki we
wczesnym paga (ok. 2-3 pasg, w dobrej kondycji, przy konfluencji ok. 90%, behkjawdw
zaka&enia, przeptukiwano roztworem 1x PBS, odklejanopodiaza przez trypsyniza¢j po
czym dodawandwiezej pazywki z FBS i wirowano przez 3 minuty zqatkoscia 1000 rpm.
Pazywke zbierano, a osad komorkowy rozpuszczano w 2 mliumeddo mraenia,

i porcjowano do krioprobowek po 1 ml. ¢g&nie komorek wynosito zwykle 2-3 min/ml.
Krioprobowki umieszczano w #ai izopropanolowej, ktér nastpnie przechowywano

w temperaturze -80°C przez 24-48h. Po tym czasmera@amne komorki przenoszono do
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dewaréw z ciektym azotem, gdzie przechowywano jgdyeninowo, do czasu ponownego

uzycia.

2.30 Posiew na ptytle wielodotkowa

Komorki gotowe do pasa (konfluencja >90%) przeptukiwano sterylnym rozteim
1x PBS i odklejano od powierzchni wzrostu przepsgpnizacg. Do odklejonych komérek
dodawano 5 ml medium hodowlanego z FBS (inaktywaijpsyny) i przez kilkukrotne
pipetowanie rozbijano agregaty komorkowe. Npsite zawiesia komérek przenoszono do
probowki typu Falcon i odwirowywano przy 1000 rpmegez 3 minuty. Poywke zbierano
a osad z komorek rozpuszczano w 5wikezej pazywki hodowlanej. Komérki zliczano przy
uzyciu automatycznego licznika komérek Biorad TC-B@ jednego dotka wysiewano 30
komorek HelLa, dodajc zawiesig komorek do 500ul umieszczonej wczaiej w dotku

pozywki hodowlanej. Plytk przenoszono do inkubatora, gdzie komérki wzragtatgz noc.

2.31 Kotransfekcja komorek HelLa plazmidem i oligonukleotydami
antysensowymi

Transfekcg przeprowadzano, gdy konfluencja komoérek w pojedynt dotku
wynosita nie mniej ri 85-90%.

W probdéwkach o pojemroi 1,5 ml przygotowywano mieszagimlo transfekcji: jig
plazmidu i 6-240 pmoli oligomeru antysensowego, petniano do 50ul medium OPTI-
MEM. Do 2 ul odczynnika do lipofekcji (Lipofectamine 2000) dawdano 48ul medium
OPTI-MEM i inkubowano 5 minut w temperaturze pokeg. Nas¢pnie hczono roztwor
lipofektaminy z przygotowana mieszamindo transfekcji, mieszano i1 pozostawiano
w temperaturze pokojowej na 20 minut (tworzenieahidV midzyczasie przygotowywano
komorki: z kadego dotka zbierano starpozywke, komorki przeptukiwano sterylnym
roztworem 1x PBS, po czym k@dy dotek z komodrkami zalewano 500 medium do
transfekcji o temperaturze 37°C. Po z@kaeniu inkubacji mieszangriransfekcyjma (100pul)
zwirowywano i podawano na dotek. Phgtkumieszczano w inkubatorze do hodowli.
Transfekog prowadzono przez 24h. Po tym czasie usuwano mettamsfekcyjne, komorki
przeptukiwano sterylnym roztworem 1x PBS, i w #gnroztworze ogldano pod
mikroskopem fluorescencyjnym, w celu wstej oceny wydajniei transfekcji. Nasfpnie

usuwano roztwoér PBS, a komorki zalewano pb@izolu i zamraano w -20°C.
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2.32 lzolacja catkowitego RNA z komérekHelLa

Catkowite RNA z komorek Hela izolowano meso€€homczyskiego i Sacchi.
Zawartg¢ plytki wielodotkowej (500 pl roztworu komorek w trizolu) rozmgano
w temperaturze pokojowej przez 10 minut. Npste roztwoér przenoszono z dotkéw do
probowek o pojemrigi 1,5ml. Do kadej probéwki dodawano 20Ql mieszaniny
chloroform/alkohol izoamylowy 24:1, mieszano 3-4zyainkubowano w temperaturze
pokojowej przez 15 minut, po czym wirowano przy @@%pm, w temperaturze 4°C, przez 15
minut. Zbierano fagwodm i umieszczanoajw nowej probéwce, a naginie dodawano 250
ul izopropanolu i siicano w temperaturze pokojowej przez 10 minut. Prdlsgwano przez
10 minut w temperaturze 4°C przy 13500 rpm, sugantaodrzucano, a osad przemywano
500 ul 75% etanolu. Ponownie wirowano proby przez 5 mjinu temperaturze 4°C, przy
13500 rpm, supernatant odrzucano, a osad suszotemmperaturze 37°C przez 20 minut.
Nastpnie rozpuszczano osad w g0wody DEPC, mieszano i zaniano w temperaturze
-20°C. Stzenie mierzono po rozmzeniu nasipnego dnia.

W celu usunjcia ewentualnego DNA z izolatobw RNA, 500 ng izolapoddawano
trawieniu DNaz | (Ambion). Reakgj przeprowadzano w buforze gokonym do enzymu
przez producenta, w agipsci 10 ul, przez 30 minut, w temperaturze 37°C. Po tym iezas
reakcg zatrzymywano dodag 1 ul 25mM EDTA i inkubupc mieszanin w 65°C przez 10

minut. Jaké¢ RNA sprawdzano na 1,5%&lu agarozowym.

2.33 Odwrotna transkrypcja

Catkowite RNA przepisywano na cDNA z wykorzystanigotowego zestawu do
odwrotnej transkrypcji iScript firmy Bio-rad. Mieszanina reakcyjna, w qtgsci 10 pl,
zawierata 1x stzony bufor, oligo(dT) oraz losowe heksamery jakortsetg, odwrota
transkryptaz iScript z aktywnécia RNazy H, oraz 40-80 ng catkowitego RNA
komérkowego. Reakejprowadzono w termocyklerze wedtug psrego protokotu:

Inkubacja 25°C 5 minut
Synteza 42°C 30 minut
Denaturacja 85°C 5 minut

Reakcg przechowywano w temperaturze -20°C. Stanowitaroaaryc; do ilosciowego PCR.
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2.34 PCR ilosciowy (Real-Time PCR, qPCR)

Metodk wykorzystywano do iléciowej analizy poziomu ekspresji ok. 100-
nukleotydowego fragmentu DNA, wprowadzonego w plazie pEGFP, odpowiadgjego
sekwencji jednego z trzech analizowanych gendéw: AZPD1 i SNCA, wobec wybranych
oligonukleotydéw antysensowych. Jake ekspresja insertow byla spipna z ekspres;
GFP, w reakcji gPCR badano ekspgeSfFP, wzgtdem genu referencyjnego, ktérym ba
aktyna. Do reakcji wykorzystywano gotowe mieszanimgg™ Sybr Green / iQ™ Sybr
Green firmy Bio-rad, zawierage Sybr® Green | jako czynnik urdoviajacy zliczanie
amplifikowanego DNA. Poprzez s#ni specyficza interkalacg dwuniciowego DNA,
w miare przyrostu czsteczek DNA w roztworze wzrasta jego fluorescendggki czemu
maozna okréli¢ wyjsciowa ilos¢ DNA w prébie. Gotowe mieszaniny zawieraty 2akTaq/iQ
DNA polimeraz, tréjfosforany nukleozydéw i chlorek magnezu, &zea stabilizatory
poprawiajce wydajnéé reakcji i inne barwniki fluorescencyjne peloé funkcje
referencyjne.

Dla kazdej proby, analizowanej w trzech powtdrzeniach gatgwywano 2 osobne
reakcje: dla genu badanego i dla genu referencgijn®pjedyncz reakcg prowadzono
w objetosci 10 ul, w obecnégci starteréw o steniu 400 nM kady; jako matrye stosowano
1/10 obgtosci reakcji odwrotnej transkrypcji (). Po zi@eniu, reakcje zwirowywano

I umieszczano w termocyklerze zaprogramowanym vetgpajacego protokotu:

Predenaturacja 95°C 5 minut
40 cykli:
Denaturacja 95°C 10 sekund
Przyhczanie starterow
I wydtuzanie 60°C 45 sekund
Pomiar krzywych topnienia 60-95°C 0,5°C/min

Wyniki reakcji opracowywano w programie CFX Manade0, dohczonym przez
producenta termocyklera, fignBio-rad. Stosowano dwie metody obliézeoziomu ekspresji
badanych gendw, metedezpdredna wykorzystupca krzywa standardow, oraz metoe
posredni, obliczapca wzgledny poziom ekspresji. Generowane obydwoma metodamiki

poréwnywano, gredniano i analizowano statystycznie na poziont@nssci a=0,05.
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2.35 Analiza statystyczna wynikéw

Poréwnywanaosrednie wydajnéci trawienia rybonukleazH oraz sredni ekspresj
GFP dla czsteczki dzikiej i mutanta RNA, przeprowadgajjednoczynnikow analiz
wariancji (ANOVA) oraz test Tukeya na poziomie tsigci o=0,05. Testowanie
wykonywano w programie OriginLab8.0.
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Tabela 38.Zestawienie kompletnych parametréw termodynamicaiBA 4 (SOD1 A4V) w dupleksach z poszczegoIinyngahukleotydami antysensowymi.

Zalezno$é Ty od log C ¢ Struktura Wyniki trawie n RNaza
Dupleksy (Srednie dopasowanie krzywych topnienia) Hin vitro
Sekwencja 0 0 0 a Para Dlugo $¢ ASO / | Wydajno $¢ hydrolizy
_ - _ T 0 b
Nazwa 5-3' RNA (kca?/:ml) AS (kcgl(/;msg)l) o (k?g?mzl) ?Jg') nukleotydowa dodatkowe (%)
3-5' ASO (ew) (S w miejscu SNP | niesparowania (po 207)
ac CGAAGGCCGUGUG 76.4+1.1 199.7 £3.2 14.47+0.10 | 73.0
aKW GCUTCCGGCACAC (64.5+7.4) | (164.6+21.8) | (13.43+0.64) | (74.2) 577 S rc-dG 13f- 94638
4u CGAAGGUCGUGUG 93.3+1.9 257.5+5.7 13.46+0.12 | 61.9
akw GCUTCCGGCACAC (53.9+6.3) | (138.22+19.5) | (11.03+0.37) | (65.3) 6.78 -16.8 ru-dG 13)- 793170
4c CGAAGGCCGUGUG 111.5+3.7 | 302.8+10.9 | 17.62+034 | 712
akM GCUTCCAGCACAC (112.7+7.8) | (306.1+229) | (17.74+0.74) | (71.3) | 2% 7S rC-dA 13f- 9%6.3+3.3
4u CGAAGGUCGUGUG 115.6 +1.4 307.6 £3.9 20244015 | 787
aKM GCUTCCAGCACAC (114.3+4.2) | (303.8+12.2) | (20.11+0.45) | (78.8) 0.00 0.0 rU-dA 13)- 93.9x7.4
ac CGAAGGCCGUGUG 58.3+1.5 147.9+43 12.41+012 | 71.8 783 69 oGt 2. )
lal UCCGGCA (58.1+39) | (147.6+117) | (12.36£0.31) | (71.6) : :
au CGAAGGUCGUGUG 62.0+43 167.2+13.2 | 10.12+0.19 | 56.1 L
lal UCCGGCA (56.5+4.0) | (150.1+12.6) | (9.94+0.19) | (56.9) 10.12 -22:6 -G - i
ac CGAAGGCCGUGUG 86.2 £ 6.0 223.0+17.2 | 17.04+0.65 | 80.1 320 14 o.ch 10/- )
la2 CUUCCGGCAC (80.0+4.9) | (205.0+14.0) | (16.38+0.56) | (80.6) : :
au CGAAGGUCGUGUG 105.8 + 1.0 287.7+3.1 16.56+0.09 | 69.5 368 o2 U G- 10/- )
la2 CUUCCGGCAC (80.4+19) | (212.7+55) | (14.39£0.26) | (70.6)
4c CGAAGGCCGUGUG 116.3+3.8 | 3086+10.7 | 20.60+042 | 79.7
AWBBIG GCUTCCCGCACAC (118.7 £20.9) | (315.6+59.6) | (2083+2.38) | (79.5) | ~08 [ rc- 13)- 98.9£03
4au CGAAGGUCGUGUG 149.1+4.1 | 4108+12.0 | 21.66+039 | 72.0
AWBBIG GCUTCCCGCACAC (136.0+3.2) | (372.6+95) | (2041+030) | (72.3) & 990 0.0 ru- 13)- 9r.4+18
4c CGAAGGCCGUGUG 111.0+1.2 303.6+35 | 16.82+0.10 | 68.7
aMBBIG GCUTCCAGCACAC (1349+4.1) | (3743+122) | (1884+033) | (68.1) | +%* 7.4 rC-dA 13/ 1Ce- 98.1+19
4au CGAAGGUCGUGUG 136.2+2.6 369.0£7.6 | 21.76+0.28 | 76.1
aMBBIG GCUTCCAGCACAC (134.8 +16.0) | (365.0+462) | (21.60+1.66) | (76.0) | °°° 0.0 rU-dA 13/ 1Ce- 89.8+1L7
ac CGAAGGCCGUGUG 88.3+2.1 235.8+6.2 15.14 +0.18 70.5 13/ rGg-dG
al3 GCUTCCGGGCCAC (1055+3.9) | (2868+11.9) | (16.59+0.24) | (69.7) | 243 10.5 rC-dG tUyo-C 82.1£105
au CGAAGGUCGUGUG 89.6 +2.3 247.8+6.9 12.71+0.13 60.0 13/ rGg-dG
al3 GCUTCCGGGCCAC (101.9£5.6) | (285.2+16.9) | (13.45+0.41) | (59.6) 0.00 0.0 ru-dG rU;o-C arTEs.2
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4ac CGAAGGCCGUGUG 82.2+28 222.4+83 13.21+0.18 | 64.4

al4 GCUTCCAGGACAC (101.5+22) | (280.6+65) | (1446+027) | (63.3) & 43 45 rC-dA 13/ 1Gy-dG 84.0£19.4

4au CGAAGGUCGUGUG 108.5+2.2 296.3+6.6 16.64+0.18 | 68.9

al4 GCUTCCAGGACAC (122.2+23.4) | (336.6+69.7) | (17.85+1.79) | (68.7) 0.00 0.0 rU-dA 13/1Ge-dG 21578

4c CGAAGGCCGUGUG 78.1+2.4 211472 1253+0.15 | 62.8 13/ 1G¢-dG

al6 GCUTCCAGGTCAC (95.8+5.3) | (265.2+16.7) | (13.58 +0.24) | (61.6) 1.48 10 rC-dA rUso-dT 88.0£54

4u CGAAGGUCGUGUG 94.0+2.1 257.9+6.2 14.01+0.14 | 63.8 13/ 1Gy-dG

alé GCUTCCAGGTCAC (100.5+1.6) | (277.4+50) | (14.44+0.12) | (63.5) 0.00 0.0 ru-dA rUso-dT 40.1+13.3
Kolorem czerwonym oznaczono pax miejscu SNP, kolorem niebieskim — niekanonicpagy w obebie dupleksu, podkéienie- LNA, kursywa — 2’-O-metyld-
RNA, kolor pomaraczowy — 8-bromo-deoksyguanozyna;gpabiory czcionky oznaczono parametry termodynamiczne uzyskane ezrmati odwrotngci
temperatury topnienia i logarytmwsenia dupleksu poréwnywane w ramach analizy wynikw;temperatura topnienia dupleksu wzehiu 10'M
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Tabela 39.Zestawienie kompletnych parametréw termodynamicaiiA 46 (SNCA E46K) w dupleksach z poszczegolnghgionukleotydami antysensowymi.

Zalezno$é Ty ™ od log C 1 Wyniki trawie n RNaza
Dupleksy (Srednie dopasowanie krzywych topnienia) Struktura Hin vitro
Sekwencja 0 AQO 0 a 0 b Para Dlugo ¢ ASO / | Wydajno $¢ hydrolizy
Nazwa 5-3' RNA (kc;ﬁ/kngol) AS (kégﬁmzl) -I;M (k?eﬁ?mzl) ?Jg‘) nukleotydowa w dodatkowe (%)
3-5'ASO (eu) () miejscu SNP niesparowania (po 20')
46G ACCAAGGAGGGAG 145.8 +8.9 384.0+£25.0 | 26.69+1.14 | 86.8
Kkw UGGTTCCTCCCUC (147.6 +20.3) | (388.8+56.9) | (26.95+2.61) | (86.8) w274 55 rG-dC 13)- 88.1+48
46A ACCAAGAAGGGAG 110.7 +1.8 299.8 +5.2 17.71+0.16 | 71.8
KkwW UGGTTCCTCCCUC (108.9 £ 2.9) (294.6 +8.6) | (17.56 +0.26) | (71.9) 6.24 95 rA-dC 13/- 61275
46G ACCAAGGAGGGAG 118.4 +4.5 315.2+12.8 | 20.59+0.50 | 78.8
kkM UGGTTCTTCCCUC (119.7 + 4.8) (319.2+13.8) | (20.76 £ 0.56) | (78.8) 3.36 25 rG-dT 13/- 86.3+4.8
46A ACCAAGAAGGGAG 139.3 +3.7 371.9+10.4 | 23.95+0.43 | 813
Kk UGGTTCTTCCCUC (117.2+86) | (309.0+24.7) | (21.37+0.89) | (82.0) 0.00 0.0 rA-dT 13/- 771.8+14.6
46G ACCAAGGAGGGAG 58.5+1.3 150.3 +3.9 11.83+0.10 | 67.9 L
k2 uuccucc (71.7 £9.9) (189.5+29.0) | (12.91+0.88) | (67.3) 12.12 134 rG-C 7 .
46A ACCAAGAAGGGAG 15.7 0.5 256+1.7 7.76 £0.02 63.4 L
k2 uuccucc (16.7 + 6.0) (28.2+19.0) | (7.94+0.23) | (65.6) 16.19 179 rA-C 7I- )
46G ACCAAGGAGGGAG 112.4+4.9 2947 +13.9 | 20.98+058 | 82.8 207 15 G-C 10/- B
k1 GGuuccucce (109.8+27.5) | (286.9+78.1) | (20.78 +3.3) | (83.3) : :
46A ACCAAGAAGGGAG 88.1+2.4 240.6 +7.3 13.45+0.17 | 635 L
k1 GGuuUccucce (82.4+4.2) (223.5+12.6) | (13.08 £0.28) | (63.8) 10.50 178 rA-C 10/- .
46G ACCAAGGAGGGAG 80.1+2.6 218.4+7.9 12.41+0.16 | 615 rGe-dG
k1 UGGTTCCTGGCUC (77.0 £ 6.0) (208.7 £18.1) | (12.26 £0.39) | (61.9) 413 -16.3 rG-dC rGio-dG 78.8+206
46A ACCAAGAAGGGAG 67.9+1.8 192.3+5.6 8.28+0.03 45.2 rGe-dG
k1 UGGTTCCTGGCUC (53.0£9.1) (144.7+29.2) | (8.14+0.21) | (46.7) 0.00 0.0 rA-dC rGao-dG 26.2£205
46G ACCAAGGAGGGAG 73.0+2.2 201.6 +6.7 10.46 +0.08 | 54.6 rGe-dG
k2 UGGTTCTTGGCUC (85.3 £8.5) (239.7 +26.8) | (10.94 £0.28) | (53.9) 1.65 1.9 rG-dT rGao-dG 31.3£239
46A ACCAAGAAGGGAG 94.2+27 264.7 +8.4 12.11+0.13 | 56.5 rGe-dG
k2 UGGTTCTTGGCUC (93.8 +4.4) (263.3+13.6) | (12.11£0.21) | (56.6) 0.00 0.0 rA-dT rGao-dG 81.7+4.9
46G ACCAAGGAGGGAG 65.5 +0.8 168.1+2.3 13.39+0.07 | 733 rAs-dA
k3 UGGAACCTCCCUC (81.3+14.7) (214.3+43.3) | (14.81 £1.30) | (72.2) 4.28 226 rG-dC rAs-dA 84.1+103
46A ACCAAGAAGGGAG 61.0+1.4 167.4+4.3 9.11 +0.04 50.7 rAs-dA
k3 UGGAACCTCCCUC (52.8 +7.1) (141.9+21.9) | (8.82+0.30) | (51.0) 0.00 0.0 rA-dC rAs-dA 59.1£7.2
Kolorem czerwonym oznaczono pax miejscu SNP, kolorem niebieskim — niekanonicpagy w obebie dupleksu, podkgéeenie- LNA, kursywa — 2’-O-metyld-
RNA; pogrubion czcionky oznaczono parametry termodynamiczne uayskz zalenosci odwrotngci temperatury topnienia i logarytmugstnia dupleks
poréwnywane w ramach analizy wynikoW:= temperatura topnienia dupleksu wzeniu 10°M
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Tabela 40.Zestawienie kompletnych parametréw termodynamicarBA 53 (SNCA A53T) w dupleksach z poszczegdlnghigonukleotydami antysensowymi.

Zalezno$é Ty ™ od log C 1

Wyniki trawie n

Dupleksy (Srednie dopasowanie krzywych topnienia) Struktura RNaza H in vitro
Nazwa S::!(\?I,Y eRn’\j: ia (kcét?/knfol) _(25)0 (k«_:gl(fr;igl) 2;”2:; (k?ﬁ?r:i; I) ?;Ié")b nukl_epiijr gwa w D*(ljJ (g)g;kéoevié / h\;/\(lj):gﬁjzr;/o(os/o(;
3-5 ASO miejscu SNP niesparowania (po 20"
o CCACACCOTIGUS | (996:42) | (6101120) | (s41:ode | (oo 062 | 82 | rec 13k 97.1220
o CORGACCOTIGUS | (1027:92) | (sL5a2rm) | (8351067 | (@62 | 363 | T8 | AdC 13 %806
v AAIGIIGIE | (1083476 | (9222218 | (763079 | a4y | AT0 | 09 e 13k %921
et OASACTOTIGUS | (172169) | (1661202 | (1899:0e4 | (a9 | 00 | 00 | raAdT 13k 91203
e compgeeyre | gz | amosae | mmiom @t i | ae oo | w -
i o eaccony (337%'78;116.29) (18?22 . 3'692) (gég . g:gg) (gig) 1277 | 396 rA-rCt - ;
e CONACIOUIGD | (@b2sds) | (3231152 | (slssodp | (s | 28T | 13| reaC 10 :
" e AL MUS, B2 & e e we | w
T CCACACTGMGUS | (921283) | (0031257 | (L3409 | (4 | 144 | 20 | redT S| %84
" CoaATCSle | @24a7) | (doirn | (rezios | @roy | 000 00 | war | DR seexis
oo | gty | golks | BEmE | @1 aw |ma] e | S0 | e
s CoAcACCoMGUE | mpis7a | zmabezie | atesozo | d9a | 000 | 00 | aan | G98e50

Kolorem czerwonym oznaczono pav miejscu SNP, kolorem niebieskim — niekanonicpagy w obegbie dupleksu, podkékenie- LNA, kursywa — 2’-O

metyloRNA; pogrubion czcionky oznaczono parametry termodynamiczne uzyskane eznmati odwrotn@ci temperatury topnienia i logarytmuegeni
dupleksu poréwnywane w ramach analizy wynikdw; temperatura topnienia dupleksu wzehiu 10'M
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Tabela 41.Zestawienie kompletnych parametréw termodynamickrigNA 692 (APP A692G) w dupleksach z poszczegolmligonukleotydami antysensowymi.

Zalezno$é Ty™ od log C 1

Wyniki trawie n

Dupleksy (Srednie dopasowanie krzywych topnienia) Struktura RNaza H in vitro
Sekwencja 0 AGO 0 T2 0 b Para Dilugo $¢€ ASO / Wydajno $¢
Nazwa 5-3' RNA kc(ﬁ/};ol AS k(_:glcl-:‘ms(;l o k?zg?mgl A(;ré" nukleotydowa w dodatkowe hydrolizy (%)
3-5 ASO ( ) (eu) ( ) (0 ( ) <) miejscu SNP niesparowania (po 207)
692C UUUGCAGAAGAUG 1156 +5.1 | 3159+24.1 | 16.35+0.39 | 658
bKW AAACGTCTTCUAC (114.2 £8.1) | (319.9+15.2) | (16.25+0.64) | (65.8) 1.57 14 rC-dG 13)- 97.0£38
692G UUUGGAGAAGAUG 111.4+2.8 3189+85 | 1243+012 | 54.4
bKW AAACGTCTTCUAC (103.6 +45) | (2951 +13.9) | (12.12+0.21) | (54.7) 5.49 128 rG-dG 13)- 96.1+19
692C UUUGCAGAAGAUG 90.8 +3.2 261.0+10.1 | 9.81+0.08 48.6
bKM AAACCTCTTCUAC (91.6 £3.0) | (263.7+9.5) | (9.84+0.10) | (48.6) 811 -18.6 rc-dc 13/~ 97.9+0.4
692G UUUGGAGAAGAUG 1283+75 | 3559+222 | 17.92+059 | 67.2
bKM AAACCTCTTCUAC (128.5+8.4) | (356.3+24.9) | (17.98+0.67) | (67.3) 0.00 0.0 rG-dC 13)- 94.0£5.7
692C UUUGCAGAAGAUG 55.9+2.8 150.1 +8.9 9.29+0.1 53.1 L
Ib1 AACGUCU (67.0+7.2) | (184.6+21.9) | (9.71+0.39) | (52.5) 8.63 141 rc-G - :
692G UUUGGAGAAGAUG 40.4+2.7 115.4+9.1 4.60 £0.18 22.8 L
Ibl AACGUCU (41.6 £4.3) | (119.2+15.0) | (4.58+0.36) | (23.1) 1332 -44.4 1G-G - )
692C UUUGCAGAAGAUG 69.1+1.0 182.1+3.0 | 12.60+0.07 | 66.9 530 03 C-Gh 10/- i
b2 AAACGUCUUC (79.8+25) | (2141%7.4) | (13.37+0.21) | (66.1) : :
692G UUUGGAGAAGAUG 71.4+1.7 202.5+5.4 8.64 +0.03 46.4 L
Ib2 AAACGUCUUC (70.7+1.0) | (2000+3.0) | (8.62+0.06) | (46.4) 9.28 208 1G-G 10/- -
692C UUUGCAGAAGAUG 585+2.8 172.7+95 492 +0.14 28.7 13/ rAs-dA
b8 AAACCTCTAGUAC (58.1+58) | (171.2+19.2) | (4.95+0.23) | (28.8) 339 4.7 rC-dc 1G1o-dG 1119
692G UUUGGAGAAGAUG 87.9+1.6 256.5+5.2 8.31+0.01 43.4 13/ rAs-dA
b8 AAACCTCTAGUAC (84.0+3.3) | (244.2+10.7) | (8.29+0.07) | (43.6) 0.00 0.0 rG-dc rG1-dG 88.1:86
692C UUUGCAGAAGAUG 65.1+3.1 193.7+105 | 5.05+0.13 30.1 13/ rAs-dA
b12 AAACCAGTTCUAC (60.9+3.9) | (179.6+12.8) | (5.21+0.12) | (30.4) 3.74 151 rC-dc 1G-dG 44162
692G UUUGGAGAAGAUG 87.2+22 252.8£6.9 8.79 £0.03 45.2 13/ rAs-dA
b12 AAACCAGTTCUAC (85.1+39) | (2461+123) | (8.79:007) | (45.4) | % 0.0 re-ac 1G-dG 90.1x4.6
15 692C UCUUUGCAGAAGAUG 485+1.8 127.9+5.6 8.84 £ 0.04 52.5 030 38 rC-dC 15/ rAy-dA 5.4
bg” AGAAACCTCTAGUAC (43.7+7.4) | (112.6+235) | (8.72+0.24) | (53.4) : : rG12-dG :
15 692G UCUUUGGAGAAGAUG 71.7+1.0 201.7 £3.3 9.14 £0.02 48.7 0.00 0.0 1G-dC 15/ rAy-dA 941
bg” AGAAACCTCTAGUAC (79.5+11.6) | (226.1+36.8) | (9.32+0.18) | (48.3) ' ' rG1-dG :
15 692C UCUUUGCAGAAGAUG 32.3+1.0 80.5+3.3 7.32+0.02 44.8 026 25 rC-dC 15/ rAg-dA 10.2
b12” AGAAACCAGTTCUAC (31.1+11.2) | (76.3+36.0) | (7.39+0.19) | (45.9) : : rGe-dG :
15 692G UCUUUGGAGAAGAUG 62.4+23 176.6+7.4 7.58 £0.03 42.3 0.00 0.0 1G-dC 15/ rAg-dA 321
b12” AGAAACCAGTTCUAC (61.9+4.9) | (175.0+£16.0) | (7.58+0.12) | (42.4) ' ' rGe-dG :
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17 692C UCUUUGCAGAAGAUGUG 51.2+2.2 1354 +6.8 9.15 +0.06 53.7 ) ) 15/ rAy-dA
be” AGAAACCTCTAGUAC (48.9£147) | (127.8+459) | (9.21+0.55) | (55.0) 0.54 41 rC-dc 1G1-dG 4943
17 692G UCUUUGGAGAAGAUGUG 81.1+3.6 230.4+11.2 | 9.69+0.10 | 49.6 ) 15/ rAy-dA
be” AGAAACCTCTAGUAC (86.4 £13.0) | (246.6 +40.7) | (9.87+0.33) | (49.5) 0.00 0.0 rG-dC 1G1-dG %6.4x12
17 692C UCUUUGCAGAAGAUGUG 39.1+26 101.4+8.3 7.62+0.08 | 459 15/ rAg-dA
b12” AGAAACCAGTTCUAC (37.0£17.6) | (94.7+57.4) | (7.67+0.45) | (46.9) 0.45 2.0 rC-dc 1Ge-dG 28+3.9
17 692G UCUUUGGAGAAGAUGUG 711+18 203.2+5.8 8.07+0.02 | 43.9 15/ rAg-dA
b12” AGAAACCAGTTCUAC (72.4+8.4) | (207.6+27.0) | (8.05+0.11) | (43.6) 0.00 0.0 rG-dC 1Ge-dG 45.4+113
17 692C UCUUUGCAGAAGAUGUG | 109.1+2.9 317.7+9.1 | 1052+0.07 | 488 i ) 17/ rAy-dA
bs’ AGAAACCTCTAGUACAC (93.8+6.1) | (269.5+19.5) | (10.17 +0.14) | (49.5) 1.48 1.7 rC-dc 1G12-dG 93.6+13
17 692G UCUUUGGAGAAGAUGUG | 1456 +3.0 4112+89 | 18.00+0.21 | 635 ) 17/ rAy-dA
bs’ AGAAACCTCTAGUACAC | (125.8 +46.8) | (352.5 +140.7) | (16.5+3.19) | (63.7) 0.00 0.0 rG-dC 1G1-dG 91.8+1.0
17 692C UCUUUGCAGAAGAUGUG 85.2+2.9 241.0+9.2 | 1042+0.09 | 51.9 17/ rAg-dA
b12' AGAAACCAGTTCUACAC (73.6+2.2) | (204.7+7.1) | (10.07+0.11) | (52.7) 2.23 119 rC-dc 1Ge-dG 93.3+16
17 692G UCUUUGGAGAAGAUGUG 77.0+2.7 207.6+8.2 | 12.65+0.18 | 63.8 17/ rAg-dA
b12' AGAAACCAGTTCUACAC | (86.3+10.1) | (235.3+30.4) | (13.28+0.68) | (63.3) 0.00 0.0 rG-dC 1Ge-dG 95.9+04
692C UUUGCAGAAGAUG 107.6 +2.8 3005+8.6 | 14.37+0.18 | 614
bWBIG AAACGTCTTCUAC (109.2+6.2) | (305.4+18.8) | (14.45+0.41) | (61.2) 0.00 0.0 rc- 13)- 97.9x2.3
692G UUUGGAGAAGAUG 108.4+1.2 308.3+3.7 | 12.79+0.06 | 56.0
bWBIG AAACGTCTTCUAC (102.1 +18.3) | (288.8+56.3) | (12.49+0.88) | (56.2) 1.58 54 G- 13 96524
692C UUUGCAGAAGAUG 59.0+1.0 173.1+35 536+0.04 | 31.0 y
bUN1 AAACCTCTTCUAC (64.5+42) | (191.3+13.8) | (5.18+0.13) | (30.6) 4.49 178 rc-dc 13/ 1GwC 0
692G UUUGGAGAAGAUG 90.3+2.2 259.2 +6.9 9.85+0.05 | 48.8 y
bUN1 AAACCTCTTCUAC (91.6 £4.1) | (263.3+12.6) | (9.89+0.15) | (48.8) 0.00 0.0 rG-dc 13/ 1GwC 9%5.9x1.2
692C UUUGCAGAAGAUG 68.7+1.5 206.9 +5.0 4.51+0.07 28.1 3.49 153 oode 13/ rAg— TV 0
bUN2 AAACCTCTTCUAC (66.5+4.5) | (199.6+15.2) | (4.60+0.20) | (28.3) : : rGyo—C"
692G UUUGGAGAAGAUG 725+3.1 208.1+9.9 8.00+0.04 | 434 13/ rAg— TV
bUN2 AAACCTCTTCUAC (70.8+3.0) | (202.5+9.6) | (7.98+0.07) | (43.5) 0.00 0.0 rG-dc rGyo—C" 931201
692C B GUUCUUUGCAGAA 51.6 +1.0 139.8+3.3 8.19+001 | 47.3
b13 CAAGAAACCACUU (51.0+20.3) | (137.9+64.7) | (818+0.39) | (47.4) & 005 22 rc-dc 13/rAso ~dA 0
692G B GUUCUUUGGAGAA 62.9+1.9 176.7 £ 6.0 8.14+0.02 | 451
b13 CAAGAAACCACUU (58.5+9.1) | (162.0+29.3) | (8.20+0.09) | (46.1) 0.00 0.0 rG-dc 13/tAw0 —dA 92.0£1.0
692C B GUUCUUUGCAGAA 47.0+1.4 125.8 + 4.4 8.01+0.02 | 47.1
b14 CAAGAAAGCTCUU (52.2+10.5) | (142.0+33.2) | (811+0.24) | @67) & 04 3.0 rc-dc 13/rGs —dG 0
692G B GUUCUUUGGAGAA 47.7+1.3 129.3+4.2 7.60+0.02 | 44.1
b14 CAAGAAAGCTCUU (59.9+9.38) | (168.4+309) | (7.70+021) | (43.2) 0.00 0.0 rG-dc 131G ~dG 79545
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15/ 5-rGrU
17 692C B GUGUUCUUUGCAGAAGA 46.4+2.2 119.1+£6.8 9.50 £ 0.08 58.2 2.47 19.3 rc-dc rAip- 0
bals CAAGAAACC ---UCU | (57.0+12.4) | (151.7 +37.4) | (10.00+0.81) | (57.1) : ' 1Gis- ___
A -
15/ 5-1GrU
17 692G B GUGUUCUUUGGAGAAGA | 845+3.8 | 249.7+122 | 7.03+0.04 | 389 A-_
bal5 CAAGAMACC---UCU | (36.6+115) | (94.3+375) | (7.34+041)  (440) | % 0.0 rG-dc (Gra- 81306
A -
16/ 5-1G
17 692C B GUGUUCUUUGCAGAAGA 58.7+2.2 156.7 £6.9 10.08 +0.09 57.0 1.95 10.4 rc-dc rAip- 0
bal6 ACAAGAAACC ---UCU | (59.2+10.1) | (157.9+31.2) | (10.19+0.47) | (57.5) : ' 1Gis- ___
A -
16/ 5-1G
17 692G B GUGUUCUUUGGAGAAGA 53111 1449 +34 8.13+£0.01 46.6 rAip-
bal6 ACAAGAAACC ---UCU | (43.9+11.6) | (1153+37.1) | (8.17+0.17) | (49.0) 0.00 0.0 rG-dC G- 78.0£5.0
A -
17/
17 692C B GUGUUCUUUGGAGAAGA 67.0+1.5 183.4+£4.8 10.13 £+ 0.06 54.6 1.56 9.4 rc-dc rAi- 0
ba17 CACAAGAAACC ---UCU | (64.3+12.9) | (175.0+39.8) | (10.02+0.52) | (54.8) ' : rGis- ___
A -
177
17 692G B GUGUUCUUUGGAGAAGA 79.7£1.7 229.2+55 8.57 £0.02 45.2 rAi-
ba17 CACAAGAAACC---UCU | (71.6+18.5) | (203.1+58.9) | (857+0.22) | (46.1) 0.00 0.0 rG-dC (G- 89.1£27
A -
Kolorem czerwonym oznaczono pav miejscu SNP, kolorem niebieskinmiekanoniczne pary w offtsie dupleksuzoétte podwietlenie oznacza nukleotydy ty,
UNA, podkrelenie- LNA, kursywa — 2'-O-metylo-RNA, kolor pomadieowy — 8-bromo-deoksyguanozynpogrubiom czcionky oznaczono paramet]
termodynamiczne uzyskane z zaleici odwrotngci temperatury topnienia i logarytmuegstnia dupleksu, porownywane w ramaahalizy wynikow
?_ temperatura topnienia dupleksu wzehiu 10'M
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Tabela 42.Zestawienie kompletnych parametréw termodynamicaiiA 693 (APP E693G) w dupleksach z poszczegdlmtimonukleotydami antysensowymi.

Zalezno$é Ty ™ od log C 1 Wyniki trawie i
Dupleksy (Srednie dopasowanie krzywych topnienia) Struktura RNaza H in vitro
Sekwencja 0 AQD 0 a 0 b Para Dlugo $¢ ASO / Wydajno $¢
Nazwa 5-3' RNA -aH AS “AG s -I;M AAG AT nukleotydowa dodatkowe hydrolizy (%)
(kcal/mol) (kcal/mol) (§(®) (kcal/mol) Q) L . .
35 ASO (eu) w miejscu SNP | niesparowania (po 20")
693A UUUGCAGAAGAUG 115.6+51 | 319.9+152 | 16.35+039 | 658
eKW AAACGTCTTCUAC (1142 +8.1) | (315.9+24.1) | (16.25:0.64) | (65.8) 065 74 rA-dT 13/- 98.8+0.7
693G UUUGCAGGAGAUG 106.9+15 | 2959+46 | 1515:+011 | 64.2
oKW AAACGTCTTCUAC (108.4+28) | (300.2+85) | (1526:020) | (642) | & 9 rG-dT 13f- 97.1+1.2
693A UUUGCAGAAGAUG 83.9%29 | 2328+89 | 1169+0.15 | 57.3
eKM AAACGTCCTCUAC (922+53) | (258.1+16.2) | (1210£027) | (57.0) 531 159 rA-dC 13/- 96.9+1.7
693G UUUGCAGGAGAUG 100.2+51 | 268.2+149 | 17.00£0.48 | 732
eKM AAACGTCCTCUAC (107.8+7.1) | (290.4+209) | (17.70+0.62) | (72.9) 0.00 0.0 rG-dC 13/- 97.7+2.3
693A UUUGCAGAAGAUG 603%12 | 164.8+37 9241004 | 516 )
le1 GucuUCU (68.0+89) | (188.6+27.7) | (9.52+0.24) | (51.3) 1.76 216 rA-U 7 -
693G UUUGCAGGAGAUG 51.6+0.8 | 142125 7524001 | 43.0 ]
lel GUCUuuUCU (65.9+8.6) | (187.9+26.8) (7.62 £ 0.30) (42.2) 9.48 -30.2 rG-U 7 .
693A UUUGCAGAAGAUG 818417 | 2254+53 | 11.88+009 | 587 )
le2 CGUCUUCUAC | (835+2.7) | (230.6+83) | (11.98+0.13) | (58.7) 512 -14.5 rA-U 10/- -
693G UUUGCAGGAGAUG 846+17 | 2389+53 | 1044+006 | 520 L
le2 CGUCUUCUAC | (825+2.4) | (2326+7.7) | (10.38+0.06) | (52.2) 6.56 212 rG-U 10/- -
693A UUUGCAGAAGAUG 64.4+23 | 187.6+75 6264005 | 357 13/ 1G,-dG
el AAAGCTCCTCUAC (60.1+33) | (1733%108) | (6.37:012) | (36.2) | % 216 rA-dC (CodC 41.1+126
693G UUUGCAGGAGAUG 69.6+21 | 1895+64 | 10.80+0.09 | 57.3 13/ 1G,-dG
el AAAGCTCCTCUAC (68.5+5.7) | (186.2+17.2) | (10.77+0.36) | (57.5) 0.00 0.0 rG-dC (CodC 976+14
693A UUUGCAGAAGAUG 701+25 | 205782 6.35+005 | 36.2 13/ rAc-dA
e3 AAACGTCCAGUAC (58.3+38) | (166.8+121) | (654+0.11) | (37.0) 322 128 rA-dC (G1o-dG 21.6£10.7
693G UUUGCAGGAGAUG 81424 | 2317+7.6 957£0.07 | 49.0 13/ rA-dA
e3 AAACGTCCAGUAC (75.7+3.0) | (213.8+9.10 | (9.41£0.17) | (49.3) 0.00 0.0 rG-dC (Guo-dG 94.4+£3.4
Kolorem czerwonym oznaczono par miejscu SNP, kolorem niebieskim — niekanonicgagy w obebie dupleksu, podkékenie- LNA, kursywa — 2’-O-metyld-
RNA,; pogrubiora czcionky oznaczono parametry termodynamiczne uzyskaneezrnmati odwrotndci temperatury topnienia i logarytmugsenia dupleks
poréwnywane w ramach analizy wynikoW:= temperatura topnienia dupleksu wzeniu 10°M
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Tabela 43.Zestawienie kompletnych parametréw termodynamicaNA 717 (APP V7171) w dupleksach z poszczegolngligionukleotydami antysensowymi.

Zalezno$é Ty od log C 1

Wyniki trawie n

Dupleksy (Srednie dopasowanie krzywych topnienia) Struktura RNaza H in vitro
Sekwencja ALO A0 A0 T, 2 0 b Para Dlugo $¢€ ASO / Wydajno $¢
Nazwa 5-3' RNA ke a?/};] ol AS kcglclamzl o k?eﬁ?m%? | A;'é" nukleotydowa w dodatkowe hydrolizy (%)
3-5' ASO ( ) (eu) ( ) (€ ( ) (©) miejscu SNP niesparowania (po 207)
7176 GUGAUCGUCAUCA 67.0+11 | 1777433 | 12.00£0.07 | 645
dkw CACTAGCAGTAGU (836+5.9) | (227.5417.4) | (13.05+051) | (632) | 192 32 G -dC 13/- 60.8+7.7
717A GUGAUCAUCAUCA 1009425 | 298.6+7.9 835+002 | 427
dkw CACTAGCAGTAGU (81.9+8.4) | (237.5+27.0) | (8.240.14) | (43.6) 263 | -186 rA-dC 13f- 16.1+2.9
717G GUGAUCGUCAUCA 64.2+1.2 173.2+3.8 10.48 +0.05 57.3
0.50 -4.0 1G-dT 13/- 64.7£9.2
dkMm CACTAGTAGTAGU (81.8+9.1) | (227.3+27.5) | (11.30+0.60) | (56.2)
717A GUGAUCAUCAUCA 61.2+16 | 161.9+49 | 10.98+0.09 | 61.3
dKM CACTAGTAGTAGU (772472) | (2104%21.2) | (11.912062) | (602) | 0.0 rA-dT 13f- 83.6 +12.6
717G GUGAUCGUCAUCA 48.0+0.9 124.7+2.8 9.31+0.03 56.1 167 52 1G-rCt 7/- )
Id1 UAGCAGU (59.1+350 | (150.3+11.1) | (9.730.26) | (54.7) : '
717A GUGAUCAUCAUCA 505+21 | 137.8+6.7 7.71£0.04 | 444 .
Id1 UAGCAGU (50.1+7.0) | (13654225 | (7.78+0.06) | (45.0) 1.60 -16.9 rA-rC 7 -
7176 GUGAUCGUCAUCA 81.8+16 | 2154+47 | 1501015 | 72.9 ]
-4.03 116 1G-1C 10/- -
Id2 CUAGCAGUAG (98.6+3.6) | (264.6+10.4) | (16.55+0.36) | (72.1)
717A GUGAUCAUCAUCA 75.7+2.6 | 210.7+81 | 10.36+0.10 | 53.5 .

Id2 CUAGCAGUAG (80.4+6.8) | (2251+208) | (10.570.32) | (53.4) 062 78 rA-rC 10/- -
717G GUGAUCGUCAUCA 72.4£1.6 201.8+5.1 9.80 £ 0.05 51.7 27 112 1G-dC 13/ rAs-dA 89.6+0.7
d11 CACATGCAGTAGU (76.4+4.4) | (2142+135) | (9.93+0.17) | (51.5) : : rUs-dT oEE

717A GUGAUCAUCAUCA 511+20 | 141.9+6.6 7.10£0.04 | 405 13/ rA-dA
d1 CACATGCAGTAGU (413+6.0) | (1095+19.8) | (7.30+0.22) | (42.9) 0.00 0.0 rA-dC UerdT 90.8+5.9
717G GUGAUCGUCAUCA 548+14 | 1515+4.6 7.79+001 | 443 13/ rA-dA
d2 CACATGTAGTAGU (55.7£6.2) | (1543+19.7) | (7.87+0.11) | (44.6) 0.88 29 rG-dT UerdT 93.6+2.9
717A GUGAUCAUCAUCA 67.5+34 | 189.5:10.8 | 867008 | 47.2 13/ rA.-dA
d2 CACATGTAGTAGU (62.7+45) | (1742+14.4) | (8.65+0.08) | (47.8) 0.00 0.0 rAdT tUs-dT 97.3£26
7176 GUGAUCGUCAUCA 18.7+0.7 402 +2.2 6.28+0.05 | 32.8 13/ Ce-dC
a4 CACTAGTACAAGU (225+53) | (529:17.2) | (6.12+0.16) | (3L4) | °7° 83 rG-dT As-dA 6.7+12.4
717A GUGAUCAUCAUCA 387+07 | 1021+23 7.03£001 | 411 13/ 1Co-dC
a4 CACTAGTACAAGU (39.7£6.3) | (1050£205) | (7.11+0.07) | (41.6) 0.00 0.0 rA-dT A-dA 81.4+263
717G GUGAUCGUCAUCA 33.4+1.6 83.6 +5.1 7.45 +0.05 45.8 13/ rCo-dC
051 6.1 1G-dC 54.5+6.5
ds CACTAGCACAAGU (45.5+12.4) | (122.2 £39.4) (7.59 £0.22) (44.4) rAio-dA
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717A

GUGAUCAUCAUCA

47.2+1.4

129.8+4.6

6.94 +0.03

39.7

13/ rCy-dC

0.00 0.0 rA-dC 11409
d5 CACTAGCACAAGU (56.6 £9.0) | (160.4 £29.4) (6.85 £ 0.26) (38.7) rAio-dA
31.1+1.4 80.8 +4.8 6.00+007 | 318 13/1CodC
717G GUGAUCGUCAUCA d+1. .ot4 . +0. .
d7 CACTACGTCTAGU (34.2+10.8) | (90.5+359) | (6.10+0.43) | (33.1) 1.34 -9.3 rG-dG “és _dcT 47+62
Co-q
61.5+2.9 | 174692 7.34+004 | 411 13/ rCedC
T17A GUGAUCAUCAUCA o x2. .09, . +0. .
a7 CACTACGTCTAGU (59.7+6.8) | (1685+22.1) | (7.40+0.09) | (41.6) 0.00 0.0 rA-dG “és ‘dCT 0.6+12
Co-q
7176 GUGAUCGUCAUCA 744+11 | 2049+34 | 10.89+0.05 | 56.3
d14 CACTAGCAGAAGU (735+5.1) | (201.8+155) | (10.89+0.25) | (56.6) 4.01 16.6 rG-dC 13/rAs-dA 94.1+1.7
717A GUGAUCAUCAUCA 403+13 | 107.6+4.2 6.88+0.03 | 397
d14 CACTAGCAGAAGU (43.0+6.4) | (116.4+20.7) | (6.92+0.08) | (39.8) 0.00 0.0 rA-dC 13/rAs-dA 101+4.9

Kolorem czerwonym oznaczono paw miejscu SNP, kolorem niebieskim — niekanonicgagy w obgbie dupleksu, podké&enie- LNA, kursywa — 2’-O-metylq
RNA; pogrubion czcionky oznaczono parametry termodynamiczne uzyskaneeznzati odwrotngci temperatury topnienia i logarytmuestnia dupleks
poréwnywane w ramach analizy wynikow;- temperatura topnienia dupleksu wzshiu 10°M
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Tabela 44.Przyktadowy arkusz kalkulacyjny stacy przygotowaniu probek do eksperymentu toprii/.

Sequence (@82) V(()rl,::lr)ne Dilution #OD Ext. Coeff  # Mol égé‘)
in in
water buffer
53G GGUGUAACAACAG 4,650 0,5 10 23,3 136160 1,71E-07
hKM CLUMGLttgtcaCACMCL 3,600 0,5 10 18,0 115300 1,56E-07
PS1 e260= 125730
WAS3G hKM
Conc. # Conc. Path Th. Abs  Volume # Mol Vol. Stockh Vol. Stock Vol. Vol.
B Prevs. Buffer
(M) (cm) (ur) (ul) (ul) (ul) (ur)
1 1,2E-04 0,100 1,50 30 3,579E-09 5,24 5,73 D?)?\lln 30
2 7,3E-05 0,100 0,92 30 2,195E-09 18,40 11,60
3 4,5E-05 0,100 0,56 30 1,346E-09 18,40 11,60
4 2,8E-05 0,500 1,73 150 4,127E-09 6,04 6,61 D?)?\lln 150
5 1,7E-05 0,500 1,06 150 2,531E-09 91,99 58,01
6 1,0E-05 0,500 0,65 150 1,552E-09 91,99 58,01
7 6,3E-06 1,000 0,80 300 1,903E-09 2,79 3,05 D?)?\lln 300
8 3,9E-06 1,000 0,49 300 1,167E-09 183,97 116,03
9 2,4E-06 1,000 0,30 300 7,158E-10 183,97 116,03
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typ dziki 717G-dKM

mutant 717A-dKM

Tl ESK £30% 1’p. 38 54 .10’ 20° TiE K @EE302a12s 3°. 5. 10’ .20
& L w- -
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- .
. 4
Rysunek 66.Kinetyka trawienia dupleksow RNA 717 z gapmerem dKM
. N
Transwersja C/G (APP A692G) B typ dzki 6920
gapmer balik B mutant 692G
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o
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Wykres 81. Zmiana ekspresji GFP pod wplywem gapmeru bal5. Wymiakcji qPCR —$rednie poziomy

ekspresji dwoch wariantow RNA w zafesci od stzenia stosowanych oligonukleotydéw poddane byty
analizie statystycznej (P<0,05). Istotne statystiez&nice oznaczono gwiazdk

g N
Transwersja C/G (APP A692) —
gapmer bal7 | typ dzki 692G
121 B mutant 692G

O] 14
S, <
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Wykres 82. Zmiana ekspresji GFP pod wplywem gapmeru bal5. Wymiakcji qPCR —$rednie poziomy

ekspresji dwoch wariantow RNA w zafesci od stzenia stosowanych oligonukleotydéw poddane byty
analizie statystycznej (P<0,05). Uzyskanianide okazaly si nieistotne statystycznie.
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-
Wyciszanie ekspresji wzgidem pustego plazmidu B pusty _pI_EGFP
W typ dziki RNA

124 B mutant RNA
O]
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Wykres 83. Wyciszenie ekspresji poszczegolnych konstruktowzmidowych wzgidem pustego plazmidu

GFP w obecn&i 100 nM inhibitora. Ih1/ Ih2 — inhibitory dla sefkencji RNA 53, Ib1 — inhibitor dla sekwencji

RNA 692.

Tabela 45.
Wydajnos¢ hydrolizy (%)
ASO Typ dziki 99-46G Mutant 99-46A
KKW 69,8 + 25,9 72,8 +3,8
kKM 49,1 £ 29,9 72,6 +4,3
k1 92,2+1,0 38,3+17,1
k2 29,7+17,1 56,4 +21,2
k3 61,9 +24,0 43,6 £ 15,3
k4 46,5 £ 23,1 52,6 £ 27,7
Tabela 46.
Wydajnos¢ hydrolizy (%)
ASO Typ dziki 99-53G Mutant 99-53A
hKW 83,5+3,3 64,6 + 8,2
hKM 788+14 775+£12,1
hl 515+11,1 53,4 +8,7
h2 24,6 +1,3 69,9 +6,9
h3 52,7+ 22,2 475+4,0
h4 719+17,2 60,0 +1,7
h5 778+15 43,3+0,9
h6 84,1+0,8 32,3+8,9
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Alleloselektywne wyciszanie zmutowanych wariantowengw jest zagadnieniem
czgsto podejmowanym na catyrfwiecie, w kontekcie poszukiwania terapeutykdw na
nieuleczalne jak datl, dziedziczone w sposéb autosomalny domiryj schorzenia.
W literaturze zaprezentowanych zostato kilka rezai, prowadacych do ukierunkowanej
inhibicji ekspresji wariantu zmutowanego genu m.dla choréb neurodegeneracyjnych
wynikajacych z ekspansji trojnukleotydowych powtaizechoroby Alzheimera czy ALS.
W zdecydowane] wkszaci wykorzystup one mechanizm interferencji RNA. Celem
niniejszej rozprawy byto osgniccie alleloselektywnej degradacji RNA zriacych sé
pojedynca substytucj nukleotydows, w obecnéci antysensowych oligonukleotydéw, przy
udziale rybonukleazy H.

W ramach realizacji poelego celu zweryfikowano dwie nowe, niezale strategie.
Pierwsza z nich, nazwana konceptandemowych oligonukleotydéw, wykorzystuje dwa
wspotdziatagce ze solp oligonukleotydy, raniace sg¢ strukturalnie i funkcjonalnie. Aktywnie
dziatapcym oligonukleotydem jest gapmer, komplementarnyfalony zmutowanej RNA.
Posiada on w swojej strukturze 7-nukleotydowy fraginDNA, tzw. gap, aktywagy
rybonukleaz H, otoczony modyfikowanymi rybonukleotydami, zWszapcymi trwatasé
termodynamicza tworzonego dupleksu i stabiléto w obecnéci komorkowych nukleaz.
Wspotdziatagcy z nim drugi oligonukleotyd, krotszy i komplemamty do formy dzikiej
RNA, spetnia wzgidem niej funka inhibitora kompetycyjnego. Zawiergj modyfikowane
nukleotydy 2’-OMe-RNAwzmacniajce trwatd¢ komplementarnych par dupleksu RNA-
inhibitor, oligonukleotyd ten unienibwia zwiazanie st formy dzikiej RNA z gapmerem,
przez co ostaniayjprzed dziataniem rybonukleazy H. Druga koncepeauipe na zaburzeniu
helikalngci dupleksu poprzez wprowadzane motywy strukturgjmgedyncze i podwojne
niesparowanie, jednostronne wybrzuszenietlep nukleotydowe), a tale nukleotydowe
i nienukleotydowe modyfikacje. Ich celem jest tedywwamiczne i strukturalne zmicowanie
duplekséw dwoch wariantow RNA idiacych s¢ pojedynczym nukleotydem, wzglem
aktywnaci hydrolitycznej rybonukleazy H.

Spardd r@nych typow nukleotydowych substytucji wybrano znyianajczsciej
pojawiapce s¢ w genomie ludzkim tj. G/A, C/IG, CI/T i AIG, wygtujace w kontekcie
neurodegeneracji. Geny uwiktane w procesy neurauEgeyjne s jak dotd najczstszym
celem poddg alleloselektywnych. Substytucje nukleotydowe, wniedieniu do ktorych
analizowano proponowane alleloselektywne koncepejsstpuja w obrbie genéw APP,
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SNCA oraz SOD1 i generjrzadkie przypadki dziedzicznej postaci chorobyh&imera,
Parkinsona oraz ALS. Rulzsyntetyzowanych dla kdego przypadku antysensowych
oligonukleotydéw selekcjonowano w reakcji z RBaH in vitro. Nastpnie, dla
oligonukleotydéw rokujcych dziatanie alleloselektywne przeprowadzano poyni
termodynamiczne w dupleksach z wariantami RNA destowano je w linii komorkowej
HelLa transfekowanej plazmidami zawiegegymi okoto stu nukleotydowe fragmenty
poszczegolnych wariantéw analizowanych gendw.

Rezultaty uzyskane dla obydwu koncepcji pozwalsiwierdzé, ze maliwa jest
alleloselektywna degradacja RNAzréacych st pojedynczym nukleotydem dla gkiszaci
analizowanych przypadkow. Trwato termodynamiczna poszczegoélnych dupleksow miata
znaczenie dla powodzenia koncepcji tandemowychoniigleotydéw, ché skutecznéc jej
dziatania w linii komorkowejHelLa zwykle byla nisza nk w warunkachin vitro. Dla
powodzenia koncepcji motywow strukturalnych paragnéeérmodynamiczne dupleksu nie
mialy wickszego znaczenia, dopoki pozwalaly na jego utwoezesk. Zauwaono, ze
wydajna¢ alleloselektywnej degradacji w #Zgm stopniu zalgy od typu substytucii, jej
otoczenia sekwencyjnego, a takod s¢zenia zastosowanego oligonukleotydu. Wytypowano
motywy strukturalne najlepiej #icujace poziom degradacji wariantu dzikiego
i zmutowanego RNA, jednak nie dla wszystkich przigav okazaly si one jednakowo
wydajne.
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ABSTRACT

Allele-selective silencing of mutant genes, basedaaotisense strategy and RNAI
machinery, is strongly explored field of researelspecially in terms of its therapeutic
applications. Much of successful work has beeradlyalone in this area. RNA interference is
a tool of choice much more frequently than tradiélbantisense approaches, mainly because
of strong sequence-specifity to the target. RNasknidwn for its RNA silencing potential as
first, is non-sequence-specific endonuclease, thection of which was originally not
associated with the down regulation of gene exmprsbput with the maintenance of DNA
stability and DNA repair. The discovery made by Zamk and Stephenson over 35 years
ago, that RNA is hydrolyzed in presence of complaiary oligodeoxyrybonucleotides
resulting in silencing of gene expression, has akk a therapeutic mechanism improved
until the present day.

The aim of presented thesis is to verify, wheth&nges in structure of short nucleic
acid duplexes can provoke selective hydrolysisingle nucleotide polymorphism (SNP)
variants of gene on mRNA level, via RNase H medrandf action. Antisense gapmers with
different sequence complementarity interruptionsicleotides modifications and non-
nucleotide substitutions were used to obtain abelective digestion of mutant SNP variant
of genes, associated with neurodegeneration, thrdRijyase H cleavage. Two different
approaches were applied.

First of them, tandem oligonucleotides approachsua®s usage of two
oligonucleotides working simultaneously in orderdicect ribonuclease H digestion toward
mutant SNP allele. The shorter one fully 2’-O-m&RNA modified oligonucleotide, acting
as RNase H inhibitor, is targeted to wild type RMgiant of SNP. The longer one, antisense
gapmer inducing RNase H cleavage of RNA in hetgotely is complementary to mutant
RNA variant of SNP. The approach tests whetherdifference of one mismatch between
two duplexes is able to direct RNase H hydrolysigard mutant variant of gene.

The second, structural motifs approach is basedthen assumption that helical
structure interruptions as bulges mismatches, natetoops, also presence of different
modified nucleosides such as 8-bromodeoxyguanosid®lA, and non-nucleotide
substitutions are able to determine selective Hysi® with RNase H via differences in
thermodynamic stability and helix conformation loé tduplexes.

These two conceptions were investigated for foyesyof nucleotide substitutions
(SNP) C/G, G/A, AIG, CIT, within three genes asated with neurodegeneration: APP,
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SOD1 and SNCA. Oligonucleotides, which differergthtievel of hydrolysis of both SNP
alleles in RNase H assay vitro, were selected for thermodynamic measurementsnavido
experiments irHeLacells.

Presented studies have shown that it is possbtiréct RNase H hydrolysis toward
particular variant of gene using structural reageanents of heteroduplex helix as well as
with use of tandem oligonucleotides, and effecselectivity mostly depends on antisense

oligonucleotide concentration.
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