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WYKAZ SKROTOW

BS — btad standardowy

Chl — cholesterol

DMSO - dimetylosulfotlenek
DOPC — dioleoilofosfatydylocholina

ESCRT - endosomalny kompleks sortujacy konieczny do transportu biatek (ang. endosomal sorting
complex required for transportation)

Eth Abs.[99,9%] — etanol absolutny

EtOH — etanol

EV — zewnatrzkomoérkowe pecherzyki blonowe (ang. Extracellular Vesicles)
FRET - rezonansowe przeniesienie energii Forstera (ang. Forster Resonate Energy Transfer)
H.O HPW — HyPure Molecular Biology Grade Water (ThermoFisher Scientific)
ILV — pecherzyki intraluminarne (ang. intraluminal vesicles)

j.a. — jednostka arbitralna

Kb — stata dysocjacji

L.nt. — liczba nukleotydow

LUV — duze jednowarstwowe liposomy (ang. Large Unilamellar Vesicles)
LUVporc — duze jednowarstwowe liposomy, sktadajace si¢ DOPC

LUVRrarT- duze jednowarstwowe liposomy, sktadajace si¢ z DOPC, sfingomieliny i cholesterolu
MLV - pecherzyki wielowarstwowe (ang. Multilamellar Vesicles)

MVB - ciatka wielopecherzykowe (ang. multivesicular bodies)

NaOAc — octan sodu CH3COONa

nt. — nukleotyd

PCR — reakcja tancuchowa polimerazy (ang. polymerase chain reaction)

RBP — biatka wigzace RNA (ang. RNA-binding proteins)

SM — sfingomielina

AG — zmiana energii swobodnej Gibbsa

Aem — dtugos¢ fali emisji fluorescencji

Awz — dtugos¢ fali wzbudzenia fluorescencji



STRESZCZENIE

Wytwarzanie przez komorke sktadajacych sie¢ z dwuwarstwy lipidowej pgcherzykow
btonowych, spotykane jest zard6wno u bakterii, archeonow jak i1 eukariontéw. Komorki euka-
riotyczne wytwarzajg roznorodne pecherzyki, ktore przenosza substancje wewnatrz komorki
czy tez wydzielane sg na zewnatrz. Wtasnie posrdod tych zewnatrzkomorkowych pecherzykow
btonowych (ang. Extracellular Vesicles) wyr6ézni¢ mozna egzosomy. Egzosomy to zbudowane
dwuwarstwy lipidowej i biatlek btonowych pecherzyki, ktorych specyficzny sktad lipidowy
moze wptywac na powstawianie domen w btonach egzosomow tzw. tratw lipidowych. Owe
tratwy to ,,mate (10-200 nm), heterogeniczne, wysoce dynamiczne, wzbogacone w sterole i
sfingolipidy domeny, ktore przedzielaja procesy komdrkowe” [Pike 2006]. Obecnos¢ tych do-
men w btonach egzosomdw, moze wspomagac stabilno$¢ pecherzykow. Egzosomy, transpor-
tujac wytworzone w komorkach molekuty takie jak kwasy nukleinowe, biatka czy lipidy, po-
Srednicza w sygnalizacji komorkowej. W pecherzykach pochodzacych z réznorodnych komo-
rek znaleziono podobne grupy RNA, co moze sugerowac, ze istnieje wspolny mechanizm se-
lektywnego wprowadzania RNA do egzosomow. W tym kontek$cie czynione sa proby wyja-
$nienia procesu tadowania RNA do egzosomow. Oprécz opiséw tego mechanizmu opartych o
kompleksy biatkowe, pojawiaja si¢ hipotezy o mozliwym oddziatywaniu czasteczek RNA z
btonami pecherzykdéw bez posrednictwa biatek. W procesie tym, wskazuje si¢ na czynniki takie
jak: obecnos$¢ regionu tratwowego w btonie cialek wielopecherzykowych czy tez wystepowanie
specyficznych motywow nukleotydowych w sekwencji RNA takich jak: motywy egzosomowe
(CCCU, GGAG, UGAG i UCCU) czy motywy tratwowe (CCCU, UCCC, CUCC i UUGU).
Celem niniejszej pracy byto zbadanie udziatu tych czynnikéw w oddziatywaniach oligonukle-
otydow RNA z btonami pgcherzykoéw lipidowych.

Materialem do badan byty pecherzyki liposomalne modelujgce btone tratwowa 1 nie-
tratwowg oraz izolowane z surowicy bydlecej egzosomy. Z kolei materiat RNA stanowily ap-
tamery RNA pochodzace z badan [Janas i in., 2020] oraz zaprojektowane mutanty tych apta-
merow z wprowadzonymi modyfikacjami nukleotydowymi.

W toku prac w bazie oryginalnych aptameréw oraz mutantéw znalezione zostaty mo-
tywy sekwencyjne RNA: egzosomowe, tratwowe oraz 5-nukleotydowe wraz z ich prawdopo-
dobng lokalizacja w czasteczkach badanych RNA. W przewidzianych za pomoca programu
Mfold fatdowaniach czasteczek RNA, zostaly zidentyfikowane motywy struktury drugorzedo-
wej: sparowany odcinek (trzon), wybrzuszenia, petle wewnetrzne, petle wieloramienne, petle
typu spinki do wloséw oraz odcinki jednoniciowe przy koncach czasteczki. Na podstawie wy-
nikéw przeszukiwan motywoOw oraz przewidzianych struktur drugorzedowych sporzadzono
karty charakterystyki analizowanych aptameré6w RNA oraz mutantow RNA.

Badania oddziatywan RNA-blona prowadzone byly w oparciu o pomiary fluorescen-
cyjne z wykorzystaniem metody rezonansowego przeniesienia energii Forstera (FRET). Prze-
prowadzone zostaly badania poziomu oddzialywania aptameréw RNA z btonami liposomow i
£gzosomow, jak rowniez mutantow RNA z liposomami tratwowymi i egzosomami. Na podsta-
wie przeprowadzonych pomiaréw uzyskano wartosci statej dysocjacji (Kp) dla wigkszosci ba-
danych RNA.

Porownanie warto$ci Kp dla oddziatywania aptameréw RNA w kompleksach z btong
tratwowg 1 nie-tratwowa wykazato istnienie znaczgcych rdéznic w poziomie powinowactwa
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RNA-btona w zaleznosci od fazy blony. Wartosci Kp byty $rednio prawie dwukrotnie nizsze
dla oddziatywan aptamerow z liposomami tratwowymi w poréwnaniu z liposomami nie-tratwo-
wymi. Wyniki pomiaréw potwierdzaja wigc, ze stan btony moze regulowa¢ powinowactwo
RNA-btona. Generalna tendencja wskazuje, ze domeny tratwowe sprzyjaja interakcji badanych
aptamerow RNA z czasteczkami lipidow i mogg stanowi¢ potencjalne miejsce wigzania cza-
steczek RNA z btonami pecherzykow.

Przy badaniach z wykorzystaniem egzosomoéw, rdéznice w poziomach powinowactwa
RNA do blon egzosomoéw przypominaly roéznice uzyskane dla tych samych RNA w interak-
cjach z liposomami tratwowymi. Wartosci Kp dla oddziatywania RNA z egzosomami charak-
teryzowaty si¢ jednak duzym rozrzutem, dlatego tez w przyszto$ci mozna by powtorzyc¢ ta czesé
eksperymentu.

Dla uzyskanych w badaniach warto$ci Kp oddziatywania RNA-blona tratwowa, przepro-
wadzone zostaly analizy zaleznos$ci migdzy zmiennoscig Kp, a wystgpowaniem czynnikow ta-
kich jak: motywy sekwencyjne, motywy strukturalne wystepujace w przewidzianym fatdowa-
niu, a takze innych czynnikow jak dlugosci tancucha RNA, sktad nukleotydowy oraz energia
swobodna fatdowania. Przeprowadzone analizy sugeruja ze:

= Niektore motywy sekwencyjne jak CCCU, GGAG czy UCCC moga promowac¢ oddzia-
tywanie RNA-btona. Mutanty wzbogacone o te motywy zasadniczo wykazywaty wzrost
powinowactwa w porownaniu z RNA bez modyfikacji.

= Chociaz staba, otrzymana korelacja miedzy wartoscig Kp, a liczba spinek oraz wartoscia
Kb i obliczonym parametrem $§wiadczacym o wystepowaniu matych spinek moga suge-
rowacé, ze motyw strukturalny spinki do wtosow sprzyja powinowactwu RNA-btona.

= Obecnos¢ dlugiego jednoniciowego odcinka przy koncu czasteczki oligonukleotydu,
moze ostabia¢ oddziatywanie aptameru RNA z tratwami blonowymi.

»  Wydaje si¢ rOwniez, ze skrocenie petli spinki do wloséw (delecje) oraz wprowadzenie
motywu przez substytucje moze zwieksza¢ powinowactwo, z kolei powickszenie petli
(insercja) przy wprowadzeniu motywu RNA, nie zwigksza powinowactwa RNA-btona.

Na podstawie przeprowadzonych badan sformutowano nastepujace wnioski:

1. RNA ma zdolno$¢ do bezposrednio oddziatywania z regionem tratw lipidowych, a
obecnos¢ domen tratwowych w btonach pecherzykow sprzyja powinowactwu badanych
aptameréw RNA do bton pecherzykow lipidowych.

2. Napoziom oddziatywania aptameréw RNA z blonami mogg wplywaé pewne sekwencje
nukleotydowe (motywy RNA), przy czym wpltyw tych motywow wydaje si¢ by¢ po-
wigzany z wystgpowaniem motywow strukturalnych.

3. Obecnos¢ motywoéw struktury drugorzgdowej moze mie¢ znaczenie w regulacji po-
ziomu powinowactwa RNA-btona. Wystepowanie motywu spinki do wloséw (mata
spinka na stabilnym trzonie) moze sprzyja¢ oddzialywaniu RNA z blong, z kolei obec-
nos$¢ dhugiego jednoniciowego odcinka przy koncu czgsteczki aptameru prawdopodob-
nie nie sprzyja oddziatywaniom RNA-btona.

Podsumowujac, poziom powinowactwa aptameréw RNA do blon pecherzykow wydaje sie
by¢ efektem wspotdziatania réznych czynnikéw, takich jak analizowane w tej pracy motywy
sekwencyjne czy motywy strukturalne, a przypuszczalnie i innych. W przysztosci warto by
znalez¢ bardziej ztozony model, ktéry moglby pelniej wyjasni¢ zmiennos¢ powinowactwa
RNA-btona pecherzykow.
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ABSTRACT

The production of membrane vesicles consisting of a lipid bilayer occurs in bacteria,
archaea and eukaryotes. Eukaryotic cells produce a variety of vesicles that carry substances
within the cell or are secreted outside the cell. Among these extracellular vesicles (EVsare also
exosomes. Exosomes are vesicles, composed of a lipid bilayer and membrane proteins, and
their specific lipid composition may influence the formation of domains in the vesicle’s mem-
branes called lipid rafts. These membrane rafts are ‘small (10-200 nm), heterogeneous, highly
dynamic, sterol- and sphingolipid-enriched domains that compartmentalize cellular processes’
[Pike 2006].

The presence of these domains in exosome membranes may support vesicle stability.
Exosomes mediate cell signalling by transporting molecules produced in cells, such as nucleic
acids, proteins or lipids. Similar groups of RNA have been found in vesicles from a variety of
cells, suggesting that there is a common mechanism for selectively introducing RNA into exo-
somes. In this context, some attempts have been made to explain the process of RNA loading
into exosomes. Apart from explanations of this mechanism based on the involvement of protein
complexes, there are also other hypotheses of the possible interaction of RNA molecules with
vesicle membranes which do not depend on protein mediation. In these processes the following
factors are considered: the presence of a raft region in the membrane of multivesicular bodies
or the presence of specific nucleotide motifs in the RNA sequence, namely the exosome motifs
(CCCU, GGAG, UGAG and UCCU) or raft motifs (CCCU , UCCC, CUCC and UUGU). The
aim of this study was to investigate the influence of these factors on RNA interactions with
lipid vesicle membranes.

The materials for the study were liposomal vesicles modelling raft and non-raft mem-
branes and exosomes isolated from bovine serum. The RNA material consisted of oligonucle-
otides obtained in the research of [Janas i in., 2020] as well as specifically designed mutants
with introduced nucleotide modifications.

In the database of original oligonucleotides and mutants RNA sequence motifs were
found, along with their probable location in the RNA molecules. In the folding of the RNA
molecules predicted by the Mfold program, the following secondary structure motifs were iden-
tified: a stem, bulges, internal loops, multi-branch loops, hairpin loops and single-stranded re-
gions at the ends of the molecule. Based on the results of the motif searches and the predicted
secondary structures, characterization sheets of the analysed RNA aptamers and mutants were
created.

The study of the RNA-membrane interaction was based on fluorescence measurements
using the Forster resonance energy transfer (FRET) method. Studies of the level of interaction
between RNA aptamers with model membranes and exosome membranes, as well as RNA mu-
tants with raft liposomes and exosomes, were carried out. On the basis of the measurements,
the values of the dissociation constant (Kp) were obtained for most of the tested RNAs.

A comparison of the Kp values for the interaction of RNA aptamers in complexes with
raft and non-raft membranes indicated significant differences in the level of RNA-membrane
affinity depending on the membrane phase. The Kp values were on average almost two times
lower for the interactions of aptamers with raft liposomes compared to non-raft liposomes. The
results of the Kp measurements for RNA-membrane complexes confirm that the membrane
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state can regulate RNA membrane affinity. A general trend indicates that raft domains favour
the interaction of the studied RNA aptamers with lipid molecules and may be a potential binding
site for RNA molecules.

When tested with exosomes, the differences in the affinity of RNAs for exosome mem-
branes appear to be similar to the differences in affinities obtained for the same RNAs in inte-
ractions with raft liposomes. The Kp values for the interaction of RNA with exosomes were
characterized by a large scatter, therefore this part of the experiment could be repeated in the
future.

For the Kp values of the RNA-raft membrane interaction obtained in the studies, analy-
ses of the relationship between Kp variability and the presence of factors such as sequence
motifs, structural motifs occurring in the expected folding, as well as RNA chain length, nuc-
leotide composition and the free energy of folding. The analyses may suggest that:

= Some sequence motifs such as CCCU, GGAG or UCCC may promote RNA-membrane
interaction. The motif-inserted mutants generally showed an increase in affinity com-
pared to unmodified RNA.

= Although weak, the obtained correlation between the Kp value and the number of hair-
pins and the correlation between the Kp and the calculated parameter (that indicates the
small hairpins), may suggest that the hairpin structural motif favours RNA-membrane
affinity.

= The presence of a long single-stranded section at the end of the oligonucleotide mole-
cule may diminish the interaction of the RNA aptamer with membrane rafts.

= |t also appears that shortening the loops (deletions) and introducing the motif by substi-
tution increases the affinities. Conversely the enlargement of the loop (insertion) even
with the introduction of the motif, does not appear to increase the RNA-membrane af-
finity.

Based on the conducted research, the following conclusions were formulated:

1. RNA has the ability to directly interact with the region of lipid rafts, and the presence
of raft domains in vesicle membranes favours the affinity of the tested RNA aptamers
for membranes.

2. The level of interaction of RNA aptamers with the membrane can be influenced by cer-
tain nucleotide sequences (RNA motifs), and the influence of these motifs seems to be
related to the occurrence of structural motifs.

3. The presence of secondary structure motifs may be important in regulating the level of
RNA-membrane affinity. The presence of a hairpin motif (a small hairpin on a stable
shaft) may favour RNA-membrane interactions, while the presence of a long single-
stranded region at the end of the aptamer molecule probably does not favour RNA-
membrane interactions.

In conclusion, the level of affinity of RNA aptamers to vesicle membranes seems to be the
result of the coexistence of various factors, among these are the sequence motifs or structural
motifs analysed in this work. In the future, it would be interesting to develop a more complex
model that could more fully explain the variation in RNA-membrane affinity.
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- CZESC TEORETYCZNA -

1. WSTEP LITERATUROWY

1.1. BLONY I TRATWY LIPIDOWE

Btony biologiczne sa podstawowymi strukturami komoérek wszystkich organizmoéow zy-
wych. Btona komérkowa oddzielajgca srodowisko wewnetrzne komorki od otoczenia, wyste-
puje zarbwno w komorkach prokariotycznych jak i eukariotycznych. U niektorych bakterii
moze ona tworzy¢ wypustki do wnetrza komorki, w celu zwiekszenia ,,powierzchni oddecho-
wej”, za$ u bakterii gram-ujemnych wystgpuje po obu stronach §ciany komorkowej. U euka-
riontdow, poza blong plazmatyczng na powierzchni, dodatkowo $rodowisko wewngtrzne ko-
morki jest podzielone btonami srodkomorkowymi, otaczajagcymi organelle oraz system roznego
rodzaju pgcherzykow.

1.1.1. Budowa blon komérkowych

Blony maja budowe lipidowo-biatkowa, lipidy btonowe tworza podwdjna warstwe, W
ktorej ulokowane sa biatka integralne i peryferyjne, jak rowniez zakotwiczone sg biatka po-
wierzchniowe. Lipidy btonowe sg molekutami amfifilowymi, sktadajacymi si¢ z czgséci hydro-
filowej (tzw. gléwki) oraz regionu hydrofobowego. Do gtownych lipidow blonowych mozna
zaliczy¢ fosfolipidy, sfingolipidy 1 cholesterol (Rys. 1).

A. Fosfolipidy B. Cholesterol C. Sfingolipidy
\/\/\I/ H H H
0 | HiC — (CHjyy —C=C—C—C — CH,— 0 F R
| S
R$-C—0—CH HO NH
I I
RT-C—0— CH 0 R
W,
| | Ho
0 pe—o-— lP —0—R
0 R, R'- fancuchy wodowroweglowe kwasow ttuszczowych
R"- grupa glowowa

Rysunek 1. Struktura gléwnych lipidéw blonowych.

Na rysunku czg$¢ hydrofilowg i hydrofobowa oddzielono niebieska linig.

A. Fosfolipidy (glicerofosfolipidy): sktadaja si¢ rdzenia glicerolowego (zaznaczone na z6lto),
do ktorego, przez reszte fosforanowa, moze by¢ dotaczony np. aminokwas czy amina (za-
znaczone na Czerwono), co razem stanowi hydrofilowa glowe. Z przeciwnej strony do gli-
cerolu moga dotaczy¢ si¢ reszty wyzszych kwasow ttuszczowych (zaznaczone na zielono),
tworzac hydrofobowy ogon. Glicerofosfolipidy mogg si¢ rozni¢ grupg glowowa, typem po-
laczenia tancucha weglowodorowego do glicerolu, jak i dtugoscia czy stopniem nasycenia
tancucha kwasow ttuszczowych.
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B. Cholesterol: zbudowany jest z hydrofilowej gtéwki, jest nig grupa hydroksylowa (czer-
wony) oraz czeéci hydrofobowej, na ktora sktada sie steran (weglowy szkielet ztozony z
czterech sprzezonych pierscieni) oraz niepolarny weglowodorowy ogon, ktérym czasteczka
ustawia si¢ do wngtrza dwuwarstwy.

C. Sfingolipidy: sktadajg si¢ ze sfingozynowego rdzenia (26tty), ktory jedna grupa hydroksy-
lowa moze potaczy¢ si¢ z etanolaming, seryng lub choling, tworzac hydrofilowg glowe
(czerwony). Druga grupa hydroksylowa moze potaczy¢ si¢ z kwasem tluszczowym (zie-
lony), tworzac w ten sposob ceramid — czg$¢ hydrofobowa sfingolipidu. Sfingolipidy moga
rozni¢ si¢ miedzy soba typem kregostupa ceramidowego oraz rodzajem kwasu tluszczo-
wego w hydrofobowym ogonie. Zmodyfikowano z [Simons i in., 2000].

W 1972 roku zaproponowany zostat model btony komoérkowej jako pltynnej mozaiki,
ktory przedstawial btong komorkowa jako nieuporzadkowana, dynamiczng strukture z biatkami
btonowymi swobodnie unoszacymi si¢ w dwuwarstwie lipidowej [Singer i Nicolson, 1972].
Szybko jednak zauwazono nieprecyzyjnos¢ tego modelu, gdy w blonie ludzkich erytrocytow
odkryte zostaly oporne na detergenty kompleksy o wysokiej zawartosci sfingolipidéw i biatek
nieglikozylowanych [Yu i in., 1973]. Kompleksy te zostaty po6zniej sklasyfikowane jako btony
odporne na detergenty (DRM — ang. Detergent resistant membranes), w przeciwienstwie do
bton rozpuszczalnych w detergentach (DSM — ang. Detergent soluble membranes) [London i
in., 2000]. Na przestrzeni lat badacze dostarczali kolejnych argumentdéw za obecno$cig w btonie
specyficznych frakcji wzbogaconych w sfingolipidy, cholesterol czy biatka zakotwiczone przez
GPI (glikozylofosfatydyloinozytol) [Varma i in., 1998; Friedrichson i in., 1998].

Aby wyjasnic to zjawisko, w 1997 roku Kai Simons i Elina Ikonen przedstawili hipoteze
tratw lipidowych (ang. lipid rafts), w ktorej to zaproponowali wystgpowanie w blonie specy-
ficznych mikrodomen lipidowych z selektywnie wlaczonymi do nich biatkami [Simons i Iko-
nen 1997]. W 2006 roku na sympozjum w Keystone (USA) zaproponowano nast¢pujaca defi-
nicj¢ tratw lipidowych: ,, Tratwy blonowe sg to mate (10-200 nm), heterogeniczne, wysoce dy-
namiczne, wzbogacone w sterole 1 sfingolipidy domeny, ktore przedzielajga procesy komor-
kowe” [Pike 2006].

Poczatkowo obecnos¢ tratw postulowana byta jedynie w btonach komoérkowych. Jednak
z czasem domeny te odkryto réwniez w btonach organelli wewnatrzkomorkowych takich jak
aparat Golgiego, retikulum endoplazmatyczne czy wczesne endosomy [Hullin-Matsudaa i in.,
2007; Sobo i in., 2007; Wang i in., 2020]. Wystepowanie tratw potwierdzono rowniez w ko-
morkach zwierzecych [Varma i in., 1998] i drozdzach [Bagnat i in., 2000], natomiast w komor-
kach roslinnych odkryto biochemiczny odpowiednik tratw lipidowych [Mongrand i in., 2004].

Domeny tratwowe (Rys. 2) w poréwnaniu do reszty btony, charakteryzuja si¢ gesciej
upakowanymi lipidami ze zwigkszg iloscig cholesterolu 1 glikolipidow. Cholesterol jest obecny
zaro6wno w tratwowej (uporzadkowanej) jak i nie-tratwowej frakcji btony, przy czym obszary
uporzadkowane zawierajg go wiecej, powyzej 40 % [Kaiser i in., 2009]. Lancuchy kwasow
thuszczowych lipidéow wchodzacych w sktad tratw sg dluzsze i bardziej nasycone, domeny te
zawierajg rowniez zaggszczone niektore biatka btonowe i1 s3 mniej ptynne w danej temperatu-
rze, w porownaniu z blonami nie-tratwowymi.

-12 -



Biatko z " Biatko
kotwica GPI L transbtonowe

QQOO Lipidy

nienasycone

O Lipidy
/\ /\ ;"\, nasycone

Biatko z
modyfikacjami
lipidowymi

Glikolipid
Cholesterol |

OO0

U Bk B N Fzh et Bef Bed el 228 #
| | \

Rysunek 2. Schemat blony plazmatycznej z obszarem tratw lipidowych.
Zmodyfikowano z [Sezgin i in., 2017].

Domeny tratwowe zostaty znalezione zarowno w wewngtrznej, jak i zewngtrznej war-
stwie btony [Kiessling i in., 2009]. Warstwa zewnatrzkomoérkowa moze zawiera¢ gtownie sfin-
golipidy z nasyconymi tancuchami weglowodorowymi z czgsteczkami cholesterolu znajduja-
cymi si¢ pomi¢dzy nimi, natomiast warstwa cytoplazmatyczna, oprocz wzbogacenia w chole-
sterol, zawiera fosfolipidy z nasyconymi kwasami thuszczowymi [Simons i in., 2000]. Charak-
terystyczny sktad zewnetrznych 1 wewnetrznych warstw blony sugeruje, ze tratwy moga by¢
strukturami dwuwarstwowymi [Pike 2003].

Istniejg rozne doniesienia dotyczace powierzchni btony zajmowanej przez tratwy. Na
podstawie sktadu frakcji po ekstrakcji detergentem zasugerowano, ze wigksza czgs$¢ btony pla-
zmatycznej znajduje si¢ w frakcji tratwowej [Hao i in., 2001]. Dane uzyskane za pomocg mi-
kroskopii obrazowania czasu zycia fluorescencji (FLIM ang. Fluorescence Lifetime Imaging
Microscopy) wykazaty, ze frakcja uporzadkowana moze zajmowac do 76% powierzchni btony
[Owen i in., 2012]. Z kolei dzigki wykorzystaniu mikroskopowej techniki $ledzenia pojedyn-
czego barwnika SDT (ang. Single dye tracing) oszacowano, ze powierzchnia tratwy pokrywa
13% powierzchni btony [Schutz i in., 2000].

W tworzeniu tratw kluczowa role odgrywaja oddziatywania migdzy tancuchami nasy-
conych kwasow tluszczowych sfingolipidow a cholesterolem (Rysunek 3.) [Simons i Ikonen
1997; Dietrich i in., 2001; Hirano i in., 2022]. Interakcje te sa wystarczajace do utworzenia
frakcji ciekto-uporzadkowanej w btonach modelowych, jednak w warunkach fizjologicznych
w tworzenie tratw lipidowych zaangazowane s3 rowniez oddzialywania migdzy lipidami 1 biat-
kami wchodzacymi w sktad btony biologicznej [Kaiser 1 in., 2009]. W ksztaltowaniu domen
tratwowych, wskazuje si¢ rowniez na znaczenie oddzialywan gangliozydéw z cholesterolem
[Harder i in., 1998]. Interakcje miedzy gangliozydem GM1, cholesterolem i fosfosfingomieling
prowadza do powstawania domen wzbogaconych w cholesterol w btonach modelowych [Lo-
zano i in., 2016]. Inne badania wskazujg takze na udziat oddzialywan hydrofobowych miedzy
lipidami o réznym stopniu nasycenia tancucha weglowodorowego [Heberle i in., 2013].
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Rysunek 3. Przyklad interakcji lipid — lipid w tworzeniu domen tratwowych.

Na rysunku przedstawione jest wigzanie wodorowe oraz oddzialywania van der Waalsa mi¢dzy
sfingolipidem a cholesterolem oraz sasiadujacymi sfingolipidami. Zmodyfikowano z [Sapon i
in., 2023].

1.1.2. Funkcje tratw lipidowych

Specyficzne wlasciwosci domen tratwowych pozwalajg im na segregacje czasteczek od-
dziatujacych z btong w zaleznosci od ich powinowactwa do tratw. Biatka palmitoilowane,
biatka transbtonowe z motywem wigzacym cholesterol czy biatka ulokowane w btonie poprzez
kotwice GPI moga by¢ ,,wychwytywane” przez tratwy dzieki ich powinowactwu do tych do-
men. Tratwy moga réwniez oddziatywa¢ z widoknami aktynowymi cytoszkieletu [Sezgin i in.,
2017]. Niektore biatka, takie jak kaweolina, maja zdolno$¢ bezposredniego wigzania si¢ z cho-
lesterolem, za$ biatko p24 (nalezace do kompleksu biatkowego COPI) moze bezposrednio od-
dziatywac ze sfingomielinom, co sprzyja lokalizacji tych biatek w obszarach tratwowych [Con-
treras i in., 2012].

Obszary tratwowe sg platformami regulujagcymi aktywnos$¢ czasteczek, ktore stykaja sie
Z btonami biologicznymi w licznych procesach komoérkowych. Domeny te zaangazowane sa
m.in. w takie procesy jak:

(1) Transport blonowy — tratwy sg zaangazowane w segregacj¢ molekut btonowych. Biorg
udziat w sortowaniu czasteczek w celu zatadowania ich do pecherzykow, posrednicza
réwniez w tworzeniu, zakotwiczeniu i fuzji pecherzykéw z blong docelowa.

(2) Sygnalizacja komérkowa — tratwy biorg udzial w aktywowaniu receptoréw, wptywajac
W ten sposob na przewodzenie sygnatow w komoérkach.
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(3) Metabolizm komorki i migracja — do tratw wigzg si¢ r6zne blonowe molekuty (cytokiny,
receptory czynnikdw Wzrostu czy receptory $mierci). Tratwy biorg rowniez udziat w
regulacji cytoszkieletu.

(4) Rozwdj chorob i inwazja patogenéw — domeny tratwowe odgrywaja role w wielu pro-
cesach patologicznych, w tym w rozwoju chordb neurodegeneracyjnych i nowotworo-
wych. Mogg by¢ rowniez wykorzystywane do infekcji komorek przez niektore wirusy.
W ostatnich latach duzg uwage zwrdcono na role tratw lipidowych w cyklu zyciowym

wirusow ze wzgledu na pojawienie si¢ koronawirusa SARS-CoV-2 (koronawirus zespotu cigz-
kiej ostrej niewydolno$ci oddechowej) wywolujacego chorobe koronawirusows (COVID-19).
Wskazuje si¢, ze tratwy lipidowe sg regionami, w ktorych dochodzi do infekcji komorek go-
spodarza przez wirus SARS-CoV-2 [Li i in., 2021; Sorice i in., 2021]. Postuluje si¢ rOwniez, ze
domeny tratwowe sg potencjalnym celem terapeutycznym w leczeniu infekcji koronawirusem
[Fecchi i in., 2020; Sviridov i in., 2020].

1.1.3. Metody badania tratw i blony modelowe

Precyzyjne badania obszaréw tratw w btonach zywych komorek sg trudne ze wzgledu
na mate rozmiary tych domen oraz ich dynamikg. Z tego powodu, poczatkowo, techniki mikro-
skopowe nie byty w stanie potwierdzi¢ obecnosci tych domen w btonach biologicznych 1 ist-
niaty watpliwosci co do faktycznego istnienia regionow tratwowych w btonach in vivo.

Jak wspomniano wcze$niej, pierwszg metoda badania tratw byla ekstrakcja komorek
przy uzyciu niejonowych detergentow, takich jak Triton X-100 w niskiej temperaturze [Yu i
in., 1973; Brown i in.1992]. Prowadzito to do rozdzielenia bton na dwie frakcje: blony odporne
na detergenty (DRM) i btony rozpuszczalne w detergentach (DSM). Dalsze badania zidentyfi-
kowaty pewne wady tej metody (np. réznice w sktadzie domen w zaleznos$ci od rodzaju uzytego
detergentu) i zdano sobie sprawe, ze DRM nie sg rownowazne tratwom lipidowym [Schuck i
in., 2003; Lichtenberg i in., 2005].

Wielkos¢ tratw (do 200 nm) sprawia, ze nie mozna ich zaobserwowac standardowymi
metodami mikroskopii optycznej, ze wzgledu na granice dyfrakcji mikroskopii $wietlnej. Jed-
nak nowe techniki wysokiej rozdzielczo$ci umozliwiaja pokonanie tego ograniczenia i obser-
wacj¢ bton w wyzszej rozdzielczo$ci. Jedna z takich technik jest Mikroskopia wymuszonego
wygaszania emisji (STED ang. STimulated Emission Depletion), ktora zostata wykorzystana
do wykrywania pojedynczych czasteczek lipidow w nanometrowych obszarach btony komor-
kowej zywej komorki. Metoda ta pozwolita na badanie pojedynczych punktéw blony 70 razy
ponizej bariery dyfrakcyjnej 1 wykazala, ze sfingolipidy i biatka zakotwiczone przez GPI, w
przeciwienstwie do fosfoglicerolipidéw, sg czasowo (10-20 ms, milisekund) uwig¢zione przez
cholesterol w kompleksach molekularnych o $rednicy 20 nm [Eggeling i in., 2009].

Do badan tratw lipidowych wykorzystuje si¢ rowniez modele bton. Mieszanina lipidow
0 nienasyconych tancuchach kwasow thuszczowych, nienasyconych fosfolipidéw oraz chole-
sterolu, w zaleznosci od proporcji lipidow 1 temperatury moze przyjmowac rdzne stany ptyn-
nosci. W temperaturach zblizonych do fizjologicznych mozna wyr6zni¢ cztery gtéwne stany
btony charakteryzujace si¢ wzrastajacym stanem uporzadkowania [Veatch i in., 2003; Janas i
in., 2006]:
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(1) Faza ciekto-nieuporzadkowana (La, Ld ang. Liquid disordered), najbardziej ptynna
frakcja zawierajgca glownie nienasycone lipidy.

(2) Faza ciekto-uporzadkowana (Lo, ang. Liquid-ordered), lipidy sa w niej bardziej upo-
rzadkowane 1 wzbogacone lipidami nasyconymi i cholesterolem. Frakcja ta zostata
uznana za model tratw lipidowych.

(3) Faza zelowa uporzadkowana pomarszczona (Pp ang. Ripple gel), stanowigca frakcje¢
posrednia.

(4) Faza zelowa (L ang. Lamellar gel state), jest najbardziej uporzadkowana.

UPLYNNIENIE

+
Faza ciekto-nieuporzagdkowana

RR hﬂ | Fazaciekto-uporzadkowana
}! .9.1.9.4

l

l
h SANNNNNY

USZTYWNIENIE

TEMPERATURA

Rysunek 4. Fazy bony lipidowej
Zmodyfikowano z [Los 2009]

Wraz ze spadkiem temperatury wzrasta uporzadkowanie btony, za$ dodatek choleste-
rolu sprzyja przechodzeniu bton zaréwno z fazy zelowej jak i z ciektej do fazy cieklo-uporzad-
kowanej. Liposomy bedace mieszaning trzech lipidow (lipidu nasyconego, nienasyconego oraz
cholesterolu) wykazuja separacje faz i moga by¢ wykorzystywane jako modele bton z separacja
faz takich jak tratwy lipidowe [Janas i in., 2006]. Wykorzystanie modeli btonowych oczywiscie
nie oddaje w pelni ich ztozonosci fizjologicznej, jednak jest bardzo pomocne w badaniu wia-
sciwosci blon.
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1.2. EGZOSOMY

W $wiecie organizmoéw zywych wytwarzanie sktadajacych si¢ z dwuwarstwy lipidowej
pecherzykow btonowych, jest wspolng cecha bakterii, archeonow i eukariontéw, jednak w za-
lezno$ci od grupy organizméw, sktad oraz mechanizm tworzenia tych pecherzykow wykazuje
pewne roznice. Bakterie i archeony wytwarzajg pecherzyki na powierzchni btony komérkowe;,
podczas gdy w przypadku eukariontow pecherzyki lipidowe moga by¢ wydzielane zaréwno z
btony komorkowej, jak przez system blon wewnetrznych [Deatherage i in., 2012]. Komorki
eukariotyczne wytwarzajga catg game pecherzykow, takich jak pecherzyki transportujace, ktore
przenosza substancje migdzy organellami, pecherzyki endocytotyczne paczkujace z blony ko-
morkowej do wnetrza komorki, jak i pecherzyki paczkujace z blon wewnetrznych i wydzielane
na zewnatrz komorki, czyli pecherzyki egzocytotyczne. Do tych ostatnich zaliczy¢ mozna pg-
cherzyki synaptyczne i zewnatrzkomorkowe pecherzyki btonowe, wérod ktorych z kolei wy-
r6zni¢ mozna egzosomy. Badania pecherzykéw zewnatrzkomorkowych skoncentrowane sg
gléwnie na pecherzykach ssaczych, przewaznie pochodzacych od cztowieka lub myszy, przy
czym wydaje si¢, ze sa one produkowane przez prawie wszystkie badane organizmy i typy
komorek [Théry i in., 2018].

1.2.1. Egzosomy i inne zewnatrzkomérkowe pecherzyki blonowe

Kiedy w 1967r. brytyjski lekarz Peter Wolf opisat wystepujace w ludzkiej krwi mate
struktury wytwarzane przez ptytki krwi, przejawiajace dziatanie prokoagulacyjne [Wolf, 1967]
zainicjowato to wzmozone zainteresowanie naukowcoéw tymi nanometrowej wielkosci pgche-
rzykami, nazwanymi pozniej zewnatrzkomorkowymi pecherzykami btonowymi (EVs — ang.
Extracellular Vesicles) [Gyorgy i in., 2001].

W ludzkim organizmie wigkszo$¢ komorek uwalnia te pgcherzyki i mozna je wykry¢ w
wigkszosci ptynéw ustrojowych [Coumans i in., 2017]. Zewnatrzkomorkowe pecherzyki bto-
nowe najczesciej dzieli si¢ na trzy klasy (Rysunek 5.):

(1) najwigksze, to ciatka apoptotyczne (apoptyczne), o srednicy 500-1000 nm, wydzielane
przez komoérke podczas apoptozy,

(2) mikropecherzyki btonowe (MV — ang. microvesicles) to pecherzyki o srednicy 50-1500
nm, utworzone przez paczkowanie btony plazmatycznej,

(3) 1 pochodzace z przedziatow wewnatrzkomorkowych egzosomy, o srednicy 40-100 nm.

Cialka apoptotyczne Mikropecherzyki Egzosomy
.. § Biatka btony
/ . - \ @ komorkowej
.h.p o
“ % ‘., Q ; ¢4 ¢ Biatka
' Wy — 00 \ ./ o o ° egzosomowe
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[ ] ‘ .~ e,
o cytoplazmatyczne
\\ - 2 } W, Kwasy nukleinowe
5o = ol
S \— .,‘.. Fragmenty
& endosom ~ MVB komérkowe

Rysunek 5. Klasy zewnatrzkomérkowych pecherzykéw blonowych.
Zmodyfikowano [Pollet i in., 2018]
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1.2.2. Budowa egzosomow

Egzosomy zbudowane sg z dwuwarstwy lipidowe;j i biatek btonowych (Rysunek 6.)
Chociaz obserwuje si¢ zréznicowanie sktadu lipidow miedzy populacjami egzosomédw, wyka-
zano pewng specyficznos¢ sktadu bton egzosomoéw w poroéwnaniu z blong plazmatyczng. Btona
egzosomOw zawiera mniej strukturalnych lipidow btonowych, takich jak fosfatydyloglicerole,
fosfatydyloinozytole czy fosfatydyloetanoloaminy [Haraszti i in., 2016], wzbogacona za$ jest
w cholesterol, sfingomieling, fosfatydyloseryne i glikosfingolipidy (np. ceramid) [Trajkovic i
in., 2008]. Taki sktad lipidowy moze sprzyja¢ powstawaniu tratw lipidowych w btonach egzo-
soméw [de Gassart i in., 2003]. Sugeruje si¢ rowniez, ze w odrdznieniu 0od blon plazmatycz-
nych, btona egzosomalna nie wykazuje asymetrycznosci pod wzgledem sktadu fosfolipidow w
zewngtrznej 1 wewnetrznej warstwie [Sakai-Kato i in., 2020].

FasL
\ Tratwy lipidowe
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mRNA
pre-miRNA
‘ miRNA
‘. g—v-/\-w N
Biatka Y Biatka adhezyjne

e
4 . .

Integryn
Aneksyny gryny

Tetraspaniny

Rysunek 6. Schemat budowy egzosomu.

Przedstawione na rysunku biatka btonowe to: FasL — biatko transblonowe nalezace do cytokin;
oddzialujac z receptorem Fas w btonie komoérek docelowych moze indukowa¢ apoptoze, brac
udzial w immunoregulacji i progresji nowotwordéw. Flotyliny — tworza oligomery w cytopla-
zmatycznej warstwie btony; oddziatujac z innymi biatkami utatwiaja ich akumulacje¢ w obrebie
tratw btonowych. Biatka adhezyjne — posredniczag w procesie wigzania egzosoméw do po-
wierzchni komérek docelowych. Integryny — sa glikoproteinowymi receptorami transbtono-
wymi; uczestniczg w migracji i agregacji pecherzykoéw. Tetraspaniny — sktadaja sie z czterech
hydrofobowych domen transblonowych, dwoch petli zewnatrzkomorkowych oraz petli we-
wnatrzkomoérkowej; posrednicza w transdukcji sygnatu, adhezji komorek i przerzutach nowo-
tworow. Aneksyny — biatka wigzace jony wapniowe; biorg udziat w procesach endo- i egzocy-
tozy. Zmodyfikowano z [Skryabin i in., 2020].

Blony egzosomow zawierajg biatka zard6wno powierzchniowe jak i transbtonowe, ze
wzbogaceniem w stosunku do bton komoérek w tetraspaniny (CD63, CD81), biatka towarzy-
szace, takie jak integryny, immunoglobuliny i receptory czynnikow wzrostu, jak rowniez biatka
kompleksu ESCRT, biatka szoku cieplnego i biatka zaangazowane w transport pecherzykow
[Villarroya-Beltri i in., 2014]. Z kolei wewnatrz pecherzykéw moga by¢ transportowane
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zréznicowane tadunki (ang. cargo) takie jak: biatka, rézne rodzaje kwasow nukleinowych, a
takze lipidy [Xu i in., 2016].

1.2.3. Formowanie i biodystrybucja egzosomow

Wilasnie biogeneza jest tym, co odrdéznia egzosomy od innych zewnatrzkomorkowych
pecherzykéw blonowych. W odroznieniu do mikropecherzykow czy cialek apoptotycznych,
egzosomy nie s3 bezposrednio wydzielane z blony plazmatycznej komoérki rodzicielskiej ale
tworzone s3 w wewnatrzkomorkowym systemie pgcherzykow btonowych, a nastepnie uwal-
niane poza komorke [Skryabin i in., 2020]. Mianem ,,egzosomy” zasadniczo nazywa si¢ pgche-
rzyki uwolnione z komorki do przestrzeni migdzykomoérkowej, za§ do tego czasu nazywa si¢ je
wpecherzykami intraluminarnymi” (ILVs — ang. intraluminal vesicles) [Ha i in., 2016].

1.2.3.1. Powstawanie pecherzykow intraluminarnych

Dzigki wpukleniu btony komoérkowej w procesie endocytozy powstaje wezesny endo-
som (Rysunek 7.), ktorego dojrzewanie moze przebiega¢ w kilku kierunkach: (1) Moze by¢ on
przetransportowany do sieci trans aparatu Golgiego (TGN — ang. Trans-Golgi Network), (2)
skierowany do lizosomoéw w celu degradacji lub tez (3) przeksztatcony w ciatko wielopeche-
rzykowe (MVB — ang. multivesicular body) [Janas i in., 2015].

Rysunek 7. Formowanie, wydzielanie i pobieranie egzosomow.
Numerami oznaczono mozliwe scenariusze dojrzewania wezesnego endosomu: (1) skierowanie
do sieci trans aparatu Golgiego, (2) transport do lizosoméw, (3) przeksztatcenie w ciatko wie-
lopecherzykowe. Zmodyfikowano z [Wesotowska i in., 2017]

Paczkowanie do wewnatrz, blony ciatek wielopgcherzykowych (MVB) powoduje wy-
tworzenie pecherzykow intraluminarnych. Pecherzyki ILV moga by¢ formowane zasadniczo
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dwiema drogami: zaleznie lub niezaleznie od kompleksu biatkowego ESCRT (ang. Endosomal
Sorting Complex Required For Transport) [Rajagopal i in., 2018].

W przypadku formowania pecherzykow zaleznego od ESCRT, bialka tego kompleksu
rozpoznaja ubikwitynowane biatka btonowe i promujg ich wprowadzanie do wnetrza MVB.
Mozna tu wyr6zni¢ kilka etapow: (1) biatka ESCRT-0 — dolgczaja do endosomu ubikwityno-
wane bialka, (2) biatka ESCRT-1 — stanowig pomost mi¢dzy biatkami ESCRT 0 a 2, (3) kom-
pleks biatkowy ESCRT-2 — indukuje paczkowanie btony MVB do wewnatrz, (4) bialka
ESCRT-3 —rekrutuja inne biatka w czasie formowania endosomu i podzialu pecherzykoéw [Dar-
band i in., 2018].

W szlaku formowania pecherzykéw niezaleznym od ESCRT (Rysunek 8.), podkresla
si¢ znaczenie regionow tratw lipidowych w btonie ciatek wielopgcherzykowych, ktére stanowia
centra generowania pgcherzykéw intraluminarnych [Tan i in., 2013]. Mechanizm ten obejmuje
utworzenie regionu tratw w cytoplazmatycznej warstwie blony MVB, co zwigzane jest z dzia-
falno$cig enzymu neutralnej sfingomielinazy biatkowej 2 (ang. nsMase 2), ktéra to wigze si¢ z
btong MVB od strony cytoplazmatycznej i katalizuje rozklad sfingomieliny na fosfocholing i
ceramid [Bortlein i in., 2019]. Czasteczki ceramidu oddziatujac ze soba poprzez wigzania wo-
dorowe, indukujg powstawanie obszaréw tratw, ktore mogg nastepnie taczy¢ si¢ w wigksze
domeny btonowe. Stozkowy ksztatt czasteczek ceramidu w obszarze tratw po cytoplazmatycz-
nej stronie btony, w potaczeniu czasteczkami z lizofolipidoéw i glikosfingolipidow (w ksztalcie
odwréconego stozka) w wewngtrznej warstwie btony, moze indukowaé krzywizne dwuwar-
stwy lipidowej i prowadzi¢ do spontanicznego procesu pagczkowania do wewnatrz regionu tra-
twowego blony MVB (ang. budding-in process), w wyniku czego tworzone sg pecherzyki in-
traluminarne [Trajkovic i in., 2008; Janas i in., 2015; Anand i in., 2019]. Tak wiec domeny
tratwowe moga stuzy¢ jako platformy do paczkowania pecherzykow ILV z btony ciatek wielo-

pecherzykowych.
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Rysunek 8. Mechanizm paczkowania regionu tratwowego do wnetrza MVB
Zmodyfikowano z [Janas i in., 2015].

Sugeruje si¢, ze obydwa mechanizmy zalezny 1 niezalezny od ESCRT moga by¢ ak-
tywne w tworzeniu egzosomow, w zaleznosci od fadunku i typu komorki [Wei i in., 2021]
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1.2.3.2. Wlaczanie ladunku do egzosomoéw

Podobnie jak w procesie formowania ILV, tak jesli chodzi o wprowadzanie tadunku do
tych pecherzykéw proponuje si¢ na mechanizmy sortowania zalezne i niezalezne od ESCRT
[Villarroya-Beltri i in., 2014]. Proces tadowania cargo bedzie si¢ tez réznit w zaleznosci od
tego jaki rodzaj tadunku jest wprowadzany do pecherzykéw. Jesli chodzi o tadowanie biatek
wskazuje si¢ na znaczenie ich ubikwitynacji czy fosforylacji [Zuccato i in., 2007], ktore stuza
jako sygnal do transportu biatka do ciatek wielopecherzykowych, ktory to transport kontrolo-
wany jest przez kompleks ESCRT [Katzmann i in., 2002]. W przypadku wprowadzania do pe-
cherzykoéw kwasow nukleinowych, wydaje si¢, ze egzosomalne RNA nie sg fadowane w sposob
losowy. Badania transportowanego przez egzosomy RNA wskazuja, ze zawarto$¢ egzosomal-
nego RNA rozni si¢ od jego zawarto$ci w komorce rodzicielskiej [Pigati i in., 2010; Singh i in.,
2015; Garcia-Martin i in., 2022], co sugeruje, ze sortowanic RNA do egzosomow jest raczej
selektywne. Jako czynniki wptywajace na sortowanie RNA wskazuje si¢ takie elementy jak:
neutralna sfingomielinaza 2 (nSMaza2) [Kosaka i in., 2013], biatko AGO2 [Guduric-Fuchs i
in., 2012], biatka wigzace RNA [Statello i in., 2018] czy addycje 3'-koncowe nukleotydow
RNA [Koppers-Lalic, i in., 2014].

Sugeruje si¢ rowniez, ze regiony tratw lipidowych w blonie MVB sg zaangazowane w
proces wlaczania RNA do egzosomow. Zaproponowano selektywny, mechanizm tadowania
RNA do egzosomow, w ktorym posredniczg lipidy [Janas i in., 2015]. W tym modelu (Rysunek
8.), wigzanie czgsteczki RNA do regionu tratwowego btony ciatka wielopgcherzykowego na-
stepuje przed paczkowaniem blony MVB. RNA jest dostarczane na zewngtrzng (cytoplazma-
tyczng) powierzchni¢ blony MVB przez biatka wigzace RNA (RBP — ang. RNA-binding pro-
teins,) [Shurtleff i in., 2016; Lee i in., 2019; Fabbiano i in., 2020]. Sugeruje si¢, ze moze istnie¢
kilka roznych sposoboéw oddziatywania RNA z blong MVB [Janas 2020]:

(1) RNA moze wigzaé si¢ bezposrednio z regionem tratwy btonowej i oddzieli¢ si¢ od
biatka RBP,

(2) RNA moze wigzac¢ si¢ bezposrednio z regionem tratw btony i pozosta¢ zwigzane z bial-
kiem, lub

(3) RNA moze by¢ przylaczone do powierzchni blony przez wigzanie biatka niosacego
RNA z regionem tratwowym.

Na oddzialywanie RNA z regionami tratw lipidowych moze mie¢ rowniez wplyw obec-
nos$¢ specyficznych motywow nukleotydowych w sekwencji RNA, takich jak motywy egzoso-
mowe [Villarroya-Beltri i in., 2013] czy motywy tratwowe [Janas i in., 2020] omowione szerzej
w sekcji 1.3.3.

1.2.3.3. Interakcje egzosomow z komorkami docelowymi

Znajdujac sie nadal wewnatrz MVB, pecherzyki intraluminarne z zaladowanym cargo
transportowane sg w kierunku blony komorkowe;j z udziatem biatek z rodziny RAB (ang. Ras-
like proteins from rat brain). Po fuzji MVB z btong komorkowsg ILV uwalniane sg jako egzo-
somy do przestrzeni migdzykomoérkowej. Fuzja pecherzyka MVB z btong komorkowa regulo-
wana jest przez kompleks biatkowy SNARE [Darband i in., 2018; Turchinovich i in., 2016].
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Egzosomy, po wydostaniu si¢ z komorki, sg tymczasowo dostepne w przestrzeni mie-
dzykomorkowej i ptynach ustrojowych zanim dotrg do komorek docelowych [Darband i in.,
2018]. W wiazaniu si¢ egzosomow Z blonami komoérkowymi komoérek docelowych zaangazo-
wane sg biatka adhezyjne takie jak integryny i biatka ICAM (ang. IntraCellular Adhesion Mo-
lecule). Egzosomy mogg oddziatywac z komérkami docelowymi na kilka sposobow (Rysunek
9.): (1) Poprzez bezposrednie oddzialywanie biatek egzosomow z receptorami komorek biorcy,
(2) przez fuzje egzosomow z btong docelowej komorki, co prowadzi do uwolnienia zawartosci
pecherzykow do cytoplazmy, (3) przez internalizacj¢ egzosomow

=  Bezposrednie oddziatywanie biatek
EGZOSOMY

receptorowych  egzosoméw  z
>
/ N

receptorow w blonie egzosomalne
moze réznic si¢ w zaleznosci od
komérki wydzielajacej pecherzyki.

= Fuzja egzosoméw z btong komodrki
docelowe;j.

receptorami komorek biorcy. Profil
fuzja bton

= Internalizacja egzosomow moze
odbywa¢ si¢ na kilka sposobow:
przez endocytoze z udzialem
klatryny lub kaweoli, pinocytoze lub
fagocytoze.

KOMORKA
DOCELOWA

KOMORKA

Rysunek 9. Mozliwe interakcje egzosomow z komorkami docelowymi.
Schemat przygotowany na podstawie [Wesotowska i in., 2017]

1.2.4. Rola egzosomow w organizmie

Poczatkowo uwazano, ze zewnatrzkomorkowe pecherzyki blonowe, do ktorych zalicza
si¢ egzosomy, stanowia wylacznie mechanizm stuzacy do pozbywania si¢ niefunkcjonalnych
sktadnikow komorkowych, ktére to po zatadowaniu do wnetrza pecherzykow sa usuwane poza
komorke. Z czasem okazato si¢ ze ich rola jest bardziej znaczaca, a pecherzyki te zaangazowane
sg w szereg procesow fizjologicznych.

Bezposrednia funkcja egzosomow jest transport molekut powstajacych w komorce 1 ich
ochrona przed dziataniem czynnikéw srodowiska pozakomorkowego. Podobnie jak i inne ze-
wnatrzkomorkowe pecherzyki przenosza zroznicowane tadunki takie jak: biatka, rozne rodzaje
RNA (mRNA, miRNA, IncRNA), DNA (mtDNA, ssDNA, dsDNA) i lipidy, ktore moga by¢
transportowane do specyficznego typu komoérki i wymieniane migdzy komoérkami jako srodek
komunikacji miedzykomorkowej [Xu i in., 2016]. Pecherzyki te moga transportowac molekuty
na kroétkie lub dtugie dystanse w przestrzeniach zewnatrzkomoérkowych i ptynach ustrojowych
pozostajac stabilnymi jednostkami, co jest zwigzane z ich specyficznym sktadem lipidowym.
Obecnos$¢ na powierzchni egzosoméw rozmaitych czgsteczek adhezyjnych, takich jak inte-
gryny, tetraspaniny, czasteczki MHC, pozwala tym pecherzykom na interakcje z btonami ko-
morek docelowych [Darband i in., 2018].
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Posrednio, dostarczajac do miejsc docelowych rozmaite molekuty, egzosomy wplywaja
na wiele procesow w organizmie co zwigzane jest wlasnie z wptywem transportowanego przez
nie tadunku. Przyktady wptywu transportowanego przez egzosomy cargo zebrano w tabeli po-
nizej.

Tabela 1. Rola egzosomow w zaleznosci od przenoszonego tadunku.

Rodzaj
fadunku

Rola

miRNA » Indukcja angiogenezy — egzosomy wydzielane przez komérki nowotworowe transportuja
miRNA, ktore moduluje mikro§rodowisko nowotworu, prowadzac do powstawania nowych
naczyn krwiono$nych.

= Powstawanie przerzutow — nowotworowe miRNA moze by¢ transportowane przez egzosomy
na znaczne odleglosci, sprzyjajac inwazji nowotworowe;.

= Modulacja odpowiedzi immunologicznej skierowanej przeciwko nowotworowi —
egzosomalne miRNA moze wplywa¢ na hamowanie syntezy biatek odpowiedzialnych za
dziatanie przeciwko komoérkom nowotworowym.

MRNA = Transportowane przez egzosomy mRNA moze peli¢ funkcje regulatorowe w komorkach

biorcy.

biatka =  Egzosomy posrednicza w miedzykomorkowym transporcie biatek odpowiedzialnych za
prezentacj¢ antygendéw drugiej klasy (MHCII). Komoérki T zaréwno otrzymuja, jak i
dostarczajg informacje poprzez pgcherzyki zewnatrzkomorkowe.

= Transportowane w egzosomach bialtka biorg udziat w komunikacji mi¢dzykomoérkowej w
uktadzie nerwowym.

= W przypadku chorob neurodegeneracyjnych, za posrednictwem egzosomow, toksyczne

biatka moga rozprzestrzeniac si¢ do sasiednich komoérek nerwowych.

1.2.5. Wykorzystanie egzosomoéw terapii

W stanie homeostazy organizmu, poziom uwalnianych do r6znych ptynow ustrojowych
egzosomoOw stuzy eliminacji resztek komorkowych, a takze komunikacji miedzykomoérkowe;.
Zwigkszona i1los¢ lub sktad egzosoméw moze wskazywac na zmiany normalnego stanu fizjo-
logicznego [Maas i in., 2017; Rajagopal i in., 2018]. Stad egzosomy moga stanowi¢ biomarkery
stanow chorobowych. Ze wzgledu na to, ze pecherzyki te sg obecne praktycznie we wszystkich
ptynach ustrojowych, jest do nich stosunkowo tatwy dostep. Egzosomy wykorzystywane sa
m.in. w diagnostyce takich choréb nowotworowych jak: gruczolak przewodowy trzustki, rak
jamy ustnej, czy glejak wielopostaciowy [Xu i in., 2016; Liu i in., 2022], a takze chordb osrod-
kowego uktadu nerwowego [Fan i in., 2022]

Dzigki zdolnosci do przenikania przez bariery tkankowe, takze barier¢ krew-mozg, eg-
zosomy mogg znalez¢ rOwniez zastosowanie jako nosnik lekow czy innych czynnikow terapeu-
tycznych jak miRNA czy siRNA [Liu i in., 2015; Zhang i in., 2018]. Ich zastosowanie moze
umozliwi¢ przezwycigzenie pewnych problemow terapii, takich jak np.: niespecyficzne dostar-
Czanie czynnika terapeutycznego do tkanek lub komorek, pobudzanie immunogeniczno$ci
przez dostarczany lek lub jego no$niki (szczeg6élnie w przypadku powtarzalnego dawkowania)
czy ryzyko degradacji przez enzymy zewnatrzkomorkowe.
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1.3. RNA

Kwas rybonukleinowy (RNA) stanowi istotny czynnik w funkcjonowaniu wszystkich
organizméw zywych, tagcznie z niektorymi wirusami. Jako ze geny znajduja si¢ w jadrze ko-
morkowym, a synteza biatek zachodzi w cytoplazmie, RNA pehi role ,,strukturalnego po-
stanca”, posredniczac migedzy informacja zakodowana na DNA, a wytwarzaniem bialek, za$
poszczegblne rodzaje RNA odgrywajg unikalne role w regulacji tych procesow.

1.3.1. RNA w komorce

RNA jest polimerem zbudowanym z rybonukleotydéw potaczonych wigzaniami fosfo-
diestrowymi (migdzy atomem 3’ wegla jednego nukleotydu, a atomem 5’wegla sgsiedniego
nukleotydu) (Rysunek 10.). Przy weglu 2’ rybozy znajduje si¢ grupa hydroksylowa (-OH) co
odroznia ten zwigzek od cukru DNA — deoksyrybozy.
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Rysunek 10. Budowa RNA

A. Schemat czgsteczki RNA zbudowanej z czterech nukleotydow (zrodto: https://upload.wiki-
media.org/wikipedia/commons/3/38/RNA_polinukleotido.PNG). B. Schemat wigzan wodoro-
wych migdzy cytozyng a guaning. Zmodyfikowano z [Brown, 2009].

Czasteczki RNA zwykle zbudowane sg z pojedynczej nici (za wyjatkiem dwuniciowego
RNA wystepujacego u niektoérych wirusow) o strukturze podobnej do struktury DNA typu A.
Dzigki tworzeniu si¢ wigzan wodorowych migdzy parami zasad (Rysunek 10. B), a takze innym
czynnikom (kationy metali dwuwarto$ciowych, interakcje z biatkami czy alternatywny spli-
cing), tancuch RNA moze ulec sfatldowaniu. W wigzaniu wodorowym atom wodoru moze staé
si¢ wspolny dla dwoch innych atoméw. Donorem wodoru w komplementarnych zasadach RNA
1 DNA jest atom azotu, kowalencyjnie zwigzany z atomem wodoru, za§ akceptorem wodoru
jest tlen lub azot. Wigzanie migdzy nukleotydami A z U oraz C z G czyli parami zasad Wat-
son’a-Crick’a zwane jest parowaniem kanonicznymi, przy czym wigzania wodorowe moga
tworzy¢ si¢ rowniez migdzy innymi parami np. G i U (parowanie niekanoniczne).
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Utworzone przez pary zasad fragmenty dwuniciowe, jak rOwniez pozostale fragmenty
jednoniciowe aranzuja sfatdowanie czasteczki RNA (Rysunek 11). Do podstawowych moty-
wow struktury drugorzgdowej RNA mozna zaliczy¢:

(1) Trzon (ang. stem) — motyw dwuniciowej helisy utworzonej przez fragmenty nukleoty-
dow o komplementarnych sekwencjach, sparowanych wigzaniami wodorowymi.

(2) Wybrzuszenie (ang. bulge) — moze powsta¢ kiedy we fragmentach helikalnych RNA
pojawi si¢ jeden lub kilka niesparowanych nukleotydow.

(3) Petla wewnetrzna (ang. internal loops) — utworzona przez fragmenty nici o niesparowa-
nych nukleotydach oskrzydlone fragmentami dwuniciowymi.

(4) Petla spinki do wlosow (ang. hairpin loop) — zbudowana jest z petli terminalnej (ang.
apical loop) — kilkunukleotydowego fragmentu jednoniciowego taczacego dwa komple-
mentarne fragmenty RNA. Do petli zwykle przylega fragment dwuniciowy trzonu (ang.
stem).

(5) Jednoniciowe odcinki zawierajace konce czasteczki RNA, ktore moga przyjmowac cza-
sem forme petli koncowej (ang. external loop).

petla
wewngtrzna odcinek
trzon jednoniciowy
1 2%3 1
099 ® e o
petla ) 00000000 0000 000 000000000
spinkido | @ P Ll
o 00000000 ..... ....'... 5’

wioséw 09 0® Eg® =
wybrzuszenie

Rysunek 11. Schemat gléwnych motywow struktury drugorzedowej RNA.
Zmodyfikowano z [Flores i in., 2018]

1.3.2. Funkcje egzosomalnego RNA

RNA transportowane przez egzosomy odgrywa role zarowno w warunkach prawidto-
wego funkcjonowania organizmu jak i stanach chorobowych. Egzosomalne miRNA posredni-
czac w komunikacji migdzykomoérkowej, o krotkim jak i odlegtym zasiggu, moze oddziatywaé
w r6znych fizjologicznych 1 patologicznych procesach, poprzez wplyw na parakrynne i endo-
krynne szlaki [Turchinovich i in., 2016].

W warunkach fizjologicznych egzosomalne mRNA czy miRNA moga stuzy¢ komuni-
kacji komorkowej np. w synapsach immunologicznych czy komunikacji komorkowej uktadu
sercowo-naczyniowego. Z kolei w przypadku wystgpienia choroby nowotworowej, €gz0so-
malne miRNA mogg by¢ dostarczane do komorek biorcy zarowno w mikrosrodowisku guza
jak 1 by¢ transportowane do odleglych miejsc w organizmie, gdzie beda wplywaty na regulacje
ekspresji docelowych gendow, promowanie angiogenezy i przerzuty [Hu i in., 2020].
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1.3.3. Motywy egzosomowe i tratwowe w RNA

Jak juz wspomniano wcze$niej, specyficzne motywy w sekwencji nukleotydowej RNA
moga mie¢ wptyw na regulacje tadowania RNA do egzosomow. Na przestrzeni lat badacze
izolowali RNA transportowane przez egzosomy aby analizujac sekwencje tych egzosomowych
RNA, dowiedzie¢ si¢ czy istniejg uktady sekwencji nukleotydow, ktdore moga promowaé wpro-
wadzanie RNA do egzosomow.

Wiasnie takie krotkie sekwencje nukleotydowe w tancuchu RNA, ktore wystepowaty
liczniej w egzosomalnym RNA w poréwnaniu z RNA komoérkowym, hazwano motywami eg-
zosomowymi (ang. EXOmotifs) [Villarroya-Beltri i in., 2013]. W egzosomalnym RNA pocho-
dzacym z roznych komoérek badacze wykazali wystepowanie réznych motywow, ktorych przy-
ktady zebrano w tabeli ponize;j.

Tabela 2. Przyklady motywéw RNA oznaczonych w egzosomalnych RNA

Odniesienie
Typ RNA Motywy RNA Material/ metod .
yp © atetiali metoda literaturowe
mRNA i | ACCAGCCU, CAGUGAGC, | metody bioinformatyczne Batagov i in.,
IncRNA UAAUCCCA 2011
miRNA GGAG, UGAG, CCCU, | egzosomy pochodzace z limfoblastow T | Villarroya-Beltri i
uccu in., 2013
miRNA CCCG, CCCT egzosomy pochodzace z zarazonych he- | Hoshina i in.,
sperwirusami komorek chloniaka 2016
miRNA GGCU egzosomy pochodzace z hepatocytow Santangelo i in.,
2016
IncRNA UGUUUU, CCcUcCcCC egzosomy z komorek raka prostaty Ahadiiin., 2016

W 2013 r. zesp6t Villarroya-Beltri zidentyfikowal cztery krotkie motywy sekwencyjne
(GGAG, UGAG, CCCU 1 UCCU) obecne w koncowym regionie sekwencji miRNA, ktore
wskazano jako czynniki wspierajace tadowanie RNA do egzosomdéw w ludzkich pierwotnych
limfocytach T. Motywy te byly rozpoznawane przez biatko hnRNPAs2B1, ktore wigzato si¢ do
miRNA i kontrolowato jego tadowanie do egzosomow [Villarroya-Beltri i in., 2013].

Zaproponowane zostaly rowniez tzw. motywy tratwowe (ang. raft-motifs) czyli mo-
tywy, ktore potencjalnie mogg promowac wigzanie si¢ RNA z regionem tratw lipidowych bton
liposomalnych [Janas i in., 2020]. Po przeprowadzeniu selekcji ologonukleotydow RNA, ktore
wykazywatly najlepsze wigzanie z liposomami zawierajacymi regiony tratw lipidowych, znale-
ziono czteronukleotydowe sekwencje: CCCU, UCCC, CUCC oraz UUGU. Sekwencje te byly
najczesciej pojawiajacymi si¢ motywami nukleotydowymi zarowno w wyselekcjonowanych
aptamerach RNA jak i egzosomalnych miRNA, ktore przenoszone sa w egzosomach z komorek
nowotworowych do komérek odpornosciowych [Janas i in., 2020].
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1.3.4. Aptamery RNA

Aptamery RNA s3 to albo mate jednoniciowe oligonukleotydy, sktadajace si¢ z 20 do
100 nukleotydéw. Sa one selekcjonowane na podstawie $cistlego wigzania si¢ z okreslonymi
celami molekularnymi. Aptamery RNA sa generowane in vitro w procesie zwanym ,,systema-
tyczng ewolucja ligandow w technologii wzbogacenia wyktadniczego” (SELEX — ang. Syste-
matic Evolution of Ligands by Exponential Enrichment). W metodzie tej pula losowych se-
kwencji RNA przechodzi szereg rund selekcji, dzigki czemu otrzymuje si¢ sekwencje o wyso-
kim powinowactwie do wybranej czasteczki docelowej [Wang i in., 2020].

Stosunkowo niewielki rozmiar aptamerow (przecigtny aptamer jest okoto 10 do 15 razy
mniejszy niz przeciwciato monoklonalne) stanowi zalet¢ wykorzystania tych oligonukleotydow
zardwno w celach diagnostycznych, jak i terapeutycznych. Jesli chodzi o diagnostyke kliniczng
zastosowania aptameréw moze zapewni¢ korzysci, takie jak wysoka specyficznosé i selektyw-
nos$¢, fatwos¢ syntezy oraz stosunkowo niskie koszty produkcji w pordwnaniu z przeciwciatami
wytwarzanymi z surowicy zwierzgcej [Lin i in., 2021]. Aptamery wigzace si¢ do biatek btony
komoérkowej moga by¢ internalizowane do komorek 1 stuzy¢ jako no$niki lekow, ktore charak-
teryzuja si¢ niska immunogennoscia, mniejszymi rozmiarami niz przeciwciata i zdolnoscia ad-
aptacji do produkcji chemicznej [Tanaka i in., 2021].

1.4, SPEKTOROSKOPIA FLUORESCENCYJNA

Metody spektroskopii fluorescencyjnej znajduja szerokie zastosowanie w badaniach
biologicznych [Lichtman i in., 2005; Algar i in., 2019]. Wykorzystujac specyficzne sondy flu-
orescencyjne, ktore wigzg sie selektywnie z danymi celami molekularnymi, mozliwe jest obra-
zowanie struktur komoérkowych, monitorowanie oddziatywan miedzy biatkami wewnatrz ko-
morek, czy tez molekut oddziatujacych z btonami biologicznymi. Czgsteczki sond fluorescen-
cyjnych zawierajg fluorofory (zwykle ztozone z pierScieni aromatycznych), ktore majg zdol-
nos¢ absorpcji energii i jej emisji przy charakterystycznej dtugosci fali.

Podczas naswietlania sondy fluorescencyjnej oddziatywanie fotonéw z molekutami flu-
oroforu powoduje absorpcj¢ kwantu energii poprzez fluorofor 1 wzbudzenie elektronow walen-
cyjnych fluoroforu ze stanu podstawowego (So) do wyzszych poziomoéw energetycznych S1
lub S2). Obraz wzglgdnego rozmieszczenia poziomow energii elektronéw czasteczki fluoroforu
przedstawia diagram Jabtonskiego na rysunku 12. Wzbudzone elektrony nie pozostaja w takim
stanie zbyt dtugo, lecz spontanicznie powracaja do bardziej stabilnego stanu podstawowego
(So). Niektore wzbudzone molekuty powracaja do stanu podstawowego emitujgc nadmiar ener-
gii w postaci fluorescencji. Jesli w uktadzie znajdzie si¢ drugi fluorofor, czg$¢ energii emisji
moze by¢ przekazana na t¢ drugg sonde (moze zajs¢ zjawisko FRET).
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S, A FRET

\ Relaksacja (10 s)
Sl \
A1
Wzbudzenie
(10™s)
thf \ hvakc
So < Ao

Rysunek 12. Diagram Jablonskiego z rezonansowym przeniesieniem energii Forstera (FRET).

Skroty uzywane na rysunku oznaczaja: So — stan podstawowy fluoroforu; S1i S; — Stany wzbu-
dzone fluoroforu; hva— energia wzbudzenia absorbowana przez fluorofor; hve— energia fluore-
scencji fluoroforu; hvake — enerfia fluorescencji akceptora; FRET - przeniesienie energii z jed-
nego fluorofor na drugi (akceptor); A; — stan wzbudzony akceptora; Ao — stan podstawowy ak-
ceptora. Schemat przygotowano na podstawie [Lakowicz, 2006].

Zjawisko rezonansowego przeniesienia energii wzbudzenia fluorescencji (FRET ang.
Forster Resonate Energy Transfer) migdzy dwoma sondami zachodzi, kiedy widmo emisji jed-
nej sondy (donora), pokrywa si¢ z widmem wzbudzenia drugiej sondy (akceptora), a odlegtos¢
mig¢dzy nimi nie jest wigksza niz 10 nm. Dzigki zjawisku FRET mozliwe jest badanie poziomu
oddzialywania migdzy molekutami z dotaczonymi do nich sondami fluorescencyjnymi. Dane
literaturowe wskazuja, ze pomiary fluorescencyjne oparte o zjawisko FRET moga by¢ wyko-
rzystywane do badan oddzialywania czasteczek RNA z btonami lipidowymi [Kamat i in., 2015;
Liniin., 2017; Janas i in., 2020; Janas i in., 2021].
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- BADANIA WLASNE -

2. ZALOZENIA I CELE PRACY

Transport molekut za posrednictwem egzosomow jest istotnym procesem w komunika-
cji miedzykomodrkowej. Z kolei idea zaangazowania egzosomow jako naturalnych nosnikow
czynnikow terapeutycznych (np. miRNA) stanowi atrakcyjng perspektywe w wykorzystaniu
ich w terapii. Pojawiajace si¢ na przestrzeni lat propozycje opisu tadowania RNA do egzoso-
méw, weigz nie wyjasniajg w satysfakcjonujacy sposob mechanizmu tego procesu. Istniejg
dwie gtéwne hipotezy co do tego, w jaki sposéb RNA wprowadzane jest do egzosomow:

(1) Wedtug pierwszej, tadowanie RNA zachodzi poprzez oddziatywanie miedzy komplek-
sem biatek wigzacych RNA (wraz z przytaczonym do niego RNA), a btong ciatek wie-
lopecherzykowych.

(2) Wedtug drugiej hipotezy, wprowadzanie RNA do egzosoméw, moze odbywac si¢ przez
bezposrednig interakcje pomiedzy czasteczka RNA, a regionem tratw lipidowych blony
ciatek wielopecherzykowych.

Odnoszac si¢ do tej drugiej hipotezy, sugeruje si¢, ze selektywne wigzanie RNA z blong
ciatek wielopecherzykowych moze by¢ regulowane przez aktywno$¢ regionu tratwowego w
btonie MVB oraz obecno$cig motywéw RNA w sekwencji nukleotydowej wprowadzajacych
RNA. W tej pracy podjeto si¢ zbadania znaczenia tych czynnikéw w interakcji RNA-btona.

Celem pracy byto lepsze poznanie mechanizmu oddzialywania RNA z btong pecherzy-
kow lipidowych, jako elementu procesu tadowania RNA do egzosomow i okreslenie znaczenia
czynnikow, ktore moga regulowa¢ poziom oddzialywania RNA-blong. Analizowanymi czyn-
nikami byly: domeny tratwowe btony lipidowej, motywy sekwencyjne RNA oraz elementy
struktury drugorzedowej RNA.

W zwigzku z tym sformutowano nastgpujace hipotezy badawcze:

I.  Aptamery RNA majg zdolno$¢ do bezposredniego oddzialywania z regionem tratw li-
pidowych blony pecherzykow.

Il.  Oddziatywanie aptamerow RNA z btong regulowane jest przez specyficzne sekwencje
nukleotydowe (motywy RNA).

I1l.  Obecno$¢ motywow struktury drugorzedowej moze regulowac poziom powinowactwa

RNA-btona.

W celu weryfikacji postawionych hipotez badawczych zaplanowane zostaty nastgpujace
zadania badawcze:

1) Identyfikacja motywow strukturalnych oraz sekwencyjnych oraz ich lokalizacji w ba-
danych aptamerach RNA.

2) Pomiar statej dysocjacji (Kp) dla oddziatywania aptamerow RNA z btonami modelo-
wymi oraz z btonami egzosomow.

3) Weryfikacja znaczenia tratw w procesie oddzialywani RNA z btonami.

4) Przeprowadzenie analizy dotyczacej istnienia korelacji migdzy powinowactwem bada-
nych aptameréw RNA do bton lipidowych, a wystgpowaniem motywow strukturalnych
1 sekwencyjnych w czasteczkach RNA.
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3. MATERIALY I METODY

3.1. MATERIALY

3.1.1. Roztwory podstawowe i bufory

W opisach przygotowywanych roztworéw uzywana woda HyPure Molecular Biology
Grade Water (ThermoFisher Scientific) oznaczana jest jako ,,H-O HPW?”, zas woda destylo-
wana i przefiltrowana w aparacie do oczyszczania wody Simplicity® UV Water Purification
System (Millipore) oznaczana jest jako ,,H20 ultraczysta”. Podane w nawiasach kwadratowych
warto$ci stezen oznaczaja st¢zenia koncowe poszczegdlnych sktadnikoéw w przygotowanych
roztworach.

Roztwory soli
Roztwory soli: NaCl [50 mM], MgCl> [5 mM], CaCl. [2 mM] przygotowano z odczyn-
nikéw firmy Chemipur w H2O HPW i przefiltrowano prézniowo do sterylnych butelek
przez filtry 0,1 pm (VWR). Przechowywano w lodéwce w -4°C.

Roztwor HEPES pH 7,0
Sktad: HEPES (Sigma Aldrich HEPES >99.5 %) [1 M], H2O HPW. Roztw6r doprowa-
dzony zostal do pH 7 przez miareczkowanie zasada azotowg NaOH [0,087 M]. Prze-
chowywano w -4°C.

Roztwor Mocznika
Sktad: Urea High Purity M = 60,01 g/mol (VWR) [18,7 M], H20 ultraczysta.
Mocznik rozpuszczono w H20 HPW w zlewce umieszczonej w cieplej tazni wodnej, a
nastgpnie przefiltrowano do sterylnej butelki przez filtr 0,1 pm (VWR) 1 przechowy-
wano w -4°C. Roztwor mocznika stuzyt do przygotowania roztworu akrylamidu z mocz-
nikiem.

Roztwor bromku etydyny [0,5 mg/mL]
Sktad: Bromek etydyny (Sigma Aldrich), Bufor TBE 10x (VWR).
Roztwor przygotowywano kazdorazowo przed uzyciem. Stuzyt do wizualizacji DNA
na zelu poliakrylamidowym po PCR w matej skali i elektroforezie.

Roztwor 8% Akrylamidu z 7M Mocznikiem
Sktad: Acryl/Bis 19:1 (VWR) [8%], Bufor TBE 10x (VWR) [1X], Mocznik [7M], H20
ultraczysta.
Roztwér przefiltrowano w do sterylnej butelki przez filtr 0,2 pum (VWR) 1 przechowy-
wano w -4°C. Roztwor stuzyt do przygotowania denaturujgcych zeli poliakrylamido-
wych do elektroforetycznego oczyszczania produktow transkrypcji.
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Roztwor 8% Akrylamidu bez mocznika
Sktad: Acryl/Bis 19:1 (VWR) [8%]; Bufor TBE 10x (VWR) [1X], H20 ultraczysta.
Roztwor przefiltrowano w do sterylnej butelki przez filtr 0,2 um (VWR) i przechowy-
wano w -4°C. Roztwor stuzyt do przygotowania zeli poliakrylamidowych niedenaturu-
jacych przy elektroforezie produktow PCR w matej skali.

Roztwér APS [10%]
Sktad: Ammonium persulfate Proteomic grade, M = 228,19 g/mol (VWR) [10%], H20
(HPW).
Przygotowany roztwor byt porcjowany i przechowywany w zamrazalce (-20°C). Stuzyt
do inicjacji polimeryzacji akrylamidu przy przygotowywaniu zeli do elektroforezy.

Roztwor octanu sodu NaOAc [3M] i [0,3M]
Sktad: Octan sodu hydrat CH:COONa * 3H.0, M =136,08 g/mol (Chemipur), H.O
HPW.
Roztwoér po przygotowaniu byt przechowywany w -4°C. Roztwor [3M] byt uzywany do
wytrgcania DNA po PCR. Roztwor [0,3 M] byt uzywany do wytracenia RNA po tran-
skrypcji.

Bufor RNA
Sktad: HEPES pH 7,0 [50 mM], NaCl [50 mM], MgCl. [5 mM], CaCl, [2 mM], H20
HPW.
Po przygotowaniu bufor RNA byt przechowywany w temperaturze pokojowej 20°C.
Bufor stuzyt do preparacji liposomow, elucji kolumny chromatograficznej przy oczysz-
czaniu egzosomow, w tym buforze rowniez prowadzone byly badania oddziatywania
RNA z btonami lipidowymi.

Bufor RNA 10x
Sktad: HEPES pH 7,0 [500 mM], NaCl [500 mM], MgCL: [50 mM], CaClz [20 mM],
H20 HPW.
Dziesigciokrotnie stezony bufor RNA po przygotowaniu byl przechowywany w tempe-
raturze pokojowej 20°C. Byt dodawany do RNA podczas fatdowania.

Bufor do elektroforezy TBE (Tris-borate-EDTA)[1X]
Sktad: TBE 10x (VWR), H20 ultraczysta
Bufor byl przygotowywany kazdorazowo przed przeprowadzang elektroforezg zar6wno
w warunkach denaturujacych jak i nie denaturujacych.

Bufor obciazajacy do elektroforezy RNA [2x]

Sktad: EDTA [50 mM], mocznik [9 M], TBE [1x], sacharoza [0,4 mg/mL], biekit bro-
mofenolowy [0,5 mg/mL], H.O HPW.

Mieszaning sktadnikoéw z dodatkiem NaOH (5,6 %v/v) podgrzano z mieszaniem w cie-
ptej fazni wodnej do rozpuszczenia. Po przygotowaniu, roztwoér byt przechowywany w
-4°C. Bufor byt dodawany do probek RNA po transkrypcji przed natozeniem do kieszo-
nek w zelu poliakrylamidowym. Wzory i szybkosci migracji markerow blekitu bromo-
fenolowego podano w tabeli ponizej.
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Bufor obciagzajacy 6X Loading Dye (Fermantas)
Sktad: Tris-HCI [10 mM] (pH 7,6), bigkit bromofenolowy [0,03 %], cyjanol ksylenu FF
[0,03 %], glicerol [60 %], EDTA[60 mM].
Odczynnik byt gotowa mieszaning o podanym wyzej sktadzie. Przechowywany byt w -
20°C. Byl uzywany jako bufor obcigzajacy do probki w czasie PCR w matej skali.
Wzory 1 szybkosci migracji markeréw elektroforetycznych podano w tabeli ponize;.

Tabela 3. Markery elektroforetyczne uzywane w badaniach

Szybkos¢ migracji w 8% zelu
poliakrylamidowym [Sambrook i
Nazwa odczynnika | Masa molowa Wz6r strukturalny in., 2001]
denaturujacym nledena;tlumj acy
Blekitu 691,94 g/mol 20 nt 45 pz
bromofenolowy
Ci9HoBr4OsS
(bromophenol blue)
Cyjanol 538,62 g/mol 74 nt 160 pz
ksylenu
C25H27N2NaOsS2
(xylene cyanol FF)
3.1.2. Zele

Zel poliakrylamidowy denaturujacy
Sktad: Roztwor [8%] Akrylamidu z Mocznikiem [7M] 30 mL, APS [10%] 300 pL,
TEMED (M= 116,21 g/mol) (VWR) 30 pL.
Mieszaning zelowa przygotowywano kazdorazowo przed elektroforezg denaturujaca
przygotowywano w objetosci 30,33 mL na jedna plytke Zzelowa. Zel stuzyt do oczysz-

czenia RNA po transkrypcji.

Zel natywny, nie denaturujacy”

Sktad: Roztwor [8%] Akrylamidu, APS [10%], TEMED
Zel stuzyt do rozdziahu produktéw PCR w matej skali i okre$lenia na tej podstawie ilosci

cykli dla PCR w duzej skali.

* Zel natywny nie zawiera czynnika denaturujgcego (mocznika), dlatego DNA zachowuje swoja dwuniciows
struktur¢. Rozdziat na tym zelu jest niezalezny od rozmiaru molekutly, za$ zalezny od masy czasteczkowe;.
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3.1.3. Enzymy

Polimeraza DNA
Polimaraza GoTaq® DNA (5u/pL) byta czescig zestawu GoTaq® PCR Core System |
(Promega)

Polimeraza RNA T7 oraz DNAza
Enzymy pochodzity z zestawu AmpliScribe™ T7-Flash™ High Yield Transcription Kit
(Lucigen).

3.1.4. Oligonukleotydy
3.1.4.1. Aptamery RNA

Oryginalne aptamery RNA pochodzity z selekcji przeprowadzonej przez prof. dr hab.
Teres¢ Janas wykonanej metoda SELEX [Janas i in., 2020]. Analizowana baza aptamerow
RNA sktadata si¢ z 148 oligonukleotydow RNA (wszystkie sekwencje znajduja si¢ w zalacz-
niku 1). Oligonukleotydy mialy przewaznie dlugos¢ 91 lub 111 nukleotydoéw (z kilkoma krot-
szymi wyjatkami). W sekwencjach mozna byto wyrdézni¢ 50-nukleotydowy lub 70-nukleoty-
dowy region losowy oraz fragmenty state przy koncach 51 3’.

Cala baza 148 sekwencji RNA byta przeszukana pod wzgledem wystepowania moty-
wow RNA, za$ do przeprowadzonych badan eksperymentalnych wykorzystano 19 réznych oli-
gonukleotydow z tej puli, ktorych sekwencje zestawione sg w tabeli ponizej. Aptamery z selek-
cji prof. Janas przechowywane byly w zamrozeniu jako wodne roztwory plazmidowego DNA
lub DNA po PCR, dlatego przed wykorzystaniem ich do pomiarow wykonywano reakcje PCR
(dla plazmidéw DNA) oraz transkrypcje. Opis wszystkich tych metod znajduje si¢ w rozdziale
3.2.3.

Tabela 4. Sekwencje RNA badanych aptamerow i ich formy przechowywania.

Sekwencje state przy koncach 5° 1 3’ zostaty zapisane kursywa i podkreslone. Ciag dalszy tabeli
na nastepne;j stronie.

Nr Sekwencia Forma prze-
RNA ] chowywania

5’-

10 GGGACGACGAUGACACGAUAGUGAAAGGAGUCGUACUUUCUCUUCGUGU lazmid DNA
GUGUGCCUCGUCUUCUUCUCCCGUUUGUCUCCCCUUUCGCUCAUACGCC P

GAUCACAUGACCA -3’

5’-

13 | GGGACGACGAUGACACGAUAAGUGCUUCUAUGGGUUUGCAGUAAGUUCG | DNA-PCR

UGUCUGGACCUUUCCCUUCGUCAUACGCCGAUCACAUGACCA-3’

5’-

19 GGGACGACGAUGACACGAUACCGC CCUUGCUCGUUUCGGAUCCcCUCCAUU DNA-PCR

CCUUGCUGAAGUCGUCCUAUCGCUCAUCCAUCCUCAUGUUCAUACGCCG

AUCACAUGACCA-3’
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5’-
GGGACGACGAUGACACGAUAGCCCGUAAUGUGGGUUGGUUCUCUACGUUC

20 | AACGCUCGUUCUUACUCGUAUCCCACAAUCUAACCCUGCCCAUACGCCGA | P1Zmid DNA
UCACAUGACCA-3’
5

o4 | GBGACGACGAUGACACGAUACGCACUUACUAUGGCCCOUGUGBUUGCGAA | |
CCUUCCCUUCCCCUGUGUCAUGAUGAGAUCGGUCUUCUGGCAUACGCCG |P
AUCACAUGACCA-3’
5

34 | GGGACGACGAUGACACGAUAAGUUGUGUUGACCUAGCGUAUUAACUGGU | DNA-PCR
CCGUCUUUGAUAGCGUUGCGUCAUACGCCGAUCACAUGACCA-3’
5

54 | GGGACGACGAUGACACGAUACCCCUUCGCCCCUUCCUUGUUACACUAUCC | plazmid DNA
UCCAUUGUACUCCCUUCCUGCAUACGCCGAUCACAUGACCA-3’
5

50 | GGGACGACGAUGACACGAUAGCGCUAUUCCCCUCUGGCGUUCGUCUCAAC | plazmid DNA
GUCUGGCCAAGACCCGAUAUACAUACGCCGAUCACAUGACCA-3’
5

64 | GGGACGACGAUGACACGAUAUGUAGGAUGACGGUCCACCUAUUAUUCGU | DNA-PCR
GCCCUAUUUCUUCCUUGCGUCAUACGCCGAUCACAUGACCA-3’
5

78 | GGGACGACGAUGACACGAUAUUGCUCUAGUGAUCCACUUGCGUCUAUUGA | DNA-PCR
GCGGCCUUUGCCACGGGUCACAUACGCCGAUCACAUGACCA-3’
5

90 | GGGACGACGAUGACACGAUAAACGAUUAGUGGAGUUUACCUUCUCAUUU | plazmid DNA
GUCGGGUCACUUCGGCAAGUGCAUACGCCGAUCACAUGACCA-3’
5

o3 | GEGACGACGAUGACACGAUAUCCGUCAAGGCGCOUUGCAAAUCCCGAGEU | o\ 1on
CUGUAUUUUCUUCGUUAGUCCUGCACAUUCUCCCUCGAACCAUACGCCG
AUCACAUGACCA-3’
5

102 | GGGACGACGAUGACACGAUACCAAUACCAUGGAUUGGUCCCUUUAUCCAG | plazmid DNA
CUUCUUAACCCUUACCUGUUCAUACGCCGAUCACAUGACCA-3’
5

109 | GGGACGACGAUGACACGAUAACGCGACAGGGUCUGACAGGCGUCUCCUUC | plazmid DNA
CCUUUUGCAUAAUCUCCCGUCAUACGCCGAUCACAUGACCA-3’
5

111 | GGGACGACGAUGACACGAUACUAUCAGAAUAAUGUGUUCUUUGGUUCUG | plazmid DNA
UGCACACGCUGUUUCAGGGCUCAUACGCCGAUCACAUGACCA-3’
5

119 | GGGACGACGAUGACACGAUAUUUUCCCUCAUGUAUUCGUAUUGGCCGUUG | plazmid DNA
UCCCUGCUCAUCCCCUGGUCAUACGCCGAUCACAUGACCA-3’
5

145 | GGGACGACGAUGACACGAUAGACAUAUAUUGGGUGCUGUCGACGUGUUU | plazmid DNA
AUUAAUCGCCUUUUGCAUACGCCGAUCACAUGACCA-3’
5

146 | GGGACGACGAUGACACGAUAAUGUGAGGAGUCGCGGUUUCUUCUGGUUU | plazmid DNA
UGGUCCCAUUGGCCGAGUCAACAUACGCCGAUCACAUGACCA-3’
5

157 | GGGACGACGAUGACACGAUAUGUACCAUGGCAUAUCAGCUCACAUUCUUC | DNA-PCR

CUGCGCCCUCCUCCCCUGCUCAUACGCCGAUCACAUGACCA-3’
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Wybrane aptamery byly wykorzystywane do badan w czterech uktadach:

(1) Wszystkie 19 aptamerow stuzyto do badania ich odzialywanie z liposomami tratwo-
wymi (LUVRrarT)

(2) Dla 16 aptameréow RNA o numerach: 10, 13, 19, 20, 24, 34, 54, 59, 64, 78, 90, 93, 102,
109, 146 1 157 badano ich oddziatywanie z liposomami nie-tratwowymi (LUV porc)

(3) Dla 10 aptameréw o numerach: 10, 13, 19, 24, 54, 64, 78, 90, 93 i 102 badano ich
oddziatywanie z egzosomami

(4) 6 aptameréw o numerach: 10, 13,90, 102, 111 i 145 stuzyto jako baza do przygotowania
mutantow.

3.1.4.2. Mutanty RNA

Mutanty RNA zostaty zaprojektowane na bazie oryginalnych sekwencji aptameréw
RNA z wprowadzonymi modyfikacjami (opis wprowadzonych modyfikacji znajdujg si¢ w sek-
cji 3.2.4.1.). Przygotowano w sumie 25 mutantow bedacych modyfikacjami 6 oryginalnych ap-
tameréw: RNA 10, RNA 13, RNA 90, RNA 102, RNA 1111 RNA 145, sekwencje wszystkich
mutantow zostaly podane w tabeli ponizej. Mutanty zostaty zamowione jako oligonukleotydy
DNA w Integrated DNA Technologies, BVBA (Belgia) i dostarczone w formie liofilizowanej
(sekwencje DNA podano w tabeli). Mutanty RNA otrzymane zostaty poprzez transkrypcje in
vitro, opis metod znajduje si¢ w sekcji 3.2.4.2.

Tabela 5. Sekwencje RNA i DNA badanych mutantéw
Sekwencje state przy koncach 5’ i 3° RNA zostaly wyr6znione kursywa i podkresleniem. Od-
wrotnie komplementarne do RNA sekwencje zamowionych DNA zestawione sg po prawej stro-
nie tabeli. Ciag dalszy tabeli znajduje si¢ na nastepnej stronie.

RTIrA Docelowa sekwencja RNA Sekwencja zaméwionego DNA

10A | 5- TGG TCA TGT GAT CGG CGT ATG AGC
GGGACGACGAUGACACGAUAGUGAAAGGAGC | GAA AGG GGA GAC AAA CGG GAG
CCUACUUUCUCUUCGUGUGUGUGCcUcGUC | AAG AAG ACG AGG CAC ACA CAC
UUCUUCUCCCGUUUGUCUCCCCUUUCGCUCA ggﬁg&GT”é’éATgAci?gg%chcc
UACGCCGAUCACAUGACCA-3’

10B | 5°- TGG TCA TGT GAT CGG CGT ATG AGG
GGGACGACGAUGACACGAUAGUGAAAGGAGC | GGC GAA AGG GGA GAC AAA CGG
CCUACUUUCUCUUCGUGUGUGUGCCUCGUC | GAG AAG AAG ACG AGG CAC ACA
UUCUUCUCCCGUUUGUCUCCCCUUUCGCCCC g?TC Sgﬁgﬁfﬁ;@%ﬁgfﬁggf cGT
UCAUACGCCGAUCACAUGACCA-3’ cce

10C | 5- TGG TCA TGT GAT CGG CGT ATG AGC
GGGACGACGAUGACACGAUAGUGAAAGGAGU | GAA AGG GGA GAC AAA CGG GAG
CCCUACUUUCUCUUCGUGUGUGUGCcUCGUC | AAG AAG ACG AGG CAC ACA CAC
UUCUUCUCCCGUUUGUCUCCCCUUUCGCUCA ??gf&i’;‘gggg}gg?@g%gg; coc
UACGCCGAUCACAUGACCA-3’

10D | 5°- TGG TCA TGT GAT CGG CGT ATG AGC
GGGACGACGAUGACACGAUAGUGAAAGGAGC | GAA AGG GGA GAC AAA CGG GAG
UCCCACUUUCUCUUCGUGUGUGUGCCUCGUC | AAG AAG ACG AGG CAC ACA CAC
UUCUUCUCCCGUUUGUCUCCCCUUUCGCUCA ??éf&i’%é’é%?gfﬁc%? C%CTT o
UACGCCGAUCACAUGACCA-3’

-35-




13A

5’-

GGGACGACGAUGACACGAUAAGUGCUUCUAU
GGGUUUGCAGUAAGUUCGUGUCUGGACCUU
UACCUUCGUCAUACGCCGAUCACAUGACCA-3’

GGT CAT GTG ATC GGC GTA TGA CGA
AGG TAAAGG TCC AGA CAC GAACTT
ACT GCAAAC CCATAG AAG CACTTA
TCG TGT CAT CGT CGT CCC

13B

5’-
GGGACGACGAUGACACGAUAAGUGCUUCUAU
GGGUUUGCAGUAAGUUCGUGUCUGGACCUU
UCCUUCGUCAUACGCCGAUCACAUGACCA-3’

TGG TCA TGT GAT CGG CGT ATG ACG
AAG GAAAGG TCCAGA CACGAACTT
ACT GCA AAC CCATAG AAG CACTTA
TCG TGT CAT CGT CGT CCC

90A

5’-

GGGACGACGAUGACACGAUAAACGAUUAGUG
GAGUUUACCUUCUCAUAUGUCGGGUCACUU
CGGCAAGUGCAUACGCCGAUCACAUGACCA-3’

GGT CAT GTG ATC GGC GTA TGC ACT
TGC CGA AGT GAC CCG ACA TAT GAG
AAG GTA AAC TCC ACT AAT CGT TTA
TCG TGT CAT CGT CGT CCC

90B

5’-
GGGACGACGAUGACACGAUAAACGAUUAGUG
GAGUUUACCUUCUCAUGUCGGGUCACUUCG
GCAAGUGCAUACGCCGAUCACAUGACCA-3’

TGG TCA TGT GAT CGG CGT ATG CAC
TTG CCG AAG TGA CCC GAC ATG AGA
AGG TAA ACT CCA CTA ATC GTT TAT
CGT GTCATC GTC GTC CC

90C

5’-
GGGACGACGAUGACACGAUAAACGAUUAGUG
GUUUACCUUCUCAUUUGUCGGGUCACUUCG
GCAAGUGCAUACGCCGAUCACAUGACCA-3’

TGG TCA TGT GAT CGG CGT ATG CAC
TTG CCG AAG TGA CCC GACAAATGA
GAA GGT AAA CCA CTA ATC GTT TAT
CGT GTC ATC GTC GTC CC

102A

5’-
GGGACGACGAUGACACGAUACCAAUACCAUG
GAUUGGUACCUUUAUCCAGCUUCUUAAACC
UUACCUGUUCAUACGCCGAUCACAUGACCA-3’

GGT CAT GTG ATC GGC GTA TGA ACA
GGT AAG GTT TAA GAA GCT GGA TAA
AGG TAC CAATCC ATG GTATTG GTA
TCG TGT CAT CGT CGT CCC

102B

5’-
GGGACGACGAUGACACGAUACCAAUACCAUG
GAUUGGUAAAAUUAUCCAGCUUCUUAAAAA
AUACCUGUUCAUACGCCGAUCACAUGACCA-3’

GGT CAT GTG ATC GGC GTA TGA ACA
GGT ATT TTT TAA GAA GCT GGA TAA
TTT TAC CAA TCC ATG GTA TTG GTA
TCG TGT CAT CGT CGT CCC

102C

5-
‘GGGACGACGAUGACACGAUACCAAUACCAUG
GAUUGGUCCUUUAUCCAGCUUCUUAACCUU
ACCUGUUCAUACGCCGAUCACAUGACCA-3’

TGG TCA TGT GAT CGG CGT ATG AAC
AGG TAA GGT TAA GAA GCT GGA TAA
AGG ACC AAT CCA TGG TAT TGG TAT
CGT GTC ATC GTC GTC CC

102D

5’-
GGGACGACGAUGACACGAUACCAAUACCAUG
GAUUGGUCUUUAUCCAGCUUCUUAACUUAC
CUGUUCAUACGCCGAUCACAUGACCA-3’

TGG TCA TGT GAT CGG CGT ATG AAC
AGG TAA GTT AAG AAG CTG GAT AAA
GAC CAA TCC ATG GTA TTG GTA TCG
TGT CAT CGT CGT CCC

111A

5’-
GGGACGACGAUGACACGAUACUAUCAGAAUA
ACCCUGUGUUCUUUGGUUCUGUGCACACGC
UGUUUCAGGGCUCAUACGCCGAUCACAUGAC
CA-3’

GGC GTA TGA GCC CTG AAA CAG CGT
GTG CACAGAACCAAA GAACACAGG
GTT ATT CTG ATA GTA TCG TGT CAT
CGT CGT CCC

111B

5’-
GGGACGACGAUGACACGAUACUAUCAGAAUA
ACCCUUGUGUUCUUUGGUUCUGUGCACACG
CUGUUUCAGGGCUCAUACGCCGAUCACAUGA
CCA-3

GGC GTA TGA GCC CTG AAA CAG CGT
GTG CACAGAACCAAAGAACACAAG
GGT TAT TCT GAT AGT ATC GTG TCA
TCGTCGTCCC

111C

5’-
GGGACGACGAUGACACGAUACUAUCAGAAUA
AUCCCGUGUUCUUUGGUUCUGUGCACACGC
UGUUUCAGGGCUCAUACGCCGAUCACAUGAC
CA-3’

GGC GTATGA GCC CTG AAA CAG CGT
GTG CACAGAACCAAA GAACAC GGG
ATT ATT CTG ATA GTA TCG TGT CAT
CGT CGT CCC
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111D

5’-
GGGACGACGAUGACACGAUACUAUCAGAAUA
AUUCCCGUGUUCUUUGGUUCUGUGCACACG
CUGUUUCAGGGCUCAUACGCCGAUCACAUGA
CCA-3

GGC GTA TGA GCC CTG AAA CAG CGT
GTG CACAGAACCAAAGAACACGGG
AAT TAT TCT GAT AGT ATC GTG TCA
TCGTCGTCCC

111E

5’-
GGGACGACGAUGACACGAUACUAUCAGAAUA
AUGCUCCUGUUCUUUGGUUCUGUGCACACG
CUGUUUCAGGGCUCAUACGCCGAUCACAUGA
CCA-3’

GGC GTA TGA GCC CTG AAA CAG CGT
GTG CACAGAACCAAA GAACAG GAG
CAT TAT TCT GAT AGT ATC GTG TCA
TCGTCGTCCC

111F

5’-
GGGACGACGAUGACACGAUACUAUCAGAAUA
AUUGUUGUGUUCUUUGGUUCUGUGCACACG
CUGUUUCAGGGCUCAUACGCCGAUCACAUGA
CCA-3°

GGC GTA TGA GCC CTG AAA CAG CGT
GTG CACAGAACCAAA GAACACAAC
AAT TAT TCT GAT AGT ATC GTG TCA
TCGTCGTCCC

111G

5’-
GGGACGACGAUGACACGAUACUAUCAGAAUA
AUGGAGUGUUCUUUGGUUCUGUGCACACGC
UGUUUCAGGGCUCAUACGCCGAUCACAUGAC
CA-3°

GGC GTA TGA GCC CTG AAA CAG CGT
GTG CACAGAACCAAAGAACACTCC
ATT ATT CTG ATA GTA TCG TGT CAT
CGT CGT CCC

145A

5’-
GGGACGACGAUGACACGAUAGACAUAUAUUC
CCUGGGUGCUGUCGACGUGUUUAUUAAUCG
CCUUUUGCAUACGCCGAUCACAUGACCA-3’

GGC GTA TGC AAA AGG CGA TTA ATA
AACACGTCGACA GCACCCAGG GAA
TAT ATG TCT ATC GTG TCA TCG TCG
TCCC

145B

5’-
GGGACGACGAUGACACGAUAGACAUAUAUUU
CCCGGGUGCUGUCGACGUGUUUAUUAAUCG
CCUUUUGCAUACGCCGAUCACAUGACCA-3’

GGC GTA TGC AAA AGG CGA TTA ATA
AACACGTCGACA GCACCCGGGAAA
TAT ATG TCT ATC GTG TCA TCG TCG
TCCC

145C

5’-
GGGACGACGAUGACACGAUAGACAUAUAUUC
UCCGGGUGCUGUCGACGUGUUUAUUAAUCG
CCUUUUGCAUACGCCGAUCACAUGACCA-3’

GGC GTA TGC AAA AGG CGA TTA ATA
AACACGTCG ACA GCACCCGGA GAA
TAT ATG TCT ATC GTG TCA TCG TCG
TCCC

145D

5’-
GGGACGACGAUGACACGAUAGACAUAUAUUU
GUUGGGUGCUGUCGACGUGUUUAUUAAUCG
CCUUUUGCAUACGCCGAUCACAUGACCA-3’

GGC GTA TGC AAA AGG CGA TTA ATA
AACACGTCGACA GCACCCAACAAA
TAT ATG TCT ATC GTG TCA TCG TCG
TCCC

145E

5’-
GGGACGACGAUGACACGAUAGACAUAUAGGA
GUUGGGUGCUGUCGACGUGUUUAUUAAUCG
CCUUUUGCAUACGCCGAUCACAUGACCA-3’

GGC GTA TGC AAA AGG CGA TTA ATA
AACACG TCG ACA GCACCCAACTCC
TAT ATG TCT ATC GTG TCA TCG TCG
TCCC

Mutanty RNA byly wykorzystywane do badan w dwdch uktadach:
(1) Dla wszystkich 25 mutantéw RNA badane byto ich odziatywanie z liposomami tratwo-

wymi (LUVRrarT)

(2) 5 sposrod z nich: 13A, 13B, 90A, 90B oraz 102D stuzyto do rowniez do badania ich

odziatywanie z egzosomami.
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3.1.4.3. Startery

Startery do reakcji PCR zostaly zaméwione w firmie Integrated DNA Technologies,
BVBA (Belgia). W tabeli ponizej podane zostaty sekwencje starterow.

Tabela 6. Sekwencje starterow

Rodzej Sekwencja zaméwionego DNA
startera
Starter 5> | 5>-TAATACGACTCACTATAGGGACGACGATGACACGAT A-3°
5T7Phe-
Leu

Starter posiada przy koncu 5° RNA 17-nukleotydowy odcinek komplementarny do sekwencji promotora dla
polimerazy T7 (wyrozniony odcinek). Za nim znajduje si¢ 20-nukleotydowy odcinek odwrotnie
komplementarny do konca 3’ DNA.

Starter 3> | 5’>-TGGTCATGTGATCGGCGTATG-3’

3'PheLeu

Sktada si¢ z 21-nukleotydow o takiej samej sekwencji jak region staty 5° DNA

Startery dostarczone byly w formie liofilizowanej. Probki byly rozpuszczane w 400 pLL
H>O HPW (roztwor wyjsciowy), nastgpnie pobierano 20 uL i rozcienczano jeszcze 10 x (roz-
twor posredni). Z tego rozcienczania pobierano 1 pl. w celu oznaczenia stgzenie na podstawie
pomiarow absorbancji A=260 na spektrometrze V-550 (Jasco) (metoda wyliczania st¢zenia po-
dana jest w sekcji 3.2.3.9). Oznaczone stezenia wynosity [106 uM] dla startera 5'T7PheLeu
oraz [172 uM] dla startera 3'PhelLeu oraz. Ostatecznie, po oznaczeniu st¢zenia, z roztworow
posrednich przygotowywano roztwory wilasciwe o stezeniu [50 uM] w H.O HPW. Startery
wykorzystywane byly do przeprowadzenia reakcji PCR zaméwionych mutantéw oraz plazmi-
dowych DNA aptamerow.

3.1.4.4. Markery dlugosci

Marker Perfect Plus 50-500 DNA Ladder (EURX)

Marker Bench Top 100 bp DNA Ladder (PROMEGA)
Markery byty dodawane do jednej z kieszonek niedenaturujacego zelu poliakrylamido-
wego przy elektroforezie, jako odnosnik dtugosci dla DNA po PCR w matej skali.
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3.1.5. Lipidy

Wszystkie uzywane lipidy pochodzily z firmy Avanti Polar Lipids. W tabeli ponizej
zestawiono lipidy uzywane do przygotowanie liposomow.

Tabela 7. Lipidy uzywane w badaniach

N o M
azwa lipidu, e Wz6r strukturalny
forma molowa
DOPC 786,1

.
0 ! O\/\N*/
. ~

fosfocholina) O |
Roztwor [20 mg/mL] w chlo- /\M/\—M/\/\n/

e}

0 o]
-di ilo-sn-gli -3- g/mol \W\/w i
(1,2-dioleoilo-sn-glicero-3 — O/\KI\
. OH

roformie
Posiada dwa 18-weglowe tancuchy nienasycone z jednym wigzaniem podwdjnym w kazdym tancuchu 18:1 /
18:1. Lipid stuzyt do przygotowania zarowno liposomow tratwowych jak i nie-tratwowych.

Sfingomielina (SM) 731,1

(N-stearoilo-D-erytro-sfin- | /M0l H OH Q
gozylofosforylocholina) g OZFTO\”NN*\’
Sfingomielina z mézgu $win- MWMNH H © ]
skiego roztwor [25 mg/mL] o

w chloroformie
Posiada jeden tancuch nasycony 18:0 i jeden nienasycony 18:1. Lipid stuzyt do przygotowywania liposomow
tratwowych.
Cholesterol (Chl) 386,7
g/mol

owczy, oryginalnie w formie
proszku.

HO":=

Z oryginalnego proszku przygotowano roztwor [ 10 mg/mL] w mieszaninie metanolu z chloroformem 1:1. Lipid

stuzyt do przygotowywania liposomow tratwowych.

3.1.6. Egzosomy

Egzosomy uzywane w badaniach pochodzity z surowicy cielecej (CBS — ang. calf bo-
vine serum) (ThermoFisher Scientific). Byly kazdorazowo izolowane przez dr Karoling Sapon
w Zaktadzie Cytobiochemii, Wydziatu Biotechnologii Uniwersytetu Wroctawskiego 1 transpor-
towane w pojemniku chtodzacym (ok 4°C) do Opola w celu oczyszczenia i wykorzystania do
badan (opis procedury przygotowania egzosomoéw znajduje si¢ w sekeji 3.2.6).

3.1.7. Sondy fluorescencyjne

Sondy fluorescencyjne uzywane do badania odziatywania RNA z btonami lipidowymi
pochodzity z firmy ThermoFisher Scientific. Wszystkie uzywane w badaniach sondy zesta-
wione sg w tabeli ponize;j.
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Tabela 8. Sondy fluorescencyjne uzywane w badaniach.
Kontynuacja tabeli na nastgpnej stronie.

Dhugosé¢ fal
NaZ\vaa SOTE, Masa Wzoér strukturalny Wzblgldzenia/
orma molowa .
emisj1
CTB-555 555/565
(Cholera Toxin Subu- pomaran-
nit B (Recombinant), czowa
Alexa Fluor™ 555
Conjugate),
Liofilizowany  pro-
szek

Sonda CTB-555 jest koniugatem ztozonym z rekombinowanej podjednostki B toksyny cholery oraz sondy
Alexa fluor 555. Koniugaty podjednostki B toksyny cholery przygotowywane sg z rekombinowanej podjed-
nostki B toksyny cholery, ktora jest wolna od toksycznej podjednostki A, eliminujagc w ten sposob ryzyko jej
toksycznos$ci. Podjednostka B jest sktadana w pentamer, ktory wiaze si¢ z tancuchem pentasacharydowym gan-
gliozydu GM1 btony lipidowej. Alexa fluor 555 charakteryzuje si¢ czerwono-pomaranczowa fluorescencja
[Wiederschain i in., 2011].

fDil 550/560
(FAST Dil™: o8 _Qm pomaraf-

R czowa
(1,1'-Dilinoleyl- Hag Gy Hag c,
3,3,3',3-Tetramethy- @ B JD
lindocarbocyanine Ve S N
Perchlorate)) (CHolg CHylg _

CHS(CH2}4CH ZCHCH‘?CH =CH CH :CHCHECH :CH{CH2]4CH3

Jest nienasyconym analogiem sondy Dil. Wykazuje staba fluorescencje w wodzie, za$ po wlaczeniu do wnetrza
btony lipidowej silny i do$¢ fotostabilny wzrost fluorescencji [https://www.thermofisher.com/order/cata-
log/product/D7756?SID=srch-srp-D7756#/D7756?SID=srch-srp-D7756].

LisRh-PE ] 560/580

(Lissamine™ Rhoda- 193 LN J pomaran-
czowa

mine B 1,2-Dihexade- g/mol
canoyl-sn-Glycero-3-
Phosphoethanola-
mine, Triethylammo-
nium Salt (rhodamine
DHPE)), Proszek

Sonda sktada si¢ z pomaranczowej sondy rodaminy B przytaczonej do gtéwki fosfatydyloetanoloaminy [Sapon
i in., 2019]. Sonda ta byla dodawana w trakcie preparacji liposomow, w ten sposob wbudowywata si¢ w blong
pecherzykow lizosomalnych.

Ribo Green 500/525
(RiboGreen™ RNA zielona
Reagent)

Jest czutym barwnikiem fluorescencyjnym wykazujacym fluorescencje w zakresie barwy zielonej. Moze stuzy¢
do ilo$ciowego oznaczania RNA w roztworze, z liniowa detekcja fluorescencji w zakresie 1-200 ng RNA [Wie-
derschain i in., 2011].
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SYTO 61 628645

(SYTO™ 61 Red Flu- czerwona
orescent Nucleic Acid
Stain),

Roztwor [5S mM] w
DMSO

Sonda wykazuje czerwong fluorescencj¢ po zwigzaniu z kwasami nukleinowymi. Wigkszos$¢ barwnikow SYTO
preferencyjnie znakuje dwuniciowy DNA, ale moga tez wigzac si¢ z jednoniciowym DNA i RNA. Ich struktury

sg elastyczne w roztworach wodnych (majg bardzo niska fluorescencj¢, gdy sa niezwiagzane), a po zwigzaniu z
kwasami nukleinowymi staja si¢ sztywne (wykazuja bardzo duzy wzrost fluorescencji po zwiazaniu w kom-
pleksie z kwasami nukleinowymi) [Johnson i in., 2011; Tarnok, 2008]

YOYO-1 1 ” i 491/509
0] — — .
T™M. . 270,65 ,}—cH N(CHz)airz —a(cuz)airﬁ —E(CHE) N cH —<\O zielona
(YOYOT™-1 lodide), 4 " S A
Roztwor [1 mM] w g/mol oHy E - ! EHy
DMSO

Jest cyjankowym barwnikiem kationowym, dimerem zolcieni oksazolowej. Ma jeden atom wegla mostkujacy
pier§cienie aromatyczne. Nie przenika przez blony. Charakteryzuje si¢ niskg wewngtrzna fluorescencja gdy nie
jest zwigzany, za$ duzym wzmocnieniem fluorescencji po interkalacji w struktury nukleotydowe [Janas i in.,
2003; Wiederschain i in., 2011]. Z [1 mM] roztworu YOYO-1 przygotowywano do badan rozcieficzenie [250
uM], porcjowano do osobnych probowek i przechowywano w zamrozeniu.

W zaleznos$ci od uktadu pomiarowego sondy byly uzywane do znakowania: (1) Blon
pecherzykow: sondy LisRh-PE, CTB 555, fDil oraz (2) czasteczek RNA: sondy YOYO-1, Ribo
Green, SYTO 61.

3.1.8. Pozostale odczynniki

DMSO, Dimetylosulfotlenek
Stosowany do przygotowania rozcienczen sond fluorescencyjnych.

Etylowy alkohol bezwodny 99,8%, (POCH)
Uzywany podczas oczyszczania RNA po transkrypcji.

Sephacryl S-1000 (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA).
Materiat stuzyt jako ztoze do filtracji zelowej czasie oczyszczania egzosomow.

Zestaw odczynnikow do transkrypcji AmpliScribe™ T7-Flash™ High Yield Trans-
cription Kit (Lucigen)
Sktad zestawu: AmpliScribe T7 RNA Polymerase, AmpliScribe T7 10X Reaction
Buffer, ATP [100 mM], GTP [100 mM], CTP [100 mM], UTP [100 mM], DTT (Ditio-
treitol) [100 mM], RiboGuard™ RNase Inhibitor [40 U/uL], Woda wolna od nukleaz,
Nuclease-Free Water, Sterile, RNase-Free DNase I [1 U/uL].

Zestaw odczynnikéw do PCR GoTaq® PCR Core System I (Promega)
Sktad zestawu: Polimeraza Taq — 250 u GoTaq® DNA Polymerase, 2 x 1 mL 5X Co-
lorless GoTaq® Flexi Buffer, Mg-Free, 2 x 1 mL 5X Green GoTaq® Flexi Buffer, Mg-
Free, 1,2 mL MgClz, 25 mM, 200 puLL PCR Nucleotide Mix, [10 mM]
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3.1.9. Sprzet i inne materialy

Aparat do oczyszczania wody Simplicity® Water Purification System (Millipore).
System do oczyszczania wody z wktadem oczyszczajacym SimpliPak®. Stuzyt do wy-
twarzania wody ultraczystej uzywanej w toku badan.

Aparat do elektroforezy STANDARD 2 (Krzysztof Kucharczyk Techniki Elektrofo-
retyczne Sp.z 0.0.)
Aparat do podwojnej pionowej elektroforezy ptytowej 19x19 cm, z rozprowadzaniem
ciepla ze srodkowej czesci zelu. Aparat uzywany byl do wszystkich przeprowadzanych
procesow elektroforezy.

Blok grzejny TDB-120, Dry block thermostat (Biosan)

Wykorzystywany do podgrzewania i inkubacji probek w okreslonej temperaturze.

Filtry do ekstrudera PC Membranes 0,/um (Avanti Polar Lipids)
Filtry z membran poliwgglanowych o rozmiarze porow (0,1 um), uzywane przy ekstru-
zji liposomow.

Filtry z mikrowlékien szklanych Glass Microfibre Ters (Whatman International)
Filtry uzywane do zatkania wylotu kolumny przy filtracji zelowej egzosomow.

Kolumienki filtracyjne Spin-X Centrifuge Tube Filter (Costar)
Kolumienki z filtrem o porach 0,22 um uzywane do oczyszczania probek z resztek zelu
w trakcie izolacji RNA.

Lampa UVP UVGL-15 (Analytik Jena, US)
Uzywana do uwidaczniania RNA po transkrypcji. Zel umieszczony na ptytce TLC pod-
swietlany byt od gory lampa 254 nm.

Plytki z zelem krzemionkowym Flexible Plates for TLC PE SIL G/UV (Whatman)
Elastyczne plytki 20 x 20 cm z zelu krzemionkowego do chromatografii cienkowar-
stwowej (TLC) na podktadzie poliestrowy. Warstwa adsorpcyjna zawiera zwigzek,
ktory fluoryzuje po oswietleniu §wiattem UV o krotkiej dtugosci fali (254 nm). Wyko-
rzystywane do wizualizacji RNA po transkrypcji za pomocg cieniowania UV.

Termocykler LightCycler® 96 (Roche)
Wykorzystywany do przeprowadzenia wszystkich reakcji PCR.

Transiluminator UVP UV/White Transilluminator (Analytik Jena US LLC)
Uzywany do uwidaczniania pragzkow DNA po PCR w matej skali, przy wybarwieniu
roztworem bromku etydyny. Zel podswietlany od dotu lampa 365 nm.

Ultrawirowka Micro Star 17R (VWR)

Wykorzystywana do wszelkiego rodzaju odwirowan probek.
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Spektrofotometr fluorescencyjny Varian Cary Eclipse (Agilent Technologies)
Wykorzystywany we wszystkich pomiarach fluorescencji wraz z mikrokuweta kwar-
cowy z adapterem (minimalna obj¢to$¢ pomiarowa 80 pL).

Spektrometr V-550 (Jasco)
Wykorzystywany do pomiaréw widma absorbancji RNA i oznaczania stgzenia RNA po
transkrypcji. Uzywany wraz z 1 mL kuweta kwarcowa (minimalna objeto$¢ pomiarowa
150 pL).

Wytrzasarka termiczna Thermomikser lite (VWR)
Uzywana do wytrzasania probéwek z zelem po elektroforezie.

Zestaw mini-ekstrudera Avanti MiniExtruder (Avanti Polar Lipids).
Zestaw zawieral: mini-ekstruder, dwie strzykawki 1000 pL, podktadki do filtrow i blok

grzejny

3.2. METODY

3.2.1. Analiza bazy aptamerow RNA

Celem tej cze$ci pracy bylo sprawdzenie czy w analizowanej bazie sekwencji aptame-
ré6w RNA wystepuja motywy RNA oraz gdzie moga by¢ ulokowane w strukturze 2-rzgdowe;j
czasteczki. Baze sekwencji wszystkich 148 aptameréw analizowano pod wzgledem nastepuja-
cych parametrow:

(1) Zapis sekwencji (region losowy + fragmenty state przy koncach 5’ i 3’) wszystkich oli-
gonukleotydow z bazy zostat przeanalizowany pod kontem obecno$ci 10 motywow se-
kwencyjnych RNA nalezacych do trzech grup podanych w tabeli ponizsze;.

Tabela 9. Wyszukiwane motywy RNA

Grupa motywow RNA Motyw Uwagi

Motywy egzosomowe CCCU | Jest wspolnym motywem egzosomowym i tratwowym
4-nukleotydowe motywy opisane jako | GGAG
czgsto wystepujace w egzosomalnym [ (1GAG
miRNA [Villarroya-Beltri i in., 2013]

UCCU
Motywy tratwowe CCCU
4-nukleotydowe motywy [Janas i in., uccc
2020] CucCc

UUGU | Wchodzi w sktad motywu 5-nukleotydowego UUGUU
Motywy 5-nukleotydowe dodatkowo | UCCCU | Zawiera zachodzace na siebie sekwencje CCCU i UCCC
wyszukiwane motywy CUCCC | Zawiera zachodzace na siebie motywy CUCC i UCCC
UUGUU | Zawiera motyw UUGU
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(2) Wyszukiwane motywy RNA byty zliczane w kazdym aptamerze 0S0bno i razem w calej
bazie.

(3) Zliczane byly wszystkie wystgpienia kazdego motywu, nawet jesli w danym aptamerze
ten sam motyw powtarzal si¢ lub gdy sekwencje motywow zachodzity na siebie.

Znalezione motywy RNA zostaly oznaczone na liscie sekwencji wszystkich badanych
aptamerow w zalgczniku 1 oraz w karach charakterystyki badanych aptameréw (sekcja 4.2.3),
za$ wyniki zliczen poszczegolnych motywow zestawiono w sekcji 4.1.

3.2.2. Okreslenie struktury drugorzedowej RNA

Sekwencje aptamerow oraz mutantow RNA zostaly sfaldowane w programie mFold
[Zuker, 2003] dla ustalonej temperatury 37° C. Metoda przewidywania faldowania czgsteczek
RNA opiera si¢ na zalozeniu, ze termicznie najtrwalsze struktury drugorzedowe to te, o najniz-
szej energii swobodnej Gibbsa (AG), tak wigc zmiana energii swobodnej, stuzy jako miara sta-
bilnosci struktury drugorzedowej RNA [Taylor i in., 2020].

Dla wszystkich badanych aptameréw i mutantow RNA w uzyskanych wizualizacjach
struktury drugorzedowej o najnizszej AG, zaznaczone zostaty prawdopodobne lokalizacje mo-
tywow RNA (karty charakterystyki sekcje 4.2.314.6.1). Jesli dla danej sekwencji wystepowaty
alternatywne faldowania o wyzszej AG, podane zostaty one w tabeli w zalaczniku numer 2.

3.2.3. Przygotowanie aptameréw RNA

Wybrane do badan aptamery, ktére przechowywane byty jako plazmidowe DNA (nu-
mery: 10, 20, 24, 54, 59,90, 102, 109, 111, 119, 145 1 146) poddane zostaty amplifikacji metoda
reakcji tancuchowej polimerazy (PCR). Pozostale wybrane aptamery (numery: 13, 19, 34, 64,
78, 931 157) przechowywane byly jako DNA juz po PCR. Dla wszystkich DNA po PCR prze-
prowadzono reakcje transkrypcji wraz z oczyszczaniem powstatlego RNA na zelu poliakryla-
midowym.

3.2.3.1. Wstepny PCR w malej skali

W celu okreslenia liczby cykli dla reakcji amplifikacji DNA przeprowadzana byta re-
akcja PCR w malej skali (ssPCR — ang. small scale PCR). Wszystkie odczynniki do reakcji
pochodzity z zestawu GoTag® PCR Core System I (Promega) za§ matrycowe DNA stanowily
plazmidy DNA lub zaméwione mutanty DNA. Sktad mieszaniny reakcyjnej dla jednego nukle-
otydu podany zostat w Tabeli 10. Mieszanina reakcyjna przygotowywana byta w objetosci 100
uL (na wszystkie warianty ssPCR oraz do wtasciwego PCR w wigkszej skali).

-44 -



Tabela 10. Sklad mieszaniny reakcyjnej PCR

Odczynnik Stezenie w mieszaninie reak- Dodawana objgtosc¢
[stezenie dodawanego odczynnika] cyjnej Dla plazmidowego Dla mutantow
DNA DNA

Wolna od nukleaz H,O 59,5 uL 61,5 ulL
Bufor Taq [5x stezony] [1x] 20 uL 20 uL
dNTPs [10 mM] [0,2 mM] 2 uL 2uL
MgCl; [25 mM] [1,5 mM] 6 uL 6 uL
Starter Oligo 3’ [50 uM] [2 uM] 4 uL 4 uL
Starter Oligo 5° [50 uM] [2 uM] 4 uL 4 uL
Matryca DNA (aptamer lub mutant | [10 nM] (stezenie dla mutan- 4 uL 2 uL
[500 nM]) tow DNA)
Polimeraza Taq (3x rozcienczona) | 0,5 uL

Catkowita objetos¢ = 100 puL

Przed dodaniem polimerazy, z przygotowanej mieszaniny pobierano po 10 pL dla ko-
lejnych wariantow ilosci cyklow, tj. 14, 16 oraz 18 cykli. Kolejne 10 uL bylo zachowywane
jako probka kontrolna (0 cykli). Bezposrednio przed kazdym cyklem dodawano 0,5 pL trzy-
krotne rozcienczonej polimerazy Taq. Reakcje przeprowadzano w termocyklerze LightCycler®
96 (Roche) w nastgpujacych parametrach czasu i temperatury:

Tabela 11. Parametry reakcji PCR

Etap PCR Temperatura | Czas
Wstepna denaturacja 94 °C 2 min
Powtarzajace si¢ cykle reakcji (14, 16 lub 18 cykli)
* Rozfaldowanie DNA 94 °C 30s
=  Przylaczenie starterow 62 °C 40 s
=  Synteza DNA 72 °C 90 s
Koncowe wydtuzanie 72 °C 2 min
Schtadzanie 37°C 30s

Pozostate po PCR w malej skali 59,5 pL mieszaniny reakcyjnej (bez enzymu) zacho-
wywano do wtasciwej procedury PCR.

3.2.3.2. Elektroforeza DNA w zelu poliakrylamidowym niedenaturujgcym

Produkty reakcji PCR w matej skali wraz z probka kontrolng (0 cykli), poddawane byty
rozdziatowi elektroforetycznemu w 8% zelu poliakrylamidowym niedenaturujgcym. Przygoto-
wywano 1 mm zel o sktadzie podanym w sekcji 3.1.2. Rozdziat prowadzono z uzyciem aparatu
do elektroforezy STANDARD 2 buforze TBE [1x] przy napieciu 300 V i natezeniu 40 mA.
Rozdziat poprzedzony byt faza wstgpng z samym zelem bez zatadowanych probek (250 V, 40
mA, 30 min).

Przed natozeniem na zel, do kazdej probki (10 puL z kazdego wariantu cyklow sSPCR)
dodawano 2 uL buforu obcigzajgcego 6X DNA Loading Dye (ThermoFisher Scientific). Do
pierwszej kieszonki zelu nanoszono marker dtugosci Perfect PlusTM 50-500 bp DNA Ladder
(EURX Sp. z 0.0.), do kolejnych dotkow tadowano probki po kolejnych wariantach cyklow
PCR. Po zakonczeniu elektroforezy (3-4 godziny), produkty rozdziatu, wybarwiano roztworem
bromku etydyny [0,5 mg/mL] i uwidaczniano umieszczajac w swietle UV (lampa 365 nm). W
oparciu o analize wynikow rozdziatu okreslano licze cykléw PCR dla danego oligonukleotydu.
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3.23.3. PCR

Pozostata po PCR w malej skali czg¢$¢ mieszaniny reakcyjnej (59,5 puL, bez enzymu),
amplifikowano w reakcji PCR. Je$li dla danej probki DNA nie przeprowadzano wczesniej
ssPCR, to probke do wiasciwego PCR (59,5 puL) przygotowywano bezposrednio przed reakcja
w takich samych stgzeniach jak podano w Tabeli 10. Przed rozpoczeciem reakcji do kazdej
probki dodawano 0,5 pL Polimerazy Taq i1 rozdzielano do probowek po 30 uL. Reakcje prze-
prowadzano w termocyklerze LightCycler® 96 (Roche) w takich samych parametrach jak dla
PCR w malej skali, z okreslong dla danych RNA liczbg cykli.

3.2.3.4. Oczyszczanie DNA po PCR

Probki DNA po PCR (60 puL) poddawane byly wytracaniu w mieszaninie zimnego (4°C)
etanolu [99,9%] (200 pL) i octanu sodu [3M] (6,6 nL) z dodatkiem 1uL glikogenu [20 mg/mL],
przewaznie ok. 12 godzin w temperaturze -20°C. Po precypitacji DNA probki byty odwirowy-
wane przez 20 minut w 4°C (14.000 x g). Po odciggni¢ciu supernatantu osadzony na dnie pellet
zawierajagcy DNA przemywany byt etanolem [70%], po czym etanol byl odciagany. Probki
pozostawiano na kilka minut w otwartej proboéwce dla odparowania resztek alkoholu. Ostatecz-
nie DNA byto zawieszane w 20 uL H>O HPW i przechowywane w zamrozeniu (-20°C). Otrzy-
many w ten sposob zamplifikowany DNA (oznaczany jako DNA-PCR) stuzyt jako matryca do
reakcji transkrypciji.

3.2.3.5. Transkrypcja in vitro

Oczyszczone DNA zar6wno aptamerdw jak 1 mutantow bylo przepisywane na RNA w
reakcji transkrypcji. W reakcji korzystano z odczynnikoéw z zestawu AmpliScribe ™ T7-Flash™
High Yield Transcription Kit (Lucigen). Przed skompletowaniem mieszaniny reakcyjnej przy-
gotowywano mieszaning nukleotydow GTP, CTP, ATP i UTP w rownych objg¢tosciach o ste-
zeniu [25 mM]. Sktad mieszaniny reakcyjnej przedstawiony zostat w tabeli ponize;j.

Tabela 12. Sktad mieszaniny do reakcji transkrypcji.

Odczynnik St@ien:avl\(ICr;jlﬁzjzanlnle Dodawana objgtos¢
Woda wolna od nukleaz 7,5 uL (12,5 uL)"
Bufor reakcyjny T7 Reaction Buffer [10x] [1x] 4 uL
Mieszanina nukleotydow NTP Mix [25 mM] [7,5 mM] 12 uL
DTT [100 mM] [10 mM] 4uL
Matryca DNA po PCR 10 pL (5 pL)”
Polimeraza T7 2,5 uL

Calkowita objetos¢ = 40 pL

* Objetosci wody i matrycy DNA podane w nawiasie oznaczaja objetosci jakie dodawano poczatkowo dla apta-
meréw DNA, na pozniejszym etapie badan, w celu zwigkszenia wydajnosci reakcji zwigkszono objetos¢ matrycy
DNA kosztem wody.
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Reakcja przeprowadzona byta w probowkach umieszczonych w bloku grzejnym TDB-
120, Dry block thermostat (Biosan) w temperaturze 37°C przez 4 godziny dla aptamerow RNA.
W dalszym etapie badan, dla otrzymania mutantow RNA, w celu zwigkszenia ilo$ci otrzyma-
nego produktu, czas reakcji zostat wydluzony do 10 godzin. Po zakonczeniu reakcji, celem
usuni¢cia DNA, do probowki dodawane byly 2 pnL. DNAzy (Lucigen), po czym probki inkubo-
wano w 37°C przez 15 min.

3.2.3.6. Elektroforeza RNA w zZelu poliakrylamidowym

W celu oczyszczenia RNA po transkrypcji stosowano metode elektroforezy w denatu-
rujacym zelu poliakrylamidowym. Przygotowywano 8% zel poliakrylamidowy o grubosci 1
mm o sktadzie podanym w sekcji 3.1.2. Przed natozeniem probek na zel przeprowadzana byta
faza wstepng 280 V, 40 mA przez 30 min. Nastgpnie do 40 uL mieszaniny potranskrypcyjnej
dodawano 40 pL buforu obcigzajacego [2x] o sktadzie podanym w sekcji 3.1.1 i probki nano-
szono do kieszonek zelowych po 40 pL na jeden dotek. Rozdziat prowadzony byt w buforze
TBE, zwykle przez 3-4 godziny, przy napigciu 300 V i natgzeniu 40 mA. Po zakonczeniu elek-
troforezy fragmenty zelu zawierajace RNA byly wizualizowane przez o$wietlanie lampg UV
(254 nm) i zaznaczane.

3.2.3.7. Elucja RNA z zelu

W celu elucji RNA z zelu, obszary zelu zawierajace RNA byty wycinane, rozdrabniane
i zalewane 1 mL NaOAc [0,3 M]. Probki byty zamrazane (-20°C) przewaznie do nast¢pnego
dnia lub od razu poddawane wytrzasaniu. Kawatki zelu byly wytrzasane co najmniej 6/8 godzin
w 4°C na wytrzasarce termicznej (VWR). Po zakonczeniu wytrzasania, probowki odwirowy-
wano (1000 x g, 4°C, 1 min). Supernatant byt odciagany i filtrowany w kolumience filtracyjnej
Spin-X (Costar) w czasie ultrawirowania (16.000 x g, 4°C, 1 min). Przesacz zbierany byt do
osobnych probowek 1 poddawany precypitacji. Reszta zelu w probdéwce zalewana byta 0,5 mL
NaOAc [0,3M] 1 zamrazana.

3.2.3.8. Precypitacja RNA

W celu wytracenia RNA po elucji z zelu, do kazdej probowki (ok. 480 uL) zawierajacej
RNA w NaOAc dodawano 1 pL glikogenu [20 mg/mL] oraz 1,5 mL zimnego (4°C) etanolu
[99,9%]. Nastepnie probki byly mieszane i zamrazane (-20°C) przewaznie na noc lub co naj-
mniej na 3/4 godziny. Po precypitacji probki byty odwirowywane (14.000 x g, 4°C, 15-30 min)
1 supernatant odciggano. Pozostaly osad zawierajacy RNA byt przeptukiwany 20 pL etanolu
[70%], po czym alkohol byt odciggany, a probka pozostawiana na kilka minut do odparowaniu
resztek alkoholu. Ostatecznie RNA byto zawieszane w 20 uL. H2.O HPW i przechowywane w
zamrozeniu (-20°C).

3.2.3.9. Oznaczanie czystoS$ci i stezenia otrzymanych transkryptéw RNA

Czysto$¢ oraz stgzenie otrzymanego RNA byly oznaczane z wykorzystaniem spektro-
metru V-550 (Jasco). Przeprowadzany byt pomiar widma absorbancji roztworu RNA w zakre-
sie dlugosci fal 220-320 nm oraz pomiar punktowy wartosci absorbancji przy dtugosciach fal
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260, 280 i 320 nm. Otrzymane warto$ci absorbancji korygowane byty o wartosci tta (H20
HPW).
Czystos¢ RNA wyznaczana byla jako stosunek wartosci absorbancji przy dtugosci fali
260 nm (Aze0) do wartosci absorbancji przy dtugosci 280 nm (A2go).
Czystos¢ RNA = Ao/ Ao
(€

W celu oznaczenia st¢zenia RNA najpierw obliczana byta masa RNA (mrna) ze wzoru:
MRrNA = A2so * 40 pug/mL * D * V. mL
2

gdzie:

Aoeo — to wartos$¢ absorbancji przy dlugosci fali A= 260 nm

40 pg/mL — to stezenie RNA, przy ktérym Azeo =1

D — rozcienczenie probki (150—Kkrotne)

V — objetos¢ probki RNA (20 uL)

Nastepnie wyliczano mas¢ molowg RNA (Mrna) ze wzoru:
Mgrna g/mol = (X nt + 20p1 + 21p2) * 340 g/mol*nt
3
gdzie:
X nt — to liczba nukleotydéw odcinka losowego dla danego RNA
20p1 1 21p2— liczby nukleotydow w odcinkach statych na koncach 5 i 3’
340 g/mol*nt — masa jednego nukleotydu

Liczba moli (n) RNA obliczana byta ze wzoru:
n=m/M
(4)
gdzie:
m [g] — masa RNA
M [g/mol] — masa molowa RNA

Wreszcie na podstawie powyzszych danych mozna byto obliczy¢ stezenie RNA (Crna)
Ze wzoru:
Crna=n/V
(®)
gdzie:
n [mol] — liczba moli RNA
V [litr] — objetos¢ probki z RNA

Zestawienie wyznaczonych stgzen i czystosci aptameréw wraz z datami transkrypcji
zestawiono ponizszej w Tabeli 13.
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Tabela 13. Stezenia aptamerow RNA po transkrypcji

Dla niektérych aptamerow powtarzano transkrypcje jesli otrzymane stezenie RNA bylto bardzo
niskie, lub gdy otrzymana porcja RNA zostata wykorzystana.

Data Liczba - + tose Masamo- | ;o ba moli | Stezenie
Nr RNA T nukI’eoty- RNA Masa [pg] lowa ST [uM]
dow [g/mol]
10 22.11.2019 70 15 47,0 37740 1245 62,3
10 13.04.2022 111 15 46,4 37740 1230 61,5
13 22.11.2019 50 1,7 39,2 30940 1266 63,3
19 03.06.2019 70 2,3 26,8 37740 709 354
20 20.08.2019 70 1,7 12,5 37740 330 16,5
24 26.04.2019 70 1,7 34,1 37740 903 45,2
24 22.11.2019 70 1,6 94,4 37740 2502 125,1
34 30.11.2018 50 1,6 16,1 30940 521 26,0
54 26.04.2019 50 15 17,6 30940 570 28,5
59 22.11.2019 51 1,6 39,6 31280 1267 48,7
64 03.06.2019 49 15 39,4 30600 1289 64,4
78 15.12.2018 50 1,3 3,0 30940 97 9,7
78 15.12.2018 50 1,6 59 30940 191 19,1
90 22.11.2019 50 1,7 42,8 30940 1382 69,1
90 14.12.2021 91 1,7 33,2 30940 1074 53,7
93 03.06.2019 70 1,6 8,8 37740 233 11,6
93 22.11.2019 70 1,6 334 37740 885 44,3
102 22.11.2019 50 15 29,7 30940 961 48,1
109 22.11.2019 50 14 56,0 30940 1809 90,5
111 12.12.2021 78 18 6,5 26520 245 12,3
111 14.12.2021 78 15 45 26520 170 8,5
119 13.04.2022 49 1,3 44,6 30600 1457 72,9
145 12.12.2021 72 1,6 14,6 24480 597 29,9
145 13.04.2022 72 15 40,5 24480 1654 82,7
146 20.08.2019 50 1,6 17,9 30940 578 28,9
157 14.02.2019 50 14 30,6 30940 088 494

3.2.4. Przygotowanie mutantéw RNA

W celu porownania wartosci powinowactwa do bton tratwowych aptameréw oraz mu-
tantow tych aptameréw o zmienionej liczbie motywow RNA, przygotowano dwie grupy mu-
tantow:

(1) grupa — powstata na bazie sekwencji aptameréw RNA zawierajagcych motywy RNA,

gdzie w mutantach dany motyw (lub motywy) byl modyfikowany,

(2) grupa — powstata, na bazie sekwencji RNA nie zawierajacych motywoéw RNA, gdzie

dany motyw byt wstawiany
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3.2.4.1. Zaprojektowanie mutantow RNA

Mutanty z pierwszej grupy zostaty zaprojektowane na bazie trzech badanych wcze$niej
aptameréw (RNA 13,90 1 102), ktore charakteryzowaty obecno$cig kilku motywow RNA i we
wstepnych badaniach wykazywaty si¢ stosunkowo dobrym poziomem oddziatywania z bto-
nami tratwowymi (sekcja 4.4). Oryginalne sekwencje RNA zawierajace motywy RNA byty
modyfikowane, w ten sposob aby zaburzy¢ sekwencj¢ danego motywu RNA. Modyfikacje po-
legaty na: substytucji nukleotydem adeninowym od jednego do 4 nukleotydow z motywu RNA,
lub delecji od 1 do 4 nukleotydow z motywu. Poszukiwane byly zmodyfikowane oligonukleo-
tydy, ktore zachowywaly podobng przewidywang strukture 2-rzedowa co oryginalny aptamer.

Jesli chodzi o drugg grupe mutantdéw, z bazy aptamerdw wybrano poczatkowo 5 apta-
merow RNA bez motywow tratwowych 1 bez motywow egzosomowych: RNA 111, 133, 145,
152, 158 oraz dodatkowo RNA 10 (sposréd badanych aptamerow RNA), ktéry we wstepnych
badaniach wykazywat stabe powinowactwo do tratw (sekcja 4.4). Do RNA wstawiane byly 4
glowne motywy tratwowe CCCU, UCCC, CUCC, UUGU oraz motyw egzosomowy GGAG, a
takze w przypadku RNA 10, motywy 5-nukleotydowe: UCCCU i CUCCC. Kazdy motyw wsta-
wiany byt do fragmentu petli spinki do wtoséw, migdzy kazde dwa kolejne nukleotydy z petli.
Przyktadowe miejsca wstawiania motywow przedstawiono na rysunku ponizej. Jesli dla orygi-
nalnego aptameru RNA istnialy rézne przewidziane warianty struktury 2-rzedowej i petle
spinki r6znity sig, to wybierano warianty gdzie wstawiane motywy znajdowaty si¢ zawsze w
petli przynajmniej w dwoéch pierwszych wariantach strukturalnych.

0 = 28,60 finitally -28.10) 26-750. TANAS-YARUS_B04

Rysunek 13. Przykladowe miejsca wstawiania motywow RNA do petli.
Numerami 1-5 oznaczono miejsca wstawiania motywow miedzy dwa sgsiadujace nukleotydy.

Ostatecznie do badan z wybrano mutanty pochodzace od 6 oryginalnych aptamerdw:
RNA 13,90 i 102 dla zaburzania motywow oraz RNA 10, 111 i 145 dla wstawiania motywow,
gdzie motywy wstawiane do petli w fatdowaniach oryginalnych aptamerow, utrzymywaty si¢
nadal w petli takze w mutantach.
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3.2.4.2. Przygotowanie mutantow do badan

Po zaprojektowaniu mutantéw RNA, zostaly one zamowione jako oligonukleotydy
DNA o sekwencji odwrotnie komplementarnej i zsyntezowane przez firme¢ Integrated DNA
Technologies, BVBA (Belgia). Dostarczone zostaly w formie zliofilizowanej z oznaczong
przez producenta liczba moli. Jako ze z kontrolnych pomiaréw stezen starterow wynikato, iz
faktyczna liczba moli DNA jest nizsza niz ta podana w karcie charakterystyki, przyjeto ze liczba
moli jest polowe nizszg niz podana w karcie charakterystyki. Do oryginalnej probowki doda-
wano odpowiednig objetos¢ HoO HPW, tak aby uzyska¢ roztwory wyjsciowe mutantéw DNA
o stezeniu [100 uM]. Nastgpnie przygotowywano roztwory posrednie o stezeniu [S00 nM]. Te
stezenia stuzyly nastepnie do przygotowania mieszaniny reakcyjnej PCR.

Mutanty DNA, poddawane byly amplifikacji w reakcji PCR, dostarczajac w ten sposob
matryc DNA dla reakcji transkrypcji. Parametry reakcji zostalty juz podane w sekcji 3.2.3 przy
omawianiu przygotowywania aptamerow RNA.

Transkrypcja przeprowadzana byta wedtug takiej samej procedury jak w przypadku ap-
tameréw RNA (sekcja 3.2.3.5). Transkrypty oczyszczano w procesie elektroforezy w zelu po-
liakrylamidowym, eluowano RNA z Zelu i wytragcano wedlug tej samej procedury jak w przy-
padku aptameréw RNA. Nastgpnie oznaczane bylo st¢zenie otrzymanego RNA. Ponizej znaj-
duje si¢ tabela mutantow wraz oznaczonymi st¢zeniami. Oczyszczone RNA przechowywane
bylo w jako roztwér w H.O HPW.

Tabela 14. Stezenia mutantéw RNA po transkrypcji
Kontynuacja tabeli na nastepne;j stronie.

Numer | Datatran- | Liczbanu- | Czystos¢ | Masa Masa mo- | Liczba moli | Stezenie
RNA skrypciji kleotydow RNA | RNA [pg]| lowa [g/mol] [pmole] [uM]
10A 13.04.2022 111 1,42 86,46 37740 2291 1145
10B 13.04.2022 114 1,35 74,44 38760 1920 96,0
10C 13.04.2022 112 1,34 77,45 38080 2034 101,7
10D 13.04.2022 112 1,32 69,64 38080 1829 91,4
13A 22.10.2021 91 1,89 103,85 30940 3356 167,8
13B 22.10.2021 90 1,67 77,94 30600 2547 127,4
90A 14.12.2021 91 2,81 42,89 30940 1386 69,3
90B 14.12.2021 89 1,65 21,89 30260 723 36,2
90C 14.12.2021 89 1,67 14,57 30260 481 24,1
102A 22.10.2021 91 1,58 85,60 30940 2767 138,3
102B 22.10.2021 91 1,71 98,93 30940 3197 159,9
102C 22.10.2021 89 1,71 163,84 30260 5414 270,7
102D 22.10.2021 87 1,66 142,94 29580 4832 241,6
111A 12.12.2021 94 1,58 92,52 31960 2895 1447
111B 12.12.2021 95 1,52 37,58 32300 1164 58,2
111C 12.12.2021 94 1,49 25,88 31960 810 40,5
111D 12.12.2021 95 1,85 59,72 32300 1849 92,5
111E | 12.12.2021 95 1,5 44,26 32300 1370 68,5
111F 12.12.2021 95 1,59 24,37 32300 755 37,7
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111G 12.12.2021 94 1,63 95,63 31960 2992 149,6
145A 13.04.2022 89 1,66 3,70 30260 122 6,1

145B 13.04.2022 89 1,49 33,70 30260 1114 55,7
145C 13.04.2022 89 2,31 0,86 30260 28 2,8

145C 27.06.2022 89 1,71 80,97 30260 2676 133,8
145D 11.07.2022 89 1,84 51,35 30260 1697 84,8
145E 11.07.2022 89 1,76 61,09 30260 2019 100,9

3.2.5. Preparacja liposomoéw

W celu przeprowadzenia badan oddziatywania RNA z blonami pgcherzykow lipido-
wych przygotowano dwie pule duzych jednowarstwowych liposoméw (LUV —ang. Large Uni-
lamellar Vesicles) o stezeniu lipidow 20 mM z sondg Lizamina Rodamina B [0,2 % mol] :

(1) LUVRarT —Duze jednowarstwowe liposomy, ktore sktadaly si¢ z DOPC, sfingomie-

liny oraz cholesterolu w stosunku molowym odpowiednio 6:3:1. Liposomy te sta-
nowity modele btony imitujace sktadem tratwy lipidowe. Sklad tej puli liposoméw
zostat wybrany na podstawie badan prof. Teresy Janas [Janas i in., 2006], gdzie wta-
$nie ten stosunek molowy trzech lipidow (DOPC, SM i Chl) wykazywat maksy-
malny poziom oddziatywania RNA-btona.

(2) LUVporc — Duze jednowarstwowe liposomy ztozone z samej DOPC, stuzyty jako

modele btony nie-tratwowej. Pula ta stanowita kontrol¢ przy analizie znaczenia
tratw lipidowych w oddziatywaniu z RNA z btonami.

W toku badan kilkukrotnie przygotowywano liposomy w objetosci 0,5 mL metoda hy-
dratacji cienkiego lipidowego filmu i ekstruzji. Opis preparatyki liposomow obejmowal przed-
stawione ponizej etapy:

1.

Do okragtodennej probowki 2 mL pobierano odpowiednie objetosci roztworow
DOPC, sfingomieliny i cholesterolu (dla liposoméw tratwowych) lub jedynie DOPC
(dla liposoméw DOPC), tak by stezenie lipidow wynosito 20 mM.

Dodawano roztwor sondy Lizamina Rodamina B (LissRh-PE), tak aby jej stezenie
wynosito 0,2 % mol.

Probowke z roztworami lipidu(-6w) i1 sondy umieszczano pod strumieniem azotu,
do momentu odparowania rozpuszczalnikow.

Osadzony na dnie film lipidowy zawieszano w 0,5 mL ogrzanego (60°C) buforu
RNA i inkubowano w temperaturze 60°C przez 3 minuty. Nast¢pnie probke wytrza-
sano recznie okoto 30 s, tak aby czasteczki lipidow mogly oderwac sie od dna pro-
bowki, tworzac dwuwarstwowe pecherzyki wielowarstwowe (MLV — ang. Multi
Lamellar Vesicles).

Nastepnie probke poddawano dziataniu pigciu cykli zamrazania-rozmrazania po-
przez zanurzenie w ciektym azocie lub umieszczenie w zamrazalce oraz ogrzewanie
w bloku grzejnym do 60°C i zworteksowanie.

Duze jednowarstwowe pecherzyki (LUV) przygotowywano poprzez ekstruzje (15
cykli) przy uzyciu mini-ekstrudera Avanti MiniExtruder (Avanti Polar Lipids) z fil-
trem Millipore Ultrafree-MC Centrifugal Filter Devices (VWR) o $rednicy poréw
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100 nm. Rozmiar $rednicy porow filtra zostat wybrany w celu upodobnienia wiel-
kos$ci powstatych pegcherzykow do $redniej wielkosci egzosomow.
Przygotowane liposomy LUVRrarti LUVborc z sondg LissRh-PE, byly porcjowane po
5,5 uL (objetos¢ potrzebna na jedng seri¢ pomiarowa) i przechowywane w zamrazalce. Dla
pomiaréw kontrolnych, przygotowano rowniez dwie dodatkowe pule LUVpopc | LUVRarT bez
sondy fluorescencyjnej wedlug takiej samej procedury jak wyzej (z pomini¢ciem punktu 2).

3.2.6. Znakowanie i oczyszczanie egzosomoéow
3.2.6.1. Izolacja egzosoméw

Egzosomy izolowane byty z surowicy cielecej (CBS — ang. calf bovine serum) (Ther-
moFisher Scientific) metoda wirowania réznicowego [Sapon i in., 2020]. Procedura izolacji
przeprowadzana byta w Zakladzie Cytobiochemii, Wydziatu Biotechnologii Uniwersytetu
Wroctawskiego przez dr Karoling Sapon. [zolacja obejmowala trzy etapy: (1) wirowanie probki
surowicy (30 mL) przez 20 minut z predkoscia 2 tys x g. zakonczone usunieciem pelletu i ze-
braniem supernatantu do dalszych krokéw; (2) wirowanie supernatantu (zawiesina pecherzy-
kow) przez 18 godzin przy 126 tys. x g., zakonczone usunigciem supernatantu i zawieszeniem
osadu z pecherzykami w buforze PBS, worteksowanie probKi przez godzing; (3) ultrawirowanie
przez 70 minut przy 126 tys. x g w 4°C, zakoniczone ponownym usunieciem supernatantu i
zawieszeniem pelletu w 80 puL buforu PBS i zworteksowaniem. Tak przygotowana probka byta
transportowana w pojemniku chtodzacym (ok. 4°C) do Opola i poddawana dalszym procedu-
rom.

3.2.6.2. Inkubacja egzosomow z sondami

Po dostarczeniu egzosomow do laboratorium, pecherzyki te byty znakowane dwoma
sondami fluorescencyjnymi CTB-555 i fDil. Do zawiesiny egzosomow dodawano najpierw
porcje sondy CTB-555 [200 pg/mL] tak aby koncowe stezenie sondy w 80 pL. probki wynosito
2 pg/mL 1 inkubowano przez 30 minut w temperaturze pokojowej, w ciemnosci. Nastgpnie do
tej samej probowki dodawano sondg fDil [80 uM] (koncowe stezenie sondy 1 uM — przy po-
miarach z aptamerami RNA i 2 uM — przy pomiarach z mutantami) i inkubowano 60 minut w
temperaturze pokojowej w ciemnos$ci. Po inkubacji, jesli nie bylo mozliwe wykonanie kolej-
nych etapow od razu, probki byly przechowywane do nastgpnego dnia w lodowce.

3.2.6.3. Oczyszczanie egzosomow

W celu usuni¢cia matych kompleksow biatkowo lipidowych, a takze pozostatosci nie
zwigzanych sond przeprowadzano filtracj¢ zelowa probki po inkubacji z sondami. Kolumna
filtracyjng (1 mL) byta wypetniana ztozem Sephacryl S-1000 (Sigma-Aldrich ) i przeptukiwana
buforem RNA. Przed nalozeniem wtasciwej probki, kolumne wysycano dodajac 40 pL
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liposoméw LUVpopc bez sond (dla pomiaréw z mutantami; we wczesniejszych pomiarach z
aptamerami RNA nie wysycano kolumny)”,

Wiasciwa probka izolatu egzosomoéw z sondami byta nanoszona na gor¢ kolumny w
objetosci 40 pL i eluowana buforem RNA. Zbierano 15 frakcji eluatu po 2 krople (ok. 80 pL)
I 0znaczano doktadna objetos¢ kazdej frakcji. W przypadku stwierdzenia objgtosci ponizej mi-
nimalnej obj¢tosci pomiarowej, probke uzupetniano dodajgc buforu RNA do wymaganej obje-
tosci 80 pL. Profil elucji okreslano mierzac poziom fluorescencji (pomiar punktowy program
Advanced Reeds, Slit 10,10) przy odpowiednich dla uzywanych sond dtugo$ciach fal wzbu-
dzenia i emisji. Przyktadowy profil elucji przedstawiono na ponizszym wykresie.
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Rysunek 14. Profie elucji egzosomow.

Wykres przedstawia wartosci poziomu fluorescencji otrzymanej dla pomiaréw kolejnych fakcji
eluatu, dla ustawionej warto$ci fal wzbudzenia i emisji sondy CTB-555 (wykres pomaranczowy
555/570) oraz fDil (wykres niebieski 550/570). Pomiary wykonywano poczatkowo w parame-
trach kazdej z sond oddzielnie (tak jak na wykresie), jednak ze wzgledu na wyrazniejszy sygnat
dla warto$ci 555/570, ograniczono pomiary do tych wartosci wzbudzenia i emisji.

Wzrost fluorescencji w okolicach 450 — 650 pL $wiadczy o obecnosci egzosomoéw ze
zwigzanymi sondami (frakcje numer 6-8). Ponowny wzrost fluorescencji przy objetosciach po-
wyzej 700 pL to frakcje zawierajace niezwigzang sondg¢. Frakcje egzosomowe (zwykle 3) zbie-
rano razem i poddawano koncowemu ultrawirowaniu w kolumienkach Spin-X z filtrem o wiel-
kosci poréw 0,22 pm. Probki w kolumienkach wirowano 2 minuty przy 2 tys. X g w tempera-
turze pokojowej. Otrzymang zawiesing egzosomow w buforze RNA wykorzystywano nastep-
nie do badan oddziatywania bton egzosoméw z RNA.

* Wysycanie kolumny liposomami bez sond zastosowano w celu zwiekszenia odzysku czyszczonych egzosomow
po filtracji, jednak nie zaobserwowano znaczacych roéznic przy braku lub stosowaniu wysycania.
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3.2.7. Pomiary kontrolne
3.2.7.1. Dobér zakresu stezen lipidow dla miareczkowania liposomami

Procedura pomiarowa oddziatywan RNA- btona liposoméw miata obejmowaé miarecz-
kowanie statego stezenia RNA, liposomami we wzrastajacym szeregu stezen lipidow liposo-
mowych, tak wigc podawane st¢zenia LUVrarT 0raz LUVporc beda si¢ odnosi¢ do stezenia
lipidoéw, ktore budujg blony tych liposomow. Przeprowadzono wstepne pomiary oddzialtywania
aptameru 64 RNA z btonami LUVRrarT 0raz LUVporc w zakresie stezen 62,5 uM — 1 mM (6
punktow pomiarowych ze wzrastajgcym stezeniem lipidow). Wyznaczona wartos¢ statej dyso-
cjacji Kp byta kilkukrotnie nizsza dla oddziatywania RNA z liposomami tratwowymi, stagd dla
wyposrodkowania zakresu mierzonych stezen wzgledem wartosci Kp, dodano dla liposoméw
tratwowych dodatkowy punkt pomiarowy o najnizszym stezeniu lipidow [30 uM] oraz dodat-
kowy punkt o najwyzszym st¢zeniu [1,5 mM] dla pomiaréw z liposomami DOPC. Ostatecznie
stezenia lipidow dla 7 punktéw pomiarowych miareczkowania liposomami wynosity:

(1) LUVRAFT =[30 uM, 62,5 uM, 125 puM, 250 uM, 750 uM i 1 mM]

(2) LUVborc =[62,5 uM, 125 uM, 250 uM, 750 uM, 1 mM i 1,5 mM]

3.2.7.2. Kontrola wartos$ci pozornej fluorescencji liposomoéw

W celu okreslenia warto$ci korekty dla wiasciwych pomiarow spektrofluorymetrycz-
nych, przeprowadzono pomiary pozornej fluorescencji liposoméw bez sond fluorescencyjnych.
Analizy wykonano dla szeregu stezen lipidow i w zakresie dtugosci fal odpowiadajacych wia-
$ciwym pomiarom oddziatywania RNA z liposomami (sekcja 3.2.8.2). Ponizszy wykres przed-
stawia zmiany warto$ci pozornej fluorescencji w zaleznosci od stgzenia lipidow [0 — 1,5 mM]
dla liposoméw LUVRrarT | LUVporc przy dtugosci fal wzbudzenia i emisji uzywanych w po-
miarach.

10

intensywno$¢ fluorescencji [j. a.]

0 500 1000 1500
stezenie lipidow [uM]

—0— LUV RAFT LUV DOPC

Rysunek 15. Wykres zmian pozornej fluorescencji liposomoéw
Uzyskane wartosci pozornej fluorescencji byly odejmowane od wartosci fluorescencji we wia-
sciwych pomiarach oddzialywania RNA z liposomami.
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3.2.7.3. Kontrola sond fluorescencyjnych

W celu pomiaru oddziatywania bton lipidowych z czasteczkami RNA potrzeba bylo
dobra¢ sondy fluorescencyjne dla dwoch uktadéw pomiarowych:

(1) Aptameréw RNA i mutantow RNA z btonami liposomow

(2) Aptameréow RNA i mutantow z egzosomami

Na wstepnie przeprowadzono kontrolne pomiary optymalnych dtugosci fal wzbudzenia
(Mwz) 1 emisji (Aem) sond fluorescencyjnych, przy uzyciu spektrofotometru fluorescencyjnego
Varian Cary Eclipse (Agilent Technologies) w programie SCAN. Procedure pomiaréw podano
ponizej na przyktadzie probki pomiarowej z sondg LissRh-PE
1. Pomiar widma emisji sondy przy optymalnych warto$ciach fali wzbudzenia (Awz) | emi-
sji (Aem) podanych przez producenta (Awz/ Aem = 560/580 nm):
= Parametry pomiaru: Awz = 560 nm, zakres fal mierzonej emisji (Aem) = 570-680
nm,
*  Wynik: maksymalna warto$¢ przy Aem = 590 nm (intensywnos¢ 606 j.a.)
2. Pomiar widma wzbudzenia dla otrzymanej warto$ci Aem :
= Parametry pomiaru: Aem= 590 nm, zakres fal mierzonego Aw; = 480 — 580 nm
=  Wynik: maksymalna warto$¢ przy Awz = 571 nm (intensywno$¢ 838 j.a) (przy-
j@tO Mz 570 nm)
3. Pomiar ostatecznego widma emisji dla otrzymanej wartosci Awz :
= Parametry pomiaru: Awz = 570, zakres fal mierzonej Aw; = 580-680 nm
=  Wynik: maksymalna warto$¢ przy Aem= 590 nm (intensywnos$¢ 815 j.a)
Tak wiec dla sondy LissRh-PE optymalne warto$ci fal wzbudzenia 1 emisji wyniosty
Awz / Aem = 570/590 nm. Jesli dlugosci rdznity si¢ od podanych przez producenta lub w literatu-
rze, do dalszych pomiardéw przyjeto te uzyskane eksperymentalnie. Ostateczne dlugosci fal
wzbudzenia i emisji zestawiono w tabeli ponizej.

Tabela 15. Dlugosci fal wzbudzenia i emisji uzywanych sond fluorescencyjnych

Sonda Dhugosci fal vx[lrzllr)rgdzenla/ emisji
466/511 (pomiary aptamerow RNA

YOYO-1 483/513 ((Ip))omial;'yy nrl,utant(')w RNA)z
RiboGreen 500/520
fDil 550/570
CTB-555 555/570
LissRh-PE 5705590
SYTO 61 620/645

W celu wyboru najlepszej sondy do znakowania RNA dla uktadu z liposomami, prze-
prowadzono kontrolne pomiary odzialywania aptameru RNA 0 numerze 64 z sonda RiboGreen
oraz sondg YOYO-1. Wykresy na Rysunku 16. przedstawiaja zmiang fluorescencji YOYO-1

* Dla sondy YOYO-1 dla pomiar6w z aptamerami RNA przyjeto wartoSci literaturowe 466/511. Przed rozpocze-
ciem pomiarow mutantow RNA przeprowadzono dodatkowa kontrolg nowej sondy YOYO-1 i przyj¢to otrzymane
warto$ci Awz / Aem = 483/513
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oraz RiboGreen podczas miareczkowania RNA 64 liposomami DOPC (A) i liposomami tra-

twowymi (B).
A B
LUV DOPC - RNA LUV RAFT - RNA
0,4 0,40
o o
=02 = 020
< <
0 0,00

—8—sonda YOYO-1

200 400 600
stezenie lipidow [uM]

800 1000

sonda RiboGreen

0 200 400 600 800
stezenie lipidow [uM]

1000

—8—sonda YOYO-1 sonda RiboGreen

Rysunek 16. Porownanie zmian fluorescencji sond RNA w trakcie miareczkowania liposomami.

Zmiany fluorescencji sg warto$ciami $rednimi uzyskanymi dla trzech powtorzen serii kontrol-
nej. FO to maksymalna warto$¢ fluorescencji sondy przez dodaniem pierwszej porcji liposo-

mow.

W wyniku przeprowadzonych kontroli stwierdzono, ze sonda YOYO-1 wydaje si¢ bar-
dziej stabilna i1 daje wigkszy sygnat po zwigzaniu si¢ z RNA, dlatego t¢ sond¢ wybrano do
dalszych pomiaréw odzialywania aptameréw RNA z blonami.

Dla badan oddzialywania RNA z egzosomami, w zwigzku z niewielka iloscig izolowa-
nych egzosomow, w celu wzmocnienia sygnatu, zastosowano uktad dwdch sond zwigzanych z
bong egzosomow: sonde CTB 555 wigzacg si¢ do gangliozydu GM1 na powierzchni btony eg-
zosomow oraz sonde fDil wigzaca si¢ do fazy hydrofobowej blony. Ostateczne uktady pomia-
rowe sond dla pomiarow RNA z liposomami i egzosomami przedstawiono na Rysunku 17.
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Rysunek 17. Uklady sond uzywanych w badaniach.
A. Uklad sond dla pomiaréw oddzialywania aptameréw RNA / mutantéw RNA z liposomami:
= Donor: sonda YOYO-1- zwigzana z RNA (aptamery / mutanty)
»  Akceptor: sonda LissRh-PE" — zwigzana z btonami liposomow
B. Uktad sond dla pomiaré6w oddzialywania aptamerow RNA / mutantdéw z egzosomami:
= Donor: sondy CTB-555 i fDil — zwigzane z blonami egzosomoéw
= Akceptor: sonda SYTO 61 — zwigzana z RNA
Widma uzyskane w kreatorze widm na stronie Thermofisher
[https://www.thermofisher.com/order/fluorescence-spectraviewer#!/]

3.2.7.4. Wyznaczanie korekty crosstalk donora w ukladzie pomiarowym egzoso-
mow z RNA

W celu wyznaczenia korekty fluorescencji donora (sondy CTB-555 i fDil zwigzane z
btonami egzosomow) o warto$¢ crosstalk akceptora (sonda SYTO 61 zwigzana z RNA) prze-
prowadzono pomiary kontrolne. Celem bylo okreslenie jaki procent fluorescencji donora

* Kreator widm fluorescencji na stronie Thermofisher nie zawierat dostgpnego wyboru sondy LissRh-PE dlatego
na rysunku przedstawione jest widmo sondy Rhodamine Red, ktora charakteryzuje si¢ bardzo podobnym widmem
wzbudzenia i emisji co sonda LissRh-PE.
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stanowi fluorescencja wynikajaca z naktadania si¢ widma akceptora (crosstalk). W tym celu
wykonano nastgpujace kroki:
1. Wykonano kontrolne pomiary fluorescencji probki RNA z sondg SYTO 61 w kanale
donora (555/570) i kanale FRET (555/645).
2. Wyniki skorygowane zostaty o warto$ci uzyskane dla samego buforu.
3. Obliczono procent crosstalk jako stosunek warto$ci fluorescencji w kanale donora
do warto$ci fluorescencji w kanale FRET: % crosstalk = Fs7o/Fsss. Warto$¢ wyzna-
czonej korekty wynosita 0,3.

3.2.8. Pomiary fluorescencji i wyznaczenie stalej dysocjacji dla kompleksu
RNA-liposomy

Schemat uktadu pomiarowego sond dla pomiaréw oddziatywania RNA z liposomami
sktadat si¢ z:
= Donora: Sonda YOYO-1 zwigzana z RNA
= Akceptora: sonda LissRh-PE zwigzana z btonami liposoméow
Probka RNA o statym stezeniu donora (YOYO-1) byta miareczkowana liposomami za-
wierajgcymi akceptor (LissRh-PE).

3.2.8.1. Przygotowanie probek do pomiarow

Bezposrednio przed pomiarami przygotowywano odpowiednie rozcienczania uzywa-
nych odczynnikéw i fatdowano RNA. Procedura ta przebiegata wedlug schematu podanego
ponizej:

1. Przygotowanie rozcienczen liposomoéw z sonda.

Z porcji sporzadzonych wczesniej liposomow LUVpopc z sonda LissRh-PE [20 mM]

przygotowywano rozcienczenie [10 mM] buforze RNA. W przypadku LUVRgart przy-

gotowywano rozcienczenia dodatkowo rozcienczenie [5 mM].

2. Przygotowanie roztworu RNA

W zaleznoS$ci od stezenia RNA otrzymanego po transkrypcji, pobierano odpowiednig

objetos¢ RNA, tak aby otrzymac stezenie [2,75 uM] w okreslonej objetosci (10 puL na

jedna seri¢). Zwykle przygotowywano od razu 40 pL roztwory RNA w H20 HPW, na
cztery powtdrzenia pomiarowe, a porcje na kolejne serie przechowywano do pomiaru

w lodéwce.

3. Sfaldowanie RNA

W celu sfaldowania RNA 10 pL roztworu RNA [2,75 uM] bylo podgrzewanych w

bloku grzejnym TDB-120, Dry block thermostat (Biosan) do 65°C przez 1 minute. Po

czym dodawano 1 pL cieptego buforu RNA 10x zawierajacego jony dwuwartosciowe.

Probka byta mieszana i pozostawiana w temperaturze pokojowej na 15 minut, w trakcie

ktérych RNA ulegalo sfaldowaniu w trakcie schladzania roztworu.
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3.2.8.2. Pomiary fluorescencyjne

Pomiary oddzialywania RNA z blonami lipidowymi byly przeprowadzane z wykorzy-
staniem spektrofotometru fluorescencyjnego Varian Cary Eclipse (Agilent Technologies) i mi-
krokuwety kwarcowej o minimalnej objetosci pomiarowej 80 pL*. Badania oddziatywania ap-
tamerow RNA z btonami liposomowymi prowadzone byly w wickszosci w programach
»SCAN” 1 ,,Advanced Reeds” dla trzech aptamerow RNA (111, 119, 145) pomiary zostaty
przeprowadzone w programie ,,Kinetics”. Szczegotowe ustawienia parametréw pomiarow
przedstawiono w ponizszej tabeli.

Tabela 16. Parametry pomiaréow dla badan oddzialywania RNA-liposomy.

Program Pomiary Parametry
SCAN Pomiar widma fluorescencji donora przy zada- | Pomiar fluorescencji dla Awz = 483, Aem=
nej dhugosci fali wzbudzenia i zakresie fal emi- | 495-600
sji, mierzony dla kazdego punktu pomiarowego. | Napigcie: 600 V (Voltage -Medium)
Rozmiar szczelin (Slit): 5,5,
Czas naswietlania: 120 nm/min (Slow)
Temperatura: 20°C
Advanced Pomiar punktowy przy zadanych dtugosciach fal | Pomiar fluorescencji w trzech kanatach:
Reeds wzbudzenia i emisji, mierzony w trzech kana- | = Kanat donora 466/511 (483/513)%
fach dla kazdego punktu pomiarowego. *  Kanat akceptora 570/590
= Kanat FRET 466/590 (483/590)
Napiecie: 600 V (Voltage -Medium)
Rozmiar szczelin (Slit): 5,5,
Czas naswietlania: 10 s
Temperatura: 20°C

Kinetics Pomiar pozwalajacy na state §ledzenie wartosci | Pomiar fluorescencji w 3 kanatach (Awz /
fluorescencji w trzech kanatach w trakcie mia- | Aem) :
reczkowania liposomami. =  Kanat donora: 483/ 513

= Kanat akceptora: 570/ 580
=  Kanat FRET: 483 /590

Napiecie: 600 V (Voltage -Medium)
Rozmiar szczelin (Slit): 5,5,

Czas naswietlania: 10 s
Temperatura: 20°C

Prowadzono pomiary fluorescencji w trzech kanatach przy statym stezeniu RNA [0,25
uM] i zwigzanej z nim sondy YOYO-1 [2,5 uM] przy wzrastajacym stezeniu lipidow [30 uM
— 1 mM] dla LUVRarT lub [62,5 uM — 1,5 mM] dla LUVporc. Po dodaniu RNA do kuwety
pomiarowej (zawierajacej sonde YOYO-1 w buforze RNA), probke inkubowano przez 15

* W celu uzyskania poprawnych pomiarow dla matej objgtosci probki (80 -100 puL) adapter z kuweta zostat pod-
niesiony o0 1,1 cm poprzez podstawienie plastikowych podktadek.

T Przy pomiarach punktowych (Advanced Reeds) podane warto$ci Awz / hem w kanale donora 466/511 odnosza

si¢ do pomiarow aptamerow RNA, za$ podane w nawiasie 483/513 do pomiarow mutantow RNA, analogicznie w
kanale FRET.
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minut przed dodaniem pierwszej porcji liposomow. Po dodaniu kazdej kolejnej porcji liposo-
moéw probke inkubowano 5 minut. W tabeli ponizej podano schemat procedury pomiarowej dla
pomiarow kinetycznych oddzialywania RNA z LUVRaFT.

Tabela 17. Schemat pomiarow oddzialywania RNA z liposomami
Podany w tabeli skrot L-LR odnosi si¢ dodawanej porcji liposomoéw z dotaczong sondg LissRh-

PE
Doda\.zvane Ob.JQt(.)SCI od- Stezenie lipidow w Przedziaty czasowe .
Lp | czynnika [stezenic doda- kuwecie pomiarowej | punktow pomiarowych Pomiary
wanego odczynnika] P 1P P Wy
FB 100 pL Buforu RNA - 0-5 min
FS | 1pLYOYO [250 uM] - 5-10 min
Fo 10 uL RNA 2.5 uM 0 uM 10-25 mi Pomiar fluorescencji w 3
uL RNA [2,5 uM] H ~e> min kanatach (A\Wz / Aem) :
F1 0,6 uL L-LR [5 mM] 30 uM 25-30 min K. Donora: 483/ 513
F2 | 0,65 puL L-LR [5 mM] 62,5 uM 30 -35 min K. Akceptora: 570/ 580
F3 | 0,63 uL L-LR [10 mM] 125 uM 35-40 min K. FRET: 483 /590
F4 | 1,25 pL L-LR [10 mM] 250 pM 40-45 min
F5 | 2,25 pL L-LR [10 mM] 500 uM 45-50 min
F6 | 1,25 pL L-LR [20 mM] 750 uM 50-55 min
F7 | 1,25 pL L-LR [20 mM] 1mM 55-60 min

Zachodzace pomiedzy sonda RNA na sondg blonowg zjawisko FRET byto monitoro-
wano jako spadek intensywnos$ci emisji donora (YOYO-1) przy rosngcym st¢zeniu akceptora
(zwigzany z btong LissRh-PE).

3.2.8.3. Wyznaczanie stalej dysocjacji

Na podstawie pomiarow fluorescencyjnych obliczano stata dysocjacji Kp kompleksu
aptamer RNA-btona przy uzyciu rownania izotermy Langmuira [Janas i in., 2006; Sapon i in.,
2020]. Ponizej podano sposdb wyprowadzenia wzoru dla obliczen Kp.

Punktem wyjSciowym byto rOwnanie izotermy Langmuira:
AF = AF0 * (x / (Kb + X))
(6)
gdzie:
AFO0 to maksymalna zmiana fluorescencji,
X - stezenie lipidow w btonach liposoméw LUVporc lub LUVRaFT,
Kb - to stata rownowagi dysocjacji dla kompleksu blona-RNA.

Odwrotnos¢ rownania:

1/ AF = 1/AF0 * (Kp + X / X)
(7
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Przeksztalcenie rownania do rownania funkcji liniowe;:
1/AF = (1/AF0 * Kp/x) + (1/ AFO * x/x)

(8)
1/AF = 1*Kp / AF0 *x + 1/ AF0

9)
1/ AF =Kp / AFO0 * 1/x + 1/AF0

(10)
Roéwnanie funkeji liniowej
y=ax+b

(11)
Zestawienie rownania (10) 1 (11) umozliwia wyznaczenie wspotczynnikéw ,,a” 1,,b™:
1/ AF = Kp / AFO * 1/x + 1/AFO
y=a*x+b

a=Kp/AFO=Kp*1/FO=Kp*b
(12)
Ko =a/b
(13)
Tak wigc warto$¢ Kp mogta by¢ wyliczana na podstawie wspotczynnikow rownania
prostej odczytanej z wykresu odwrotnosci zmiany fluorescencji. Wartos¢ statej Kp byta wyra-
zanaw UM jako stezenie lipidow w liposomach, dla ktorych uktad znajdowal si¢ w rownowadze
(lipidy nie zwigzane z RNA).

3.2.9. Pomiary fluorescencji i wyznaczenie stalej dysocjacji dla kompleksu
RNA-egzosomy

Ze wzgledu na to, ze koncentracja egzosomow préobcee po izolacji byta nieznana, uktad
pomiarowy dla oznaczenia wigzania RNA z btong zostat zmodyfikowany. Probka egzosomow
miareczkowana byta aptamerami RNA (odwrotnie niz w przypadku RNA-liposomy). Schemat
uktadu pomiarowego sond dla pomiarow oddziatywania RNA z egzosomami sktadat si¢ z:

= Donora: sondy CTB-555 i fDil zwigzane z btong egzosomow
= Akceptora: sonda SYTO 61 zwigzana z RNA

Probka egzosoméw o statym stezeniu donora (CTB-555 i fDil) byta miareczkowana
RNA zawierajacym akceptor (SYTO 61).

3.2.9.1. Przygotowanie prébek do pomiarow

Procedurg przygotowania egzosomow do badan opisano w sekcji sekcja 3.2.6. Wyzna-
kowana 1 oczyszczona porcja egzosomOw byla porcjowana i wykorzystywana do pomiarow
przewaznie na drugi dzien po izolacji. Podobnie jak w przypadku pomiaréw z liposomami przy-
gotowywano roztwor RNA [2,75 uM] zwykle w objetosci 30 uL. na 3 serie pomiarowe, z
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ktorych nastepnie pobierano po 10 puL do faldowania jak opisano w sekcji 3.2.8.1. Sfaldowane
RNA [2,5 uM] byto znakowane sondg SYTO 61. Dodawano 1,5 pL. sondy SYTO 61 [500 uM],
tak aby stezenie koncowe sondy w prébce z RNA wynosito 25 uM. Nastgpnie probke inkubo-
wano przez 15 minut w temperaturze pokojowej w ciemnosci.

3.2.9.2. Pomiary fluorescencyjne

Pomiary oddziatywania aptamerow RNA z blonami egzosomow byly prowadzone jako
pomiary punktowe w programie ,,Advancer Reeds”. Dla oddziatywania mutantow RNA z eg-
zosomami mierzono zmiany fluorescencji w programie ,,Kinetics”. Szczegdlowe ustawienia
parametréw pomiardw przedstawiono w tabeli ponizej.

Tabela 18. Parametry pomiaréw dla badan oddzialywania RNA-egzosomy

Program Pomiary Parametry
Advanced Reeds Pomiar punktowy przy zadanych dlugosciach | = Kanat donora 550/570
fal wzbudzenia i emisji, mierzony w trzech | = Kanal akceptora 628/645
kanatach dla kazdego punktu pomiarowego. = Kanat FRET 550/645

Napiecie: 600 V (Voltage -Medium)
Rozmiar szczelin (Slit): 10, 10
Czas naswietlania: 10 s
Temperatura: 20°C

Kinetics Pomiar pozwalajacy na state §ledzenie wartosci | =  Kanat donora 555/570
fluorescencji w trzech kanatach w trakcie | = Kanat akceptora 620/645
miareczkowania egzosomow RNA. = Kanat FRET 555/645

Napiecie: 600 V (Voltage -Medium)
Rozmiar szczelin (Slit): 10, 10

Czas naswietlania: 10 s
Temperatura: 20°C

Pomiary prowadzono w trzech kanatach, przy stalej koncentracji egzosomow 1 wzrasta-
jacym stezeniu RNA. Dla pomiarow oddzialywania bton egzosoméw z aptamerami RNA, po-
bierano 100 puL zawiesiny egzosomow z sondami, ktore miareczkowano RNA w zakresie stg-
zen 0,05 uM — 0,25 pM. Dla pomiaréw z mutantami RNA wykorzystywano 80 pL zawiesiny
egzosomoOw na jedng serie¢, ktore miareczkowane byto RNA w zakresie stezen 0,06 uM - 0,28
uM. Po dodawaniu kolejnych porcji RNA probke inkubowano 10 minut (pomiary z aptame-
rami) lub 5 minut (mutanty RNA). W Tabeli 19. podano schemat procedury pomiarowej po-
miarow kinetycznych oddzialywania RNA z btonami egzosomow.
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Tabela 19. Schemat pomiaréow oddzialywania RNA z egzosomami
Dodawane objetosci
Lp odczynnika
(czas inkubacji)
100 pL (80 pL) za-

FE . , - 0-5
wiesiny egzosomow

Stezenie RNA w ku- Przedzialy czasowe Pomiar w trzech kanatach
wecie pomiarowej | punktow pomiarowych

Pomiar fluorescencji w 3 kana-

F1 2 uL RNA 0,05 uM (0,06 pM)* 5-10 fach (\wz / Xem) :

F2 2 uL RNA 0,10 uM (0,12 uM) 10-15 K. donora 555/570
K. akceptora 620/645

F4 2 uL RNA 0,20 uM (0,23 uM) 20-25

F5 2 uL RNA 0,25 uM (0,28 uM) 25-30

Obserwacje zjawiska FRET pomigdzy zwigzanymi z btong egzosomoéw CTB-555 i fDil
(jako donor) oraz sondg RNA - SYTO 61 (jako akceptor) prowadzono w temperaturze pokojo-
wej przez wzbudzenie sond CTB-555 i fDil i obserwujac spadek emisji przy zachodzeniu
FRET, w trakcie miareczkowania akceptorem (5 punktow pomiarowych).

3.2.9.3. Wyznaczenie stalej dysocjacji

Statg dysocjacji Kp kompleksu RNA-btona egzosoméw obliczano w podobny sposob
jak dla kompleksow aptamerow RNA z liposomami. R6znica polegaty na tym, ze w przypadku
eksperymentdw z egzosomami, w rownaniu izotermy Langmuira (rownanie 6) ,,x” oznaczat
stezenie RNA. Finalnie Kp 0znaczato tu statag rownowagi dysocjacji dla kompleksu RNA-btona
egzosomalna. Wartosci fluorescencji donora (CTB-555- fDil) zostaty skorygowane o warto$ci
crosstalk akceptora (SYTO 61) w nastepujacy sposob: dla kazdego punktu pomiarowego obli-
czano iloczyn warto$ci fluorescencji w kanale FRET i wartosci crosstalk rownej 0,3 (sekcja
3.2.7.4). Nastgpnie otrzymana warto$¢ odejmowana byta od wartosci fluorescencji w kanale
donora, odpowiednio dla kazdego punktu pomiarowego.

3.2.10. Metody statystyczne

Wszystkie testy statystyczne przeprowadzane byly w programie MS Excel, z wykorzy-
staniem dodatku Analysis ToolPak przy generowaniu statystyki opisowej i poszukiwaniach ko-
relacji oraz odpowiednich tablic dla danych testow.

Testy rozkladu normalnego

Uzyskane wartosci statej dysocjacji Kp dla oddziatywania aptamerow RNA z btonami
LUVporc | LUVRarT zebrano w dwoch grupach w zaleznosci od rodzaju liposomow: Grupa 1
— Kb rna-DOPC Oraz grupa 2 — Kp rna-rarT. W celu sprawdzenia normalnosci rozktadu warto$ci
statej dysocjacji uzyskanych w tych grupach przeprowadzono testy Shapiro-Wilka.

* Podane w nawiasach wartosci (objgtos¢ i stezenia) odnosza si¢ do pomiaréw mutantow RNA z egzosomami.
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Wykonane testy przy poziomie istotnosci a=0,05 wykazaty niezgodnos$¢ wartosci Kp z
rozkladem normalnym dla obydwu wariantow liposomow, dlatego dla dalszych analiz staty-
stycznych tych grup uzywano testow nieparametrycznych. Histogramy rozktadéw wartosci Kp
w obydwu wariantach liposomow przedstawione sg na Rysunku 22. w rozdziale 4.3.

Testy roznic miedzy grupami

W celu okreslenia czy istnieja statystycznie znaczace réznice w poziomie oddziatywa-
nia aptameré6w RNA z LUVporc | LUVRrarT, przeprowadzono test U Manna-Whitneya dla
wspomnianych wyzej dwoch grup wartosci statej dysocjacji (Kp rna-popc 0raz Kp RNA-RAFT).
Roznice sprawdzano przy poziomach istotnosci a=0,05, a=0,01 i 0=0,001. Wyniki zamiesz-
czono w opisie Rysunku 23.

Przy poréwnywaniu $rednich wartosci Kp uzyskanych dla oddziatywania z LUVRarT
aptamerow RNA oraz mutantow tych aptamerow (sekcja 4.7), przeprowadzano testy Kruskala-
Wallisa. Jesli test wykazal wystepowanie roznic statystycznych (przy a=0,05) przeprowadzono
dodatkowo test U Manna-Whitneya aby stwierdzi¢, ktére mutanty wykazuja réznice w powi-
nowactwie do LUVRrarT wzglgdem oryginalnego aptameru.

Analiza zaleznoS$ci zmiennosci Kp

Podjeto réwniez probe wyjasnienia zaleznosci zmiennos$ci $redniej Kp oddziatywan
RNA-btona wzgledem danych czynnikow. W tym celu przeprowadzano testy korelacji wartosci
sredniej Kp kompleksow RNA-LUVRrarT 0d czynnikéw takich jak: motywy sekwencyjne, mo-
tywy strukturalne czy inne czynniki (dtugosci RNA, sktadu nukleotydowy, energia swobodna
fatdowania, czy liczba wariantow strukturalnych). Wyniki analiz omowione zostaty w dyskusji.
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4. WYNIKI

W celu realizacji zadan badawczych, przeprowadzono szereg analiz, ktérych wyniki za-
prezentowane sg w kolejnych sekcjach tego rozdziatu. W sekcji 4.1 scharakteryzowany zostal
profil motywoéw RNA w calej wyjsciowej bazie aptamerow. Jako wstep do wynikow badan
oddziatywan RNA-btona z wykorzystaniem aptamerow RNA, a nastgpnie mutantow, przed
kazda z tych czesci zostata umieszczona charakterystyka uzywanych oligonukleotydoéw. W sek-
cji 4.2 scharakteryzowano wykorzystywane do badan aptamery RNA, za$ w sekcji 4.6 scharak-
teryzowano mutanty aptamerow RNA. Pomiary statej dysocjacji (Kp) kompleksow RNA-btona
prowadzone byty w czterech uktadach:

(1) Badanie oddzialywania aptameréw RNA z btonami liposomow (sekcje 4.3 i 4.4)
(2) Badanie oddziatywania aptameré6w RNA z btonami egzosomow (sekcja 4.5)

(3) Badanie oddziatywania mutantow RNA z blonami liposomow ( sekcja 4.7)

(4) Badanie oddzialywania mutantow RNA z btonami egzosoméw (sekcja 4.8)

4.1. PROFIL MOTYWOW RNA W BAZIE APTAMEROW

Wyjsciowa baza aptamerow RNA sktadata si¢ z 145 sekwencji oligonukleotydow. Aby
sprawdzi¢ w jakich aptamerach wystepuja motywy RNA oraz gdzie w strukturze drugorzedo-
wej RNA prawdopodobnie si¢ znajduja, przeprowadzono wstepng analize bazy RNA. Sekwen-
cje RNA przeszukiwane byly pod kontem obecno$ci motywoéw egzosomowych: CCCU,
GGAG, UGAG 1 UCCU, motywow tratwowych: CCCU, UCCC, CUCC 1 UUGU oraz moty-
wow S-nukleotydowych: UCCCU, CUCCC 1 UUGUU. W ponizszej tabeli zestawiono, ktore
motywy RNA wystepowaly w kolejnych aptamerach 1 w jakiej liczbie, podana zostata rowniez
taczna liczba motywow egzosomowych, tratwowych, motywow 5-nukleotydowych oraz suma
wszystkich motywow dla poszczegolnych aptamerdéw. Sekwencje wszystkich aptamerow wraz
z zaznaczonymi motywami RNA podano w zalaczniku 1.

Tabela 20. Profil motywow sekwencyjnych RNA w bazie aptamerow.

2 > 25|2.|288
IS o =) O 5) 2 E‘ EG| 228 |% =
s 3| o o o 5 O o > 2 .
£ |£%| 3 < < 0 O 0 5] . . - 28| g5|83 5%
T © g O ©) (0) (@) O ) =) o S 5 g 5| E g g S| 2 2
OE) | % @) 0] D -] -] (@) D ) O 5 g 3 g = g = | = g
5 = E>| 55|82 €&
=z 7N O | ©»n A S| 3
7o) [7p)
1 91 0 0 0 0
3 o [N 2 3 1 5
4 91 0 2 0 2
5 91 2 0 0 2
6 91 - 1 3 1 4
7 91 1 2 0 3
8 91 0 0 0 0
9 91 0 1 0 1
10 | 111 2 6 2 9
11 91 1 0 0 1
13 91 1 2 1 3
14 91 0 1 0 1
15 91 1 1 1 3
17 | 111 1 7 2 9
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133 | 91 0 0 0 0
134 | 90 2 2 0 4
135 | o1 0 1 0 1
136 | 91 0 0 0 0
137 | 109 2 5 2 8
138 | 91 3 5 2 8
139 | o1 0 3 1 4
140 | 111 2 5 1 8
141 | 91 2 1 0 2
142 | 91 2 3 0 4
143 | a1 1 1 0 2
144 | o1 2 2 1 4
145 | 85 0 0 0 0
146 | 91 2 1 0 3
148 | 111 2 2 1 5
149 | 91 2 3 2 6
151 | 91 0 1 0 1
152 | 111 0 0 0 0
153 | 111 2 4 2 7
154 | o1 0 0 0 0
155 | 89 3 1 0 3
156 | 91 0 1 0 1
157 | 91 4 5 2 9
158 | 91 0 0 0 0
159 | 90 1 5 2 7
160 | 91 2 1 0 3
161 | 91 0 0 0 0
162 | 91 2 2 0 4
163 | 91 1 1 0 2
164 | 111 0 3 0 3
165 | 91 1 1 1 3
166 | 91 1 1 0 1
167 | 91 2 2 0 3

Czestos¢ wystepowania motywow RNA
Jesli chodzi o grupe motywow egzosomowych (Rysunek 18. A), to 103 aptamery (70%)

zawieraly przynajmniej jeden motyw (od jednego do 6 motywow sekwencji aptameru), z kolei

45 aptamerdw (30 %), nie posiadato Zadnego motywu z tej grupy. Aptamerami z najwigksza
taczng liczbg motywow egzosomowych okazaty si¢ aptamery numer 157, 19 i 54, posiadaty

odpowiednio 4, 5 i 6 motywow Z tej grupy.

W grupie motywow tratwowych (Rysunek 18. B) 118 aptamerdéw (80%) zawierato od
jednego do 8 motywow tratwowych, a 30 aptamerow (20%) nie posiadato takich motywow.
Aptamerami z najwigksza liczbg motywow z tej grupy, byly RNA o numerach: 171 119, posia-

dajace po siedem motywoOw oraz aptamer 54 z oSmioma motywami.
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Grupa motywow 5-nukleotydowych (Rysunek 18. C) byta najmniej liczna. 51 aptame-
row (34%) zawieralo od jednego do 3 motywow S-nukleotydowych, a 97 (66%) sposrod
wszystkich aptamerow nie posiadalo motywow z tej grupy. Aptamerami z najwigkszg liczba
motywow S-nukleotydowych byly aptamery 43 i 54, posiadaty po 3 motywy.

Biorac pod uwage wszystkie motywy RNA z powyzszych grup (Rysunek 18. D), to 86%
aptamerow (128 z 148 sekwencji) zawierala przynajmniej jeden motyw ($cislej od jednego do
14), za$ 20 aptameroéw (14%) nie posiadato w sekwencji zadnego z analizowanych motywow.
RNA z najwickszg liczbg motywoéw RNA to aptamer numer 54, posiadat on w sumie 14 moty-
wow RNA.

A B
Motywy egzosomowe Motywy tratwowe
100 1 - 100% 100 - - 100%
£ 80 - F80% 2 80 1 L 80%
3 . Q ©
E 60 - - 60% § £ 60 A - 60% S
E < = E
3 40 ] 40% & = 40 - - 40% &
N o N o\o
220 200 ° £ 20'H _\'— - 20%
0 0% 01 - 0%
Suma motywow egzosomowych Suma motywéw tratwowych
C D
Motywy 5-nukleotydowe Motywy tacznie
100 - - 100%
100 - - 100% , ’
E 80 - 0w 2 80 - - 80% B
[} N =
E 60 - - 60% § § 601 r60% 2
= o <
o < < =
3 40 - Fa0% & | g 407 - 40% i%
}E 20 - L 20% 3 zo'm P 20%
0 T T T - 0% 0 - - 0%
0 1 2 3 4 5 01234567891014
Suma motywoéw 5- nukleotydowych Suma wszystkich motywow RNA

Rysunek 18. Czestos¢ wystepowania motywow RNA w bazie aptamerow.

Wykresy przedstawiaja liczno$¢ poszczegdlnych grup motywow: Motywy egzosomowe — Wy-
kres A, Motywy trawowe —wykres B, Motywy 5-nukleotydowe — wykres C oraz taczna licznosé
motywow RNA — wykres D, w odniesieniu do catej bazy 148 aptamerdow. Liczby na osi X
oznaczaja sume¢ motywow z danej grupy (wykresy A-C) lub sume wszystkich motywow (wy-
kres D) jakie mogly wystapi¢ w sekwencjach aptamerow. Na osi Y podana jest liczba aptame-
row, ktore charakteryzowaly si¢ dang taczng liczbg motywow (do tej osi odnoszg si¢ stupki
wykresu), za$ na osi pomocniczej podany jest % aptamerow z dang sumg motywow (do tej osi
odnosi si¢ linia wykresu).
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RNA z najwigksza liczbg motywow to aptamer numer 54, posiadat on w sumie 14 mo-
tywow RNA, w tym 6 motywow egzosomowych, 8 motywow tratwowych i 3 motywy 5-nu-
kleotydowe. Aptamer ten byl jednym z oligonukleotydow, dla ktérych poprowadzone byty ba-
dania oddziatywanie z blonami lipidowymi.

Frekwencja wystepowania motywow RNA

Biorac pod uwage aptamery, z przynajmniej jednym sposroéd wyszukiwanych motyw
RNA da si¢ zauwazy¢, ze poszczegdlne motywy RNA wystepowaly czasem kilka razy w se-
kwencji danego aptameru. W tabeli ponizej zestawione sg frekwencje wystgpowania poszcze-
gblnych motywéw RNA w bazie aptamerow.

Tabela 21. Frekwencja wystepowania motywow RNA w bazie aptamerow

g _| Liczba aptamerdéw, w ktorych dany mo- ;
Motyw I;:;Z;Zif;?\?: I; tyw wystepuje kilkukrotnie vf;;: izen;, a‘::zgffnoo_ % WSZySt’kich
RNA . motywow
motywem lraz 2razy | 3razy | 4razy tywu w bazie

CCccu 61 51 8 2 0 73 20%
GGAG 8 8 0 0 0 8 2%
UGAG 21 20 1 0 0 22 6%
UCcCu 55 42 10 3 0 71 19%
UCcCcC 52 38 12 2 0 68 18%
CuccC 53 44 7 2 0 64 17%
UuGuU 52 41 9 1 1 66 18%
UCCCU 27 26 1 0 0 28 8%
CUCCC 18 15 3 0 0 21 6%
uuGuu 20 18 2 0 0 22 6%

Najczgsciej wystepujacym motywem okazata si¢ sekwencja CCCU (pojawita si¢ w 61
réznych czasteczkach RNA, w niektorych kilku krotnie. Stad w sumie, w catej bazie ten motyw
€gzosomowo-tratwowy wystapit 73 razy (20% wszystkich motywow). Sposrod motywow eg-
zosomowych rowniez dos$¢ licznym okazat si¢ motyw UCCU, wystepowat on 71 razy (19%)
aptamerow. Najmniej licznym motywem egzosomowym byta sekwencja GGAG, wystepowata
tylko u 8 aptamerdéw (2%). Motywy tratwowe (oprécz CCCU) wystepowaly na podobnym po-
ziomie od 64 do 68 (17-19%). Sposrdéd motywow S-nukleotydowych najliczniej wystepujacym
byl motyw UCCCU (28 razy, 8%), za$ pozostate dwa motywy CUCCC i UUGUU wystepowaty
praktycznie na tym samym poziomie (21-22 razy, 6%).
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4.2. CHARAKTERYSTYKA APTAMEROW RNA
WYKORZYSTANYCYH W BADANIACH

Do pomiaréw oddziatywan aptamerow RNA z blonami lipidowymi wykorzystano 19
aptamerow zawierajacych motywy RNA w roznych lokalizacjach czgsteczki. Podobnie jak w
wyjsciowej bazie RNA, tak i w tej grupie oligonukleotydow, motyw CCCU byl najczesciej
wystepujaca sekwencja (zestawienie znajduje si¢ w tabeli ponizej). Jesli chodzi o ten motyw
egzosomowo-tratwowy, to siedem badanych aptameréw miato pojedynczy motyw CCCU
(RNA o numerach 10, 13, 20, 59, 64, 93 i 109), cztery aptamery mialy podwdjne motywy
CCCU (numery 19, 24, 102 i 157), wreszcie aptamery 54 1 119 zawieraty po trzy motywy
CCCU. Dla poréwnania wybrano 6 aptameréw bez motywu CCCU: RNA 34 (bez motywow
egzosomowych, tylko z jednym motywem tratwowym UUGU), RNA 78 (z jednym motywem
egzosomowym UGAG, bez motywow tratwowych), RNA 90 (z jednym motywem egzosomo-
wym GGAG i jednym tratwowym UUGU) oraz aptamery 111 i 145, ktére nie posiadaly w
ogole zadnych sposrod analizowanych motywow. Wszystkie motywy RNA dla kazdego apta-
meru zostaty wymienione w kartach charakterystyki RNA na koncu tego podrozdziatu.

Tabela 22. Poréwnanie wystepowania motywow RNA w oryginalnej bazie 148 aptamerow RNA
oraz w puli 19 badanych aptameroéw.

. % wystepowania motywu w ca- | % wystgpowania motywu w ba-
Poszukiwane motywy RNA lej puli aptamerow (148 RNA) | danych aptamerach (19 RNA)

Motyw  egzosomowo-tra- cecu 20% 30%
twowy

Motywy egzosomowe GGAG 2% 4%

UGAG 6% 4%

UCCu 19% 16%

UCCC 18% 28%

Motywy tratwowe cuccC 17% 14%

uuGuU 18% 9%

UcCcCccu 8% 13%

Motywy 5-nukleotydowe CUCCC 6% 10%

UuuGuu 6% 1%

4.2.1. Wystepowanie motywow struktury 2-rzedowej w czasteczkach apta-
merow

Z wykorzystaniem programu Mfold [Zuker, 2003], przewidziana zostala struktura dru-
gorzedowa badanych aptamerow. W analizach odnoszono si¢ do zaproponowanej struktury 2-
rzedowej o najnizszej energii swobodnej sposrod wariantow strukturalnych. Jesli takie wyste-
powaty, inne warianty strukturalne o wyzszej energii swobodnej podane zostalty w zatgczniku
2. Roznica energii swobodnej miedzy pierwsza i druga zaproponowang strukturg wahata si¢
zwykle od 0 do 1,3 kcal/mol, ze $rednig roznica 0,5 kcal/mol. Fatdowanie analizowano pod
wzgledem wystgpowania motywow strukturalnych. Dla kazdego badanego aptameru okres$lano
ile procent nukleotydow wystepowato w poszczegdlnych motywach strukturalnych: odcinku
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podwdjnej helisy (trzonu), wybrzuszen, petli wieloramiennych, petli wewnetrznych, petli typu
spinki do wtosoéw oraz odcinka przy koncach czasteczki, ktory w réznych aptamerach przyj-
mowal formg¢ zblizong do petli (pgtla zewngtrzna) lub zwisu (ang. overhang). Zliczano tez ile
razy dany motyw pojawiat si¢ w przewidzianym faldowaniu dla danego aptameru. Na Rysunku
19. przedstawiony zostat schemat charakterystyki lokalizacji motywow strukturalnych na przy-
ktadzie aptameru 102. Faldowania badanych aptameréw z zaznaczonymi motywami struktu-
ralnymi przedstawiono w kartach charakterystyki aptameréw w sekcji 4.2.3.

= T MOTYWY STRUKTURALNE
petla spinki do
wlosow Przy kazdym motywie podany jest % nukleoty-
/ o dow, ktére wystepuja w danym typie motywu, zas
0o 3 0-0a petla podana liczba odnosi si¢ do tego ile razy dany mo-
A A .
@ @ ® =~ wieloramienna tyw pojawiat si¢ W podanym fatdowaniu. W na-
% o ) % wiasach podano kolory jakich uzywano do wyr6z-
1G] C niania poszczegdlnych motywow.

=  Trzon 38%, 5

petla wewnetrzna (nukleotydy zaznaczone na czarno)
w *  Wybrzuszenie 1%, 1 (brazowy)
odcinek koncowy o g g =  Petla wieloramienna 17%, 1 (szary)

= Petlawewnetrzna  21%, 1 (fioletowy)
= Petla typu spinka do wlosow 22%, 2

® (niebieski)
{ % 50 =  Odcinek koncowy 1%, 1 (pomaran-
n Cz0
¢ 3 wy)
Q

~ ©® U dolu karty podany zostat dodatkowy parametr
w charakterystyki dla danego faldowania, obliczany

& jako stosunek $redniej liczby nukleotydéw (L.nt.)
na spinke do liczby spinek:

G = -8.92 finitially -12.90] ANA 102 Lnt na splnkf; / IiCZba SpinekZ 5,3

Rysunek 19. Struktura 2-rzedowa aptameru 102 z zaznaczonymi motywami strukturalnymi.

Sekwencje RNA zostaly sfaldowane przy uzyciu programu Mfold z ustalong temperatura fat-
dowania 37°C.

4.2.2. Wystepowanie motywow sekwencyjnych RNA w strukturze 2-rzedo-
wej aptamerow

W przewidzianych strukturach drugorzedowych RNA o0znaczano mozliwg lokalizacje
motywow RNA. W celu analizy lokalizacji poszczegolnych motywow w przewidzianych fat-
dowaniach okreslono, ktore nukleotydy z motywu znajduja si¢ w odcinku sparowanym (ozna-
czone jako ,,S”, ang. stem), a ktore w niesparowanym (oznaczone jako ,,.L”, ang. loop). Na
Rysunku 20. przedstawiono przyktad zapisu lokalizacji motywow RNA dla aptameru 102, za$
w kartach charakterystyki podano struktury z zaznaczonymi motywami RNA dla wszystkich
badanych aptamerow.
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MOTYWY SEKWENCYJINE

Jesli dany motyw wystgpowat w RNA kilkukrotnie, to
przy wymienionym motywie podano informacje ile
razy si¢ powtarzat (np. CCCU 2x). Oznaczenia podane
W nawiasach obok wymienionych motywéw odnosza
si¢ do lokalizacji motywu w czasteczce, tj. kolejnosci
nukleotydéw motywu w tancuchu RNA liczonej od
kofica 5° RNA (np. U38-C41) oraz potozenia
poszczegdlnych nukleotydow w obrebie trzonu lub
petli (np. 1S/3L), gdzie cyfra od 1 do 5 odnosi si¢ do
liczby kolejnych nukleotydow motywu znajdujacych
si¢ w petli (oznaczanej jako L) lub trzonie (S). Ponizej
listy motywow odnotowane sa takze informacje o
naktadajacych si¢ motywach.

» UCCC (U38-C41, 1S/3L,)
»  CCCU 2x (C39-U42, 4L); (C59-U62, 4L)
»  UCCCU (U38-U42, 1S/4L)

Motywy UCCC i CCCU zachodzg na siebie i tworza
dG = -8.92 finitially -12.90] ANA 102 motyW UCCCU

Rysunek 20. Struktura 2-rzadowa aptameru 102 z zaznaczonymi motywami sekwencyjnymi.
Motyw CCCU zaznaczano na zielono, pozostale motywy egzosomowe (GGAG, UGAG i
UCCU) na czerwono, motywy tratwowe (UCCC, CUCC, UUGU) na niebiesko, zas motywy 5-
nukleotydowe wyrdzniano podkresleniem. Podane w nawiasach oznaczenia, odnoszace si¢ do
lokalizacji nukleotydow w motywach 4-nukleotydowych”, obejmowaly nastgpujace warianty:

4L — oznacza, ze wszystkie 4 nukleotydy z motywu znajdujg si¢ w petli,

4S — wszystkie nukleotydy w odcinku sparowanym (trzonie)

3S/1L — trzy pierwsze nukleotydy znajduja si¢ w odcinku sparowanym (3S), a ostatni w
petli (1L),

3L/1S — trzy pierwsze nukleotydy w petli (3L), ostatni w trzonie (1S)

1S/3L — pierwszy nukleotyd w trzonie (1S), trzy kolejne w petli (3L)

2S/2L — dwa nukleotydy w trzonie i dwa w petli

2L/2S — dwa nukleotydy w petli i dwa w trzonie

1S/2L/1S — jeden nukleotyd w trzonie, dwa w petli i ostatni w trzonie.

Motywy strukturalne RNA byly na ogél zlokalizowane w tym samym uktadzie
trzonu/petli w strukturze podstawowej (0 najnizszej energii swobodnej) i w alternatywnych fat-
dowaniach zaproponowanych przez program Mfold (tabela wariantow fatldowania znajduje sie
w zatgczniku 2). Analizy drugorzgdowej struktury dostarczyly danych o mozliwym potozeniu
motywow RNA. Na Rysunku 21. przedstawiono wykres obrazujacy mozliwe warianty lokali-
zacji motywu egzosomowo-tratwowego CCCU we wszystkich aptamerach bazy RNA, ktore
zawieraly ten motyw.

* Lokalizacja motywow 5-nukleotydowych oznaczana byta w analogiczny sposob..
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Lokalizacja motywu CCCU
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25

20 ~
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38/1L 4L 3L/18 1S/3L 4S 2S/2L  2L/2S 1S/2L/1S
Oznaczenie lokalizacji

Liczba wystgpien

Rysunek 21. Lokalizacja motywu CCCU w aptamerach RNA
Na wykresie przedstawiono wszystkie warianty lokalizacji motywu CCCU jakie pojawiaty si¢
w 61 aptamerach z bazy RNA, ktore posiadaty ten motyw (w niektorych aptamerach motyw
CCCU wystepowat kilka razy). Ponizej wyjasniono uzyte na wykresie oznaczenia:

3S/1L — trzy pierwsze nukleotydy znajduja si¢ w odcinku sparowanym (trzonie) (3S), a
ostatni w petli (1L),

4L — oznacza, ze wszystkie 4 nukleotydy z motywu znajduja si¢ w petli,

3L/1S — trzy pierwsze nukleotydy w petli (3L), ostatni w trzonie (1S)

1S/3L — pierwszy nukleotyd w trzonie (1S), trzy kolejne w petli (3L)

4S — wszystkie nukleotydy w odcinku sparowanym

2S/2L — dwa nukleotydy w trzonie i dwa w petli

2L/2S — dwa nukleotydy w petli i dwa w trzonie

1S/2L/1S — jeden nukleotyd w trzonie, dwa w petli i ostatni w trzonie.

Na 73 wystgpienia motywu CCCU w aptamerach RNA, przewazajaca czes¢ tej sekwen-
cji wystepuje czesciowo w odcinku sparowanym i niesparowanym (3S/1L = 26, 3L/1S = 10,
2S/2LL 1 2L/2S po 2 wystgpienia 1 1S/2L/2S = 1). Rowniez znaczna cz¢$¢ motywOw wystepuje
catkowicie w petlach (4L = 25), za$ niewiele catkowicie w odcinku sparowanym (4S = 2).
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4.2.3. Karty charakterystyk aptameréw RNA

Aptamer 10

Sekwencja (5° — 3°):

GGGACGACGAUGACACGAUAGUGAAAGGAGUCGUACUUUCUCUUCGUGUGUGUGCCcUCGuUCuU
CUUCUCCCGUUUGUCUCCCCUUUCGCUCAUACGCCGAUCACAUGACCA

Liczba nukleotydéow: 111
Sklad nukleotydowy: 19 A, 33 C, 25 G, 34 U

Warianty strukturalne:
= Struktura 1 : AG = -25.90 kcal/mol

MOTYWY STRUKTURALNE

Orpetaraigace 1 s s Fo s a4 e

Q¢ ¢
G = -25.90 {initiaily e?saﬂt\?m
= Trzon 54% 9
=  Wybrzuszenie 9% 3
= Petla wieloramienna 0% 0
=  Petlawewnetrzna  19% 4
= Petla spinki 13% 2
=  Petla koncowa 5% 1

L.nt. na spinke / liczba spinek: 3,5

MOTYWY SEKWENCYJNE

Orpetaraigace 1 Coes sa Fab2s e 4 2z

G = -25.90 [Initially -25.9019INA 10

CCCU (C81-U84, 4L)

GGAG (G27-G30, 1S/3L)

UCCC x2 (U68-C71, 4S); (U79-C82, 4L)
CUCC x2 (C67-C70, 1L/3S); (C78-C81, 1S/3L)
UUGU (U74-U77, 2L/2S)

CUCCC x 2 (C67-C71, 1L/4S); (C78-C82,
1S/4L)

Motywy CUCC i UCCC zachodzg na siebie i tworza
motyw CUCCC; CUCC, UCCC i CCCU zachodzg na
siebie i tworzg motyw CUCCC
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Aptamer 13

Sekwencja (5° — 3°):

Liczba nukleotydéw: 91

Sklad nukleotydowy: 20 A, 23 C, 23 G, 25 U .

Warianty strukturalne:

Struktura 1 : AG = -20.10 kcal/mol,
=  Struktura 2 : AG = -19.80 kcal/mol
= Struktura 3 : AG = -19.60 kcal/mol,

GGGACGACGAUGACACGAUAAGUGCUUCUAUGGGUUUGCAGUAAGUUCGUGUCUGGACCUUUC
CCUUCGUCAUACGCCGAUCACAUGACCA

= Trzon
=  Wybrzuszenie

=  Petla wewngtrzna
=  Petla spinki
=  Petla koncowa

dG = -18.00 [Initialty -20.10] RNA 13

=  Petla wieloramienna 4%

L.nt. na spinke / liczba spinek:

P N Wk OO

MOTYWY STRUKTURALNE

MOTYWY SEKWENCYJINE

Crmmon o o 38 183618 202 Gt arsagn 1

G = -18.00 {Initially -20.10] ANA 13

= CCCU (C33-U36, 25/2L)
= UCCC (UC2-C35, 35/1L)
=  UCCCU (U32-U36, 3S/2L)

motyw UCCCU

Connen oa Fob 28 1t 0

Motywy UCCC i CCCU zachodza na siebie, tworza
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Aptamer 19

Sekwencja (5> — 3°) :

Liczba nukleotydéow: 111

Sklad nukleotydowy: 22 A, 39 C, 21 G, 29 U

GGGACGACGAUGACACGAUACCGCCCUUGCUCGUUUCGGAUCCCUCCAUUCCUUGCUGAAGUC
GUCCUAUCGCUCAUCCAUCCUCAUGUUCAUACGCCGAUCACAUGACCA

Warianty strukturalne:

Struktura 1 : AG = -23.00 kcal/mol,
Struktura 2 : AG = -22.50 kcal/mol,
Struktura 3 : AG = -22.50 kcal/mol,
Struktura 4 : AG = -22.40 kcal/mol,

= Trzon 56%
= Wybrzuszenie 6%
=  Petla wieloramienna 16%
»= Petla wewngtrzna 0%
=  Petla spinki 15%
=  Petla koncowa 18%

L.nt. na spinke / liczba spinek:

MOTYWY STRUKTURALNE

dG = -19.62 fInitially -23.00) 39-19-TERESA-YARUS_GO5

P WO F N

o Treho 51802

B

MOTYWY SEKWENCYJNE

CCCU x2 (C24-U27,1S/3L); (C42-U45, 3L/1S)
UCCU x3 (U50-U53, 4L); (U65-U68, 4S); (U81-
U84, 3L/1S)

UCCC (U41-C44, 4L)

CUCC (C44-C47, 1L/3S)

UCCCU (U51-U45, 4L/1S)

Motywy UCCC, CCCU i CUCC zachodzg na siebie,
tworzg motyw UCCCU
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Aptamer 20

Sekwencja (5° — 3°):

Liczba nukleotydéow: 111
Sklad nukleotydowy: 26 A, 35 C, 23 G, 27 U

GGGACGACGAUGACACGAUAGCCCGUAAUGUGGGUUGGUUCUCUACGUUCAACGCUCGUUCUU
ACUCGUAUCCCACAAUCUAACCCUGCCCAUACGCCGAUCACAUGACCA

Warianty strukturalne:

Struktura 1 : -22.00 kcal/mol,

Orptet o a4

dG = -22.00 {Initially -22.00] 40-20- TERESA-YARUS_H05

= Trzon 45% 6
= Wybrzuszenie 3% 2
»  Petla wieloramienna 0% 0
= Petla wewngtrzna  13% 3
= Petla spinki 6% 1
=  Petla koncowa 33% 1

L.nt. na spinke / liczba spinek: 7,0

MOTYWY STRUKTURALNE

MOTYWY SEKWENCYJINE

“0000°
G = -22.00 finiiatly -22.00] 40-20-TERESA-YARUS_H05

CCCU (C84-U87, 4L)
UCCC (U71-C74, 4S)

-79 -




Aptamer 24

Sekwencja (5° — 3°):

Liczba nukleotydéow: 111
Sklad nukleotydowy: 23 A, 33 C, 28 G, 27 U

GGGACGACGAUGACACGAUACGCACUUACUAUGGCCCGUGUGGUUGCGAACCUUCCcyUCcccC
UGUGUCAUGAUGAGAUCGGUCUUCUGGCAUACGCCGAUCACAUGACCA

Warianty strukturalne:
= Struktura 1 : AG = -31.40 kcal/mol,
=  Struktura 2 : AG =-30.10 kcal/mol

MOTYWY STRUKTURALNE

4G = ﬁi‘dtﬁg\.r-aﬁy -31.40] 43-24-TERESA-YARUS_C06

= Trzon 56% 8
=  Wybrzuszenie 6% 3
= Petla wieloramienna 0% 0
= Petla wewngtrzna  11% 3
=  Petla spinki 20% 2
=  Petla koncowa 7% 1

L.nt. na spinke / liczba spinek: 55

o T 18 163481 022

dG = -31.40 [initiaily -31.40) 43-24-TERESA-YARUS _C06

= CCCU x2 (C55-U58, 3S/1L); (C61-U64, 4L)
= UGAG (U74-G77, 3L/1S)

= UCCC x2 (U54-C57, 4S); (U59-C62, 4L)

» UCCCU (U54-U58, 3S/1L)

Motywy UCCC i CCCU zachodzg na siebie, tworza
motyw UCCCU
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Aptamer 34

Sekwencja (5° — 3°):
GGGACGACGAUGACACGAUAAGUUGUGUUGACCUAGCGUAUUAACUGGUCCGUCUUUGAUAGC

GUUGCGUCAUACGCCGAUCACAUGACCA

Liczba nukleotydéw: 91
Sklad nukleotydowy: 22 A, 21 C, 24 G, 24 U

Warianty strukturalne:

Struktura 1 : AG = -22.80 kcal/mol,

OG = -17.34 {Initiatly -22.80] 51-34-TERESA-YARUS_CO7

Trzon 59%
Wybrzuszenie 1%
Petla wieloramienna 13%
Petla wewnetrzna 3%
Petla spinki 22%
Petla koncowa 1%

L.nt. na spinke / liczba spinek:

MOTYWY STRUKTURALNE

P WERNRE

i Mo A 5101958

MOTYWY SEKWENCYJINE

i Mo A 25101058 022

OG = -17.34 {Initiatly -22.80] 51-34-TERESA-YARUS_CO7

UUGU (U23-U36, 4S)
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Aptamer 54

Sekwencja (5° — 3°):
GGGACGACGAUGACACGAUACCCCcUUCGCCCCUUCCUUGUUACACUAUCCUCCAUUGUACUC

CCUUCCUGCAUACGCCGAUCACAUGACCA

Liczba nukleotydéw: 91
Sklad nukleotydowy: 19 A, 35C, 14 G, 23 U

Warianty strukturalne:
= Struktura 1 : AG =-11.20 kcal/mol,
=  Struktura 2 : AG =-10.80 kcal/mol

= Trzon 35% 5
=  Wybrzuszenie 0% 0
= Petla wieloramienna 22% 1
=  Petla wewnetrzna 4% 1
= Petla spinki 18% 3
=  Petla koncowa 21% 1

MOTYWY STRUKTURALNE

8|
G = -7.38 lnitalty -11.20] 70-54-TERESAARUS._F0O

L.nt. na spinkg / liczba spinek: 1,8

s wosao

MOTYWY SEKWENCYJINE

[

8|
dG = -7.38 finitiatly -11.20} 70-54~TEHESA-9ARUS, F09

»  CCCU x3 (C22-U25,4L); (C30-U33, 4L); (C62-
U65, 3S/1L)

»  UCCU x3 (U34-U37, 4L); (U48-U51, 4L); (U66-
U69, 4L)

»  UCCC (U61-C64, 4S)

»  CUCC x2 (C50-C53, 3L/1S); (C60-C63, 1L/3S)

»  UUGU x2 (U370U40, 2L/1S/1L); (U55-U58, 4S)

»  UUGUU (U37-U41, 2L/1S/2L)

»  CUCCC (C60-C64, 1L/4S)

»  UCCCU (U61-U64, 4S/1L)

Motywy UCCU i UUGU oraz UCCU i CUCC
zachodzg na siebie. Motywy CUCC, UCCC i CCCU
zachodza na siebie i tworzg motyw CUCCC
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Aptamer 59

Sekwencja (5° — 3°):
GGGACGACGAUGACACGAUAGCGCUAUUCCCCUCUGGCGUUCGUCUCAACGUCUGGCCAAGAC
CCGAUAUACAUACGCCGAUCACAUGACCA

Liczba nukleotydow: 92 Warianty strukturalne:
Sklad nukleotydowy: 23 A, 30C, 21 G, 18 U = Struktura 1 : AG = -23.80 kcal/mol

MOTYWY STRUKTURALNE

MOTYWY SEKWENCYJINE

Tt g e e 2022 Ovpetsiagpa 1t s Tos oy 3007 00 022

a6 =-19. ﬂﬁfﬂ@?ﬁ 80) 03-59-TERESA-YARUS_CO7

=  Trzon 48% 6 = CCCU(C30-U33,4L)
=  Wybrzuszenie 2% 1 = UCCC (U28-C314L)
= Petla wieloramienna 15% 1

=  Petlawewnetrzna 4% 2

= Petla spinki 29% 2

= Petla koncowa 1% 1

L.nt. na spinke / liczba spinek: 3
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Aptamer 64

Sekwencja (5° — 3°):
GGGACGACGAUGACACGAUAUGUAGGAUGACGGUCCACCUAUUAUUCGUGCCCUAUUUCUUCC
UUGCGUCAUACGCCGAUCACAUGACCA

Liczba nukleotydow: 90 Warianty strukturalne:
Sklad nukleotydowy: 21 A, 25 C, 20 G, 24 U =  Struktura 1 : AG =-20.20 kcal/mol,
=  Struktura 2 : AG =-20.00 kcal/mol

MOTYWY STRUKTURALNE MOTYWY SEKWENCYJNE

LETpr—— s i 1

O

®-0 C

A A
80
R . - Gde - a C [
G = -22.10 finitiaily -20.20] 07-64-TERESA- YARUS_GOT G = -22.10 finitally -20.20) 07-64- TERESA-YARUS_GO1

=  Trzon 56% 7 = CCCU (C51-U54, 3L/1S)
=  Wybrzuszenie 2% 2 = UCCU (U61-U64, 4S)

= Petla wieloramienna 0% 0

= Petlawewnetrzna  13% 3

=  Petla spinki 12% 2

=  Petla koncowa 17% 1

L.nt. na spinke / liczba spinek: 2,8
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Aptamer 78

Sekwencja (5° — 3°):

Liczba nukleotydéw: 91
Sklad nukleotydowy: 21 A, 26 C, 23 G, 21 U

GGGACGACGAUGACACGAUAUUGCUCUAGUGAUCCACUUGCGUCUAUUGAGCGGCCUUUGCCA
CGGGUCACAUACGCCGAUCACAUGACCA

Warianty strukturalne:

=  Struktura 1 : AG =-20.00 kcal/mol,
Struktura 2 : AG =-19.90 kcal/mol,
Struktura 3 : AG =-19.20 kcal/mol,
Struktura 4 : AG =-19.10 kcal/mol,
Struktura 5 : AG =-19.10 kcal/mol

MOTYWY STRUKTURALNE

Cped®
80

6 = -12.87 [Intiaily -20.00] 19-78-TERESA-YARUS_GO3

= Trzon 51% 7
= Wybrzuszenie 2% 2
= Petla wieloramienna 31% 2
»= Petla wewngtrzna 0% 0
=  Petla spinki 15% 3
=  Petla koncowa 1% 1

L.nt. na spinkg / liczba spinek: 1,6

e Tre gy 30 41 5

MOTYWY SEKWENCYJINE

G = -12.87 finitially -20.00] 19-78-TERESA-YARUS_C03

» UGAG (U58-G51, 1L/3S)
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Aptamer 90

Sekwencja (5° — 3°):

GGGACGACGAUGACACGAUAAACGAUUAGUGGAGUUUACCUUCUCAUUUGUCGGGUCACUUCG

GCAAGUGCAUACGCCGAUCACAUGACCA

Liczba nukleotydéw: 91

Warianty strukturalne:

Sklad nukleotydowy: 24 A, 22 C, 23 G, 22 U =  Struktura 1 : AG =-22.90 kcal/mol
=  Struktura 2 : AG =-22.10 kcal/mol

MOTYWY STRUKTURALNE

- 30

"%
(D 4
Q@

o

70
20 i 40 |

5
VK3 = G0 fioitiidly ~EE. 207 TTNA 80

= Trzon 53%
= Wybrzuszenie 1%
=  Petla wieloramienna 0%

P NN O - ol

= Petla wewngtrzna  19%
=  Petla spinki 22%
=  Petla koncowa 5%

L.nt. na spinkg / liczba spinek: 50

MOTYWY SEKWENCYJNE

30

s M Pl 14113 2022

O = -24, m;m.:-afg -22.90] ANA 90

GGAG (G31-G34, 3L/1S)
UUGU (U48-U51, 1S/1L/2S)
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Aptamer 93

Sekwencja (5° — 3°):

Liczba nukleotydéow: 111

Sklad nukleotydowy: 26 A, 34 C, 24 G, 27 U

GGGACGACGAUGACACGAUAUCCGUCAAGGCGCGUUGCAAAUCCCGAGGUCUGUAUUUUCUUC
GUUAGUCCUGCACAUUCUCCCUCGAACCAUACGCCGAUCACAUGACCA

Warianty strukturalne:

=  Struktura 1 : AG =-19.20 kcal/mol,
Struktura 2 : AG =-19.10 kcal/mol,
Struktura 3 : AG =-19.10 kcal/mol,
Struktura 4 : AG = -19.00 kcal/mol,
Struktura 5 : AG = -18.90 kcal/mol

MOTYWY STRUKTURALNE

o
o

g ®

6 ' 8
m 3
,.9(!)@!’3@

80
9G = -13.20 flnitially -19.20] 30-83-TERESA-YARUS_FO4

= Trzon 55% 9
= Wybrzuszenie 5% 3
=  Petla wieloramienna 0% 0
= Petlawewngtrzna  23% 4
=  Petla spinki 18% 2
=  Petla koncowa 3% 1

L.nt. na spinke / liczba spinek: 50

G Tuehn 301074041 2362

o Tuw g 40107874 082

MOTYWY SEKWENCYJINE

ARG

80
G = -13.20 flnitially -19.20] 30-83-TERESA-YARUS_FO4

= CCCU (C82-U85, 4L)

»  UCCU (U69-U72, 25/2L)

»  UCCC x2 (U42-C45, 4S); (U81-C84, 4L)
= CUCC (C80-C83, 4L)

» CUCCC (C80-C84, 5L)

= UCCCU (C81-U8S5, 5L)

Motywy CUCC, UCCC i CCCU zachodza na sobie,
powstajg motywy CUCCC i UCCCU, ktore tez zacho-
dza na siebie
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Aptamer 102

Sekwencja (5° — 3°):

ACCUGUUCAUACGCCGAUCACAUGACCA

Liczba nukleotydéw: 91
Sklad nukleotydowy: 24 A, 28 C, 16 G, 23 U

GGGACGACGAUGACACGAUACCAAUACCAUGGAUUGGUCCCUUUAUCCAGCUUCUUAACCCUU

Warianty strukturalne:
=  Struktura 1 : AG =-12.90 kcal/mol
=  Struktura 2 : AG =-12.40 kcal/mol

MOTYWY STRUKTURALNE

o -2.02 fimnaiy -12.00) BMA 102

= Trzon 38% 5
=  Wybrzuszenie 1% 1
= Petla wieloramienna 17% 1
= Petlawewnetrzna  21% 1
=  Petla spinki 22% 2
=  Petla koncowa 1% 1

L.nt. na spinke / liczba spinek: 53

st tha v

MOTYWY SEKWENCYJINE

cume Srpristagace i1 e e Pl 24 et szt

dG = -8.92 fInitiatly -12.90] ANA 102

= CCCU 2x (C39-U42, 4L); (C59-U62, 4L)
= UCCC (U38-C41, 1S/3L)
= UCCCU (U38-U42, 1S/4L)

Motywy UCCC i CCCU zachodzg na siebie i tworza
motyw UCCCU
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Aptamer 109

Sekwencja (5° — 3°):
GGGACGACGAUGACACGAUAACGCGACAGGGUCUGACAGGCGUCUCCUUCCCUUUUGCAUAAU
CUCCCGUCAUACGCCGAUCACAUGACCA

Liczba nukleotydow: 91 Warianty strukturalne:

Sklad nukleotydowy: 22 A, 29 C, 21 G, 19 U =  Struktura 1 : AG =-22.80 kcal/mol,
=  Struktura 2 : AG =-21.70 kcal/mol

MOTYWY STRUKTURALNE

MOTYWY SEKWENCYJNE

S

o6 = -22.80 [Initially -22.80] 43-109-TERESA-YARUS_COS dG = -22.80 [Invtially -22.80] 43-109-TERESA-YARUS_C06
=  Trzon 55% 8 = CCCU (C50-U53, 4S)
= Wybrzuszenie 2% 2 = UCCU (U45-u48, 4L)
=  Petla wieloramienna 0% 0 = UCCC x2 (U49-C52, 1L/3S); (U65-C68, 4L)
= Petla wewnetrzna  26% 5 = CUCC x2 (C44-C47, 1S/3L); (C64-C67, 1S/3L)
=  Petla spinki 4% 1 = UCCCU (U48-U53, 1L/4S)
»  Petla koncowa 12% 1 = CUCCC (C64-C68, 1S/4L)
L.nt. na spinke / liczba spinek: 4,0 Motywy UCCC i CCCU zachodza na siebie, tworzac

motyw UCCCU. Motywy CUCC i CUCC zachodzg na
siebie, tworzac motyw CUCCC.
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Aptamer 111

Sekwencja (5° — 3°):

CAGGGCUCAUACGCCGAUCACAUGACCA

Liczba nukleotydéw: 91
Sklad nukleotydowy: 23 A, 22 C, 22 G, 24 U

Warianty strukturalne:
=  Struktura 1 : AG =-21.00 kcal/mol

GGGACGACGAUGACACGAUACUAUCAGAAUAAUGUGUUCUUUGGUUCUGUGCACACGCUGUUU

MOTYWY STRUKTURALNE

70

: ' ]
E N )
%B

80

dG = -21.00 finifiafly -21.00] 04-111-TANAS-YARUS_DOT

= Trzon 53%
=  Wybrzuszenie 1%
= Petla wieloramienna 0%

= N o1l O -

= Petla wewngtrzna  18%
= Petla spinki 12%
=  Petla koncowa 16%

L.nt. na spinkg / liczba spinek: 2,8

MOTYWY SEKWENCYJNE

[P utptot ar.gapn €1

Brak analizowanych motywow

e o Our 24010719 2022
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Aptamer 119

Sekwencja (5° — 3°):

CCUGGUCAUACGCCGAUCACAUGACCA

Liczba nukleotydéw: 90
Sklad nukleotydowy: 18 A, 28 C, 19 G, 25 U

GGGACGACGAUGACACGAUAUUUUCCCUCAUGUAUUCGUAUUGGCCGUUGUCCCUGCUCAUCC

Warianty strukturalne:
=  Struktura 1 : AG = -25.40 kcal/mol

MOTYWY STRUKTURALNE

680

OG = -25.40 [Initially -25.40] 53-113-TERESA-YARUS_EO7

= Trzon 56% 5
=  Wybrzuszenie 1% 1
= Petla wieloramienna 0% 0
= Petla wewnetrzna 6% 2
= Petla spinki 23% 2
=  Petla koncowa 16% 1

L.nt. na spinke / liczba spinek: 53

MOTYWY SEKWENCYJINE

i Toa 15 S 2

60

aG = 2540 finitiatly -25.40] 53—:‘19—TEF.’ESA—Q? EO7

= CCCU x3 (C25-U28, 4L); (C52-U55, 3S/1L);
(C63-U66, 4L)

= UCCC x3 (U24-C27, 4L); (U51-C54, 4S); (U61-
C64, 4L)

»  UUGU (U48-U51, 4S)

»  UCCCU x2 (U24-U28, 4L); (U51-US55, 4S/1L)

Dwukrotnie motywy UCCC i CCCU zachodza na sie-
bie, tworzac motyw UCCCU
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Aptamer 145

Sekwencja (5° — 3°):
GGGACGACGAUGACACGAUAGACAUAUAUUGGGUGCUGUCGACGUGUUUAUUAAUCGCCUUUU
GCAUACGCCGAUCACAUGACCA

Liczba nukleotydow: 85 Warianty strukturalne:

Sklad nukleotydowy: 22 A, 19 C, 21 G, 23 U =  Struktura 1 : AG =-16.00 kcal/mol,
=  Struktura 2 : AG = -15.40 kcal/mol,
=  Struktura 3 : AG =-15.00 kcal/mol

g Moo Oer 24050042 2022

MOTYWY STRUKTURALNE MOTYWY SEKWENCYJNE

petotagpn Cotiea s er 205 sz 2

A =164 T®00P15.145- X
G = -16.00 flnitishy -16.00] 15-145-TANAS-YARUS_GD2 dG = -16.00 finitially - 15007 15-145-TANAS-YARUS_G02

= Trzon 56% 7 Brak analizowanych motywow
=  Wybrzuszenie 4% 3
»  Petla wieloramienna 0% 0
» Petla wewngtrzna 9% 2
=  Petla spinki 11% 2
=  Petla koncowa 20% 1

L.nt. na spinkg / liczba spinek: 2,3

-92 -



Aptamer 146

Sekwencja (5° — 3°):
GGGACGACGAUGACACGAUAAUGUGAGGAGUCGCGGUUUCUUCUGGUUUUGGUCCCAUUGGC
CGAGUCAACAUACGCCGAUCACAUGACCA

Liczba nukleotydéw: 91 Warianty strukturalne:
Sklad nukleotydowy: 21 A, 22 C, 26 G, 22 U »  Struktura 1 : AG =-19.80 kcal/mol,
= Struktura 2 : AG =-19.50 kcal/mol
MOTYWY STRUKTURALNE MOTYWY SEKWENCYJNE

U] : GY A
@ Q: -18.80 {initially -19.80] 16-146-TANAS-YARUS_HO2 G = -15.80 fInitially -19.80] 16-146-TANAS-YARUS_H02

=  Trzon 51% 5 »  GGAG (G27-G30, 3L/1S)

= Wybrzuszenie 0% 0 =  UGAG (G24-G27, 2S/2L)

=  Petla wieloramienna 0% 0 = UCCC (U53-C56, 4L)

=  Petlawewnetrzna  23% 4

=  Petla spinki 21% 2 Motywy UGAG i GGAG zachodzg na siebie
=  Petla koncowa 5% 1

L.nt. na spinke / liczba spinek: 4,8
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Aptamer 157

Sekwencja (5° — 3°):

CCCUGCUCAUACGCCGAUCACAUGACCA

Liczba nukleotydéw: 91
Sklad nukleotydowy: 21 A, 33 C, 17 G, 20 U

GGGACGACGAUGACACGAUAUGUACCAUGGCAUAUCAGCUCACAUUCUUCCcUGCGCCccuccUuC

Warianty strukturalne:

=  Struktura 1 : AG = -14.80 kcal/mol,
=  Struktura 2 : AG = -14.80 kcal/mol,
= Struktura 3 : AG = -14.50 kcal/mol

MOTYWY STRUKTURALNE

0G = -12.17 finitially -14.80] 25-157-TANAS-YARUS_A04

= Trzon 46% 7
= Wybrzuszenie 3% 3
= Petla wieloramienna 15% 1
»= Petla wewngtrzna 2% 1
=  Petla spinki 21% 2
=  Petla koncowa 12% 1
L.nt. na spinke / liczba spinek: 4,8

e S oG 4802010

MOTYWY SEKWENCYJINE

s a2 e 4 tarduan et

60

dG = -12.17 [Initially -14.80] 25-157-TANAS-YARUS_AD4

» CCCU x2 (C56-U59, 4L); (C64-U67, 3L/1S)
»  UCCU x2 (U49-U52, 4L); (U59-U62, 4L)

»  UCCC (U62-U65, 4L)

» CUCC x2 (U58-C61, 4L); (C61-C64, 4L)

» CUCCC (5L)

Motywy CUCC, UCCU i CCCU zachodza na siebie
tworzg motyw CUCCC
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4.3. ODDZIALYWANIE APTAMEROW RNA Z BLONAMI
MODELOWYMI

W celu zbadania znaczenia obecnosci tratw lipidowych na poziom oddziatywania RNA
z blong pecherzykow, przeprowadzono pomiary fluorescencyjne zgodnie z procedurg przedsta-
wiong w rozdziale 3, ,,Metody”. Przy badaniu oddzialywania RNA-btona dla kolejnych apta-
meré6w RNA obserwowano zmiany w intensywnos$ci emisji donora (zwigzana z RNA sonda
YOYO-1) podczas miareczkowania liposomami LUVRrart 0raz LUVporc. W ponizszych tabe-
lach (23 i 24) zestawione sg przyktadowe wyniki pomiaréw dla 16 badanych aptameréw RNA
z dwoma rodzajami liposomoéw, uzyskane w oddzielnych eksperymentach.

Tabela 23. Zmiany widma emisji fluorescencji sondy YOYO-1 w trakcie miareczkowana aptame-
row RNA Iiposomami LUVDopc i LUVRrarT
Dla kolejnych aptamerow wykresy po lewe;j stronie tabeli przedstawiajg zmiany widma YOYO-
1 przy miareczkowaniu liposomami LUV poec (st¢zenie lipidu DOPC 0 uM—1500 uM), za$ wy-
kresy po prawej przy miareczkowaniu LUVgarr (stezenie lipidow tratwowych 0 uM — 1000

uM).
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Aptamer 19

0 puM 0 uM
400 62.5uM 5 400 30uM
B 125 1M = ——62.5 UM
= 5 —e— 125 uM
= 300 250pM 5 300 —e—250uM
o | i
72} =}
£ 200 " 2 200 750 uM
E —o— 1000 uM 5 —e— 1000 uM
< —o— 1500 pM g
2 100 £ 100
g o0 £ 9
& 480 520 560 600 480 520 560 600
dhugosc fali, nm dhugosc fali, nm
Aptamer 20
0uM 0uM
5 400 62,5 UM = 400 30 uM
= 125 uM = —o— 62,5 M
g 250 uM 5 —o—125uM
g 300 —o— 500 uM g 300 —&— 250 uM
8 ——750 uM 2 —e— 500 uM
E g —e—750 uM
= 200 =8 1000 }J,M =1 200 3
S —e— 1500 uM = —e— 1000 uM
2 2
£ 100 £ 100
g g
g 9 g 0
480 520 560 600 480 520 560 600
dhugosé fali, nm dhugosc fali, nm
Aptamer 24
0uM 0uM
= 400 62.5 uM = 400 30 uM
= = —0—062.5uM
= = —o—125uM
5 300 5 300 —e—250 uM
z 2 —e— 500 uM
5 5 —e—750 uM
2 200 2 200 —e— 1000 uM
QO QO
3 2
£ 100 £ 100
g g
E 9 g 0
480 520 560 600 480 520 560 600
dlugosce fali, nm dtugosce fali, nm
Aptamer 34
0 uM 400
= 400 62,5 1M T
= 125 uM =
5 250 pM ‘5 300
5 300 —&—500 uM 5
g —e—750 uM 3
g —o— 1000 uM S 200
= 200 K 2
= —e— 1500 uM =
2 2
E 100 é 100
& a
8 8
E 9 £ 0
480 520 560 600 480 520 560 600
dtugosc fali, nm dtugosc fali, nm

-06 -




Aptamer 54
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Aptamer 90
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Aptamer 146
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W trakcie miareczkowania liposomami obserwowano spadek fluorescencji sondy
YOYO-1. Wskazuje to na zachodzenie transferu energii od zwigzanej z RNA sondy YOYO-1
(donora), do zwigzanej z btong liposomoéw sondy LissRh-PE (akceptor) w trakcie oddziatywa-
nia RNA z btong lipidows.

Tabela 24. Zmiany emisji fluorescencji sondy YOYO-1 oraz odwrotnosci zmian fluorescencji

YOYO-1 w trakcie miareczkowania aptameréw RNA liposomami.
Dla kolejnych aptamerow po lewej stronie tabeli przedstawione zostaty wykresy zmiany fluo-
rescencji sondy YOYO-1 podczas miareczkowania aptamerow liposomami LUVpopc lub
LUVRrarT , po prawej stronie przedstawione zostaly wykresy odwrotno$ci zmiany fluorescencji
YOYO-1 podczas miareczkowania danym typem liposomow Wraz z rownaniami regresji linio-
wej. Uzyte na wykresie skroty oznaczaja: FO —to maksymalna fluorescencja YOYO-1 uzyskana
przed rozpoczgciem miareczkowania liposomami, AF — to réznica migdzy fluorescencja FO, a
warto$ciami fluorescencji kolejnych punktéw pomiarowych (w trakcie miareczkowania liposo-
mami). Podane na osi X warto$ci odnoszg si¢ do stezenia lipidow wchodzacych w sktad liposo-
mow, czyli stezenia DOPC, w przypadku LUVporc (st¢zenie oznaczone na wykresach jako
[DOPC]) lub stezenia DOPC, SM i Chl w przypadku LUVrarr (na wykresach oznaczone jako
[RAFT)).
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Aptamer 10 — LUVpopc
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Aptamer 19 — LUVpopc
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Aptamer 24 — LUVpopc
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Aptamer 54 — LUVpopc
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Aptamer 64 — LUVpopc
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Aptamer 90 — LUVpopc

0,20 y = 17,302x + 0,0749
R2=0,87
0,30 ¢
= 0,10 °
= % 0,20 °
0,10
0,00 (4
0 500 1000 1500 0.00
[DOPC] uM 0,00 0,01 0,02
1/ [DOPC] uM
Aptamer 90 — LUVgart
0,30 y = 0,9669x + 0,0164
0.30 R2=0,98
0,20
2
= 0,20
= &)
<
0,10 <
0,10
0,00 eoo—— °
0 200 400 600 800 1000 0.00
[RAFT] uM 0,00 0,01 0,02 0,03 0,04
1/ [RAFT] uM
Aptamer 93 — LUVpopc
0,30 y = 10,354x - 0,0009
0.30 R2=0,98
0,20
2
= 0,20
= =
<
0,10 <
0,10
®
0,00
0 500 1000 1500 0.00
[DOPC] uM 0,00 0,01 0,02
1/[DOPC] uM
Aptamer 93 — LUVgarT
y =2,6939x + 0,0122
0,30 R2=0,99
0,30
0,20
2
= 0,20
4 =)
0,10 <
0,10
0,00
0 200 400 600 800 1000 0.00
[RAFT] uM 0,00 0,01 0,02 0,03 0,04

1/ [RAFT] uM

- 105 -




Aptamer 102 — LUVpopc
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Aptamer 146 — LUVpopc
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Stosunek AF/F0 zasadniczo wzrastatl podczas miareczkowania aptameréw RNA liposo-
mami, wykazujac stopniowe wysycanie aptameru RNA czasteczkami lipidow. Na podstawie
uzyskanego rownania regresji liniowej obliczana byta warto$¢ Kp dla kazdego pomiaru. Z kolei
na podstawie uzyskanych wartosci Kp dla poszczegolnych powtorzen doswiadczenia, obliczana
byta $rednia Kp dla danego aptameru.

Dla niektorych pomiaréw, szczegolnie w przypadku oddziatywan aptamerow RNA z
LUVporc, stosunek AF/FO w trakcie miareczkowania byt nieregularny, dla takich pomiarow
nie zostala obliczona stata dysocjacji. Moglo to wynika¢ z bardzo stabego poziomu oddziaty-
wania lub braku oddziatywania aptameru z btong liposomow.

Ostatecznie wyznaczono w sumie Kp dla 27 pomiaréw oddzialywan aptamerow RNA
z btonami liposomow DOPC oraz 37 warto$ci Kp dla oddziatywan aptameréw z btonami lipo-
somami tratwowymi. Na wykresach ponizej zostaly przedstawione histogramy rozktadu war-
tosci wyznaczonych Kp dla obydwu typéw bton.

Rozktad wartosci K dla kompleksu RNA- Rozktad wartosci K dla kompleksu RNA-
LUVpoec LUVearr
20 25
15 | 20
3 2 15
2 10 b7
[ [
D N 10
5 5
0 0
219 342 464 587 710 833 113 | 177 | 242 | 306 | 371 ‘ 435 ‘ 500 ‘
96 219 342 464 587 710 ‘ 48 ‘ 113 ‘ 177 ‘ 242 ‘ 306 ‘ 371 ‘ 435 ‘
przedziaty wartosci Ky, uM przedziaty wartosci Kp, uM

Rysunek 22. Histogramy rozkladu wartosci Kp dla kompleksow RNA z liposomami

Przedstawione histogramy rozktadu wartos$ci wyznaczonych Kp odnosza si¢ do oddziatywania
aptameréw RNA z dwoma typami bton: po lewej dla kompleksu RNA-LUVpoec ( N=27), po
prawej dla kompleksu RNA-LUVgaer (n=37).

Na ponizszym wykresie pudetkowym (Rysunek 23.) zestawione zostaty rozklady
wszystkich wartosci Kp uzyskanych dla komplekséw aptamerow RNA z btonami LUVporc
(RNA-DOPC) oraz z RNA btonami LUVRrarT (RNA-Tratwy). Poréwnanie medialnych warto-
sci Kp dla wiazania aptamerdéw z blonami LUVpopc wynosi 194 uM (po lewej) oraz 107 uM
w przypadku bton LUVRrarT (po prawej). Wskazuje to na silniejsze oddziatywanie aptamerow
RNA z blonami trawowymi w poréwnaniu z btonami nie-trawowymi. Istotnos$¢ roznicy miedzy
powinowactwem RNA do tych dwodch typoéw bton pecherzykow lipidowych zostala potwier-
dzona testem U Manna-Whitneya (U=215, p < 0,001).

- 108 -



700

600
z
=500 )
M ) RNA-LUV DOPC
O 400 n
Z . RNA- LUV RAFT
§ 300 :

200 T

100 =

0

Rysunek 23. Rozklad wartosci Kp dla kompleksow RNA z liposomami

Ramka rozktadu obrazuje zakres migdzykwartylowy pomiaréw Kp. Medialne wartosci Kp dla
obydwu typow liposomow zostaty zaznaczone czerwong linig. ,,Wasy” na wykresie ograniczaja
zakres wartosci Kp i oznaczajg minimalng i maksymalng wartos$ci Kp dla podanych dwoch ty-
pow oddziatywania RNA z liposomami. Kotka na gorze wykresu pudetkowego to wartosci od-
stajace. Liczba danych npopc = 27, Nrrawy = 37. Symbol ,,*** oznacza wartos¢ prawdopodo-
bienstwa, p < 0,001, dla testu U Manna-Whitneya réznic w medianach.

Na Rysunku 24. zestawione zostaty srednie wartosci Kp dla poszczegdlnych aptamerow
przy oddziatywaniu z LUVpopc 0raz LUVRart. Dla pomiaré6w oddzialywania aptameréw RNA
Z LUVporc, dla 7 aptameréw (numery 24, 59, 78, 90, 93, 102, 109) nie byto mozliwe wyzna-
czenie Kp w kilku powtdrzeniach, stad nie podano na wykresie $redniej. Uzyskane pojedyncze
wartosci Kp dla tych aptamerow byty wysokie (123-734 uM) co sugeruje bardzo stabe oddzia-
tywanie RNA z blonami pgcherzykéw. Dla aptamerow 10, 34, 54, 146 1 147 mozliwe bylo
wyznaczenie Kp w dwoch powtorzeniach (Srednia warto$¢ podana na wykresie). Dla pozosta-
tych aptameréw (numery: 13, 19, 20 i 64) podano Srednie wartosci Kp uzyskane przynajmniej
w trzech powtorzeniach.

Dla pomiaréw oddziatywania aptamerow z LUVRrarT nie byto mozliwe wyznaczanie
$redniej Kp dla dwoch aptameréw o numerach 59 i 157. Uzyskano dla nich jedynie pojedyncze
Kb réwne odpowiednio 117 i1 80 pM. Dla aptameréw o numerach: 34, 78, 109 i 146 podane na
wykresie wartosci Sredniej pochodzg z dwoch pomiarow, dla ktorych mozliwe byto wyznacze-
nie statej. Dla pozostatych 10 aptameréw podane $rednie wartosci Kp uzyskano przynajmniej
w trzech powtdrzeniach.
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Rysunek 24. Zestawienie $rednich Kp dla kompleksow aptamerow z liposomami LUVpopc i
LUVRraFT.
Wykres przedstawia warto$ci $redniej Kp wraz z stupkiem btgdu standardowego dla pomiarow
16 aptamerow. Wartosci Kp i bledow standardowych podane sg w tabeli pod wykresem. Ozna-
czenie ,,nw” w tabeli oznacza, ze dla tego aptameru nie wyznaczono $redniej wartosci Kop.

Zasadniczo otrzymane wartosci statej] Kp byly $rednio prawie dwukrotnie nizsze dla
oddzialywan aptameroéw z LUVrarT W porownaniu z LUVpoprc. Najwigkszg rdznice (okoto 3-
krotnie nizsze Kp dla oddziatywania RNA-LUVRrarT W poréwnaniu z RNA-LUVpopc) mozna
byto odnotowa¢ dla aptameréw o numerach 13, 34 i 54. Dla pozostatych aptamerow (numery
10, 19, 64 i 146) wartosci Kp oddziatywania RNA-LUVRrarT byly okoto dwukrotne nizsze w
poréwnaniu z warto$ciami Kp dla kompleksow RNA-LUVporc. Wyjatek od tego trendu stano-
wit aptamer numer 20, dla ktorego warto$¢ Kp dla kompleksu RNA-LUVRrarT byta okoto 2-
krotnie wyzsza w porownaniu z warto$cig Kp kompleksu RNA-LUVporc.

4.4. ODDZIALYWANIE APTAMEROW RNA Z LIPOSOMAMI
TRATWOWYMI

Aby okresli¢ znaczenie sekwencyjnych i strukturalnych motywow RNA na poziom po-
winowactwa RNA-blona, poréwnano wartosci Kp uzyskane dla oddzialywania aptamerow o
zroznicowanym sktadzie motywow RNA z liposomami LUVRrart. Oprocz badanych wezesniej
16 aptamerdéw dobrano dodatkowo dwa aptamery bez motywoéw RNA: aptamer 111 i 145 oraz
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aptamer 119 zawierajacy motywy tratwowe i dwa motywy 5-nukleotydowe i wykonano dla
nich pomiary fluorescencyjne i wyznaczono warto$ci Kp w kilku powtdrzeniach.

Dla 13 aptameréw uzyskano warto$ci Kp przynajmniej w trzech powtérzeniach, srednie
wartosci Kp dla tych aptameréw przedstawione sg na rysunku ponizej jako ciemno niebieskie
stupki. Dla aptameréw o numerach: 34, 78, 109 i 146 uzyskano warto$ci Kp z dwoch pomiaréw
(na wykresie ponizej srednie Kp dla tych aptamerow oznaczone sg jasno niebieskimi stupkami).
Jak wspomniano wczesniej, z przeprowadzonych pomiarow oddzialywania aptameréw z
LUVRrarT nie byto mozliwe wyznaczanie sredniej Kp dla dwoch aptamerow o numerach 59 i
157. Dla tych RNA uzyskano jedynie pojedyncze warto$ci Kp rowne odpowiednio 1171 80 uM
(nie zaznaczone na rysunku ponizej).
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Rysunek 25. Zestawienie srednich Kp dla komplekséw 17 aptameréw z blonami LUVRrarr.
Wartosci Kp sa $rednig z przynajmniej z 3 niezaleznych eksperymentéw (ciemno niebieskie
shupki) lub dwaéch eksperymentow (jasno niebieskie stupki) + btad standardowy (BS). Pod wy-
kresem w tabeli zaznaczono, ktére motywy i w jakiej liczbie wystepuja w poszczegolnych ap-
tamerach, podana zostala energia swobodna uzyskana dla pierwszego wariantu strukturalnego,
liczba zaproponowanych wariantow strukturalnych oraz catkowita liczba nukleotydow.
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Najnizsze srednie wartosci Kp, dla oddzialywania z LUVRrarT, uzyskano dla aptamerow
541111 odpowiednio 62 uM i 77 uM. Aptamer numer 54, 0 najwyzszym powinowactwie do
tratw, charakteryzowat si¢ najwigksza liczba motywéw sekwencyjnych posrdd analizowanych
oligonukleotydow. Zawieral w sumie 14 motywow RNA: trzy motywy egzosomowo-tratwowe
CCCU, z ktorych dwa znajdowaty si¢ w petlach, za$ jeden na styku trzonu 1 petli (3S/1L); trzy
motywy egzosomowe UCCU, zlokalizowane catkowicie w petlach; pie¢ motywow tratwo-
wych, w tym dwa motyw CUCC zlokalizowane na styku petli 1 trzonu (3L/1S; 1L/3S), dwa
motywy UUGU, z ktérych jeden znajdowat si¢ na styku petli i trzonu (2L/1S/1L) (lub catkowi-
cie w petli w przypadku alternatywnego faldowania) oraz drugi catkowicie w trzonie, a takze
motyw UCCC w trzonie. Aptamer ten zawierat rowniez trzy motywy 5-nukleotydowe: jako
jedyny sposréd analizowanych aptamerdow posiadat sekwencje UUGUU na styku petli i trzonu
(2L/1S/2L) (lub catkowicie w petli w alternatywnej strukturze); motyw CUCCC, na styku petli
i trzonu (1L/4S) oraz motyw UCCCU na styku trzonu i p¢tli (4S/1L). Kilka motywdw zacho-
dzito na siebie: motywy UCCU 1 UUGU oraz UCCU 1 CUCC, a takze motywy CUCC, UCCC
1 CCCU, ktore zachodzac na siebie tworzyly motyw CUCCC.

Drugim z kolei aptamerem wykazujacym najsilniejsze powinowactwo do bton tratwo-
wych (Kp= 77uM) byt RNA 111. Aptamer ten nie posiadal analizowanych motywow egzoso-
mowych czy tratwowych, za to w jego przewidzianej strukturze drugorz¢dowej wystepowat
wyrazny motyw spinki do wlosow (nukleotydy 26-40) z nieduza S-nukleotydowg petla oraz
trzonem obejmujgcym 5 par zasad.

Cztery kolejne aptamery o numerach: 119, 13, 19 1 90 rowniez charakteryzowaty si¢
zwigkszonym powinowactwem do tratw, wartosci srednich Kp przyjmowaty dla tych aptame-
réw wartosci ponizej 100 uM. Dla o$miu aptameréw o numerach: 146, 109, 104, 64, 102, 34,
241 10 $rednie wartosci Kp przyjmowaty wartosci od 114 do 163 uM. Aptamerami o najstab-
szym powinowactwie do tratw okazaty si¢ RNA o numerach: 93, 78 i 20, ich wartosci Kp dla
oddziatywania z tratwami wynosity odpowiednio 204, 225 1 302 uM.

45. ODDZIALYWANIE APTAMEROW RNA Z EGZOSOMAMI

Kolejnym etapem badan byta proba okreslenia aktywnos$ci oddziatywania aptamerow
RNA z tratwami w uktadach biologicznych z wykorzystaniem egzosomoéw izolowanych z su-
rowicy bydlecej. Procedura pomiarow zostata opisana w paragrafie 3.2.9. Podobnie jak w przy-
padku badania odziatywan aptamerow z liposomami, rowniez tutaj, wykonywano pomiary w
oparciu o zjawisko FRET. Mierzony byt spadek fluorescencji w kanale donora (sondy CTB-
555 i fDil zwigzane z egzosomami), przy wzrastajacym stezeniu akceptora (sonda SYTO 61
zwigzana z RNA). Stala dysocjacji Kp obliczana byla dla kompleksu RNA-blona egzosomow.
W Tabeli 25. przedstawiono zmiany fluorescencji sond zwigzanych z egzosomami podczas
miareczkowania aptamerami RNA.
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Tabela 25. Zmiany emisji fluorescencji sond egzosomowych CTB555 i fDil oraz odwrotnosci
zmian fluorescencji sond w trakcie miareczkowania egzosoméw aptamerami RNA.

Po lewej stronie tabeli umieszczone sg wykresy zmiany fluorescencji sond, zas po prawej, od-
wrotno$ci zmiany fluorescencji tych sond. FO — to maksymalna fluorescencja CTB-555 i fDil
uzyskana przed rozpoczeciem miareczkowania akceptorem. AF — to r6znica miedzy fluorescen-

cja FO, a wartosciami fluorescencji kolejnych punktow pomiarowych (w trakcie miareczkowa-
nia RNA).
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Aptamer 24 - Egzosomy
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Aptamer 93 - Egzosomy
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Badania odziatywania RNA z btong egzosoméw prowadzone byty dla 10 aptamerow,
jednak tylko dla potowy z nich udato si¢ uzyskaé¢ wartosci Kp w kilku powtorzeniach i wyliczy¢
srednig. Dla trzech aptamerow o numerach: 13, 54 i 102 uzyskano wartosci Kp dla trzech po-
wtérzeniach, a dla dwoch kolejnych (numery 10 1 78) uzyskano Kp dla dwéch powtorzen eks-
perymentu. Dla czterech aptameréw o numerach: 19, 24, 90 i 93 uzyskano pojedyncze wartosci
Kb, za$ dla aptameru 64 nie udato si¢ wyznaczy¢ Kp. Na rysunku ponizej zestawiono §rednie
wartosci Kp uzyskane dla 5 aptamerow, dla ktérych mozliwe byto wyznaczenie Kp w kilku
powtorzeniach (ciemno czerwone stupki) oraz pojedyncze wartos$ci Kp dla pozostatych 4 apta-
merow (jasno czerwone stupki).

0,50 - 0,45
S 0,88 -
0,40 A 0.36 )
z 0
£ 030 0,24 7
< 0,18 -
2 020 0,15 '
g 0,11 044 .
= 0104 -~
0,00 T T T T T T T T 1
90 54 19 102 24 13 10 78 93

Numer Aptameru

Numer Aptameru | 90 54 19 102 24 13 10 78 93 64
Srednia Kp [pM] £ 0,14 0,18 0,27 | 036 | 0,38
BS 011} o0a | 915 | w001 | O | 20,08 | 20,04 | 0,10

Rysunek 26. Zestawienie $rednich Kp dla komplekséw 10 aptameréw RNA z blonami egzosomow
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Najmniejsza warto$¢ Kp uzyskano dla aptameru numer 90 (Kp = 0,11 uM) jednak ze
wzgledu na to, Ze jest to wynik tylko dla jednego pomiaru, istnieje duza niepewnosc¢ co do tego
pomiaru. Sposrod aptamerdw z wyznaczong Srednig Kp, aptamerem, ktory wykazywat najsil-
niejsze powinowactwo do bton egzosomow okazat si¢ RNA 54 (Srednia Kp = 0,14 £0,04 uM).
Podobng do tego aptameru warto$¢ Kp uzyskano dla aptameru 19 (pojedynczy pomiar Kp =
0,15 uM) oraz aptameru 102 ($rednia Kp = 0,18 +0,11 uM). Dwa kolejne aptamery z wyzszymi
wartosciami Kp to RNA o numerach 24 1 13, o wartosciach Kp odpowiednio 0,24 uM (wartos¢
z pojedynczego pomiaru) i 0,27 0,08 uM (Srednia z 3 pomiaréw). Trzy aptamery, ktorych Kp
sugeruje najstabsze powinowactwo do btony egzosomoéw to RNA o numerach: 10 (§rednie Kp
= 0,36 £0,04), RNA 78 (srednie Kp = 0,38 +0,10 uM) oraz RNA 93 (Kp dla pojedynczego
pomiaru Kp = 0,45 uM).

Jesli zestawi¢ wedtug $redniej warto$ci Kp aptamery, dla ktérych badano oddziatywanie
zardbwno wzgledem liposomoéw jak i egzosomow, to réznice w powinowactwie aptamerow
RNA do bton egzosomoéw wydaja si¢ przypomina¢ roznice w powinowactwie tych samych ap-
tamerow do bton tratwowych (wykres ponizej). W obu eksperymentach najsilniejsze powino-
wactwo RNA-btona uzyskano dla komplekséw z aptamerem 54, za$ stabe powinowactwo dla
kompleksow z aptamerami 10 i 78.
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Rysunek 27. Zestawienie rang srednich Kp dla kompleksow aptameréw z blonami egzosomow i
LUVRrarT
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4.6. CHARAKTERYSTYKA MUTANTOW RNA
WYKORZYSTANYCH W BADANIACH

Alby sprawdzi¢ czy obecnos¢ konkretnych motywow RNA ma wpltyw na warto$¢ po-
winowactwa RNA-btona, przeprowadzono badania oddziatywania z blonami mutantow apta-
merow o zmodyfikowanej liczbie motywoéw RNA, a nastepnie porOwnano otrzymane wartosci
statej dysocjacji z warto$ciami otrzymanymi dla oryginalnych aptamerow. Przygotowane dwie
grupy mutantéw obejmowaty:

(1) Mutanty, w ktérych wyjsciowy motyw lub motywy byty zaburzane poprzez substy-

tucje nukleotydowa lub delecj¢ — grupy mutantéw aptameréw o numerach: 13, 90 i 102

(2) Mutanty, do ktorych wstawiane byty nukleotydy, tak aby utworzyty dodatkowy mo-

tyw RNA, nie obecny w oryginalnym aptamerze — grupy mutantéw o numerach: 10, 111

i 145

W sekcji 3.2.4 opisane juz zostato w jaki sposob mutanty zostaty zaprojektowane i przy-
gotowane do badan.

4.6.1. Karty charakterystyki mutantow aptamerow

Podobnie jak w przypadku aptamerow, przygotowano karty charakterystyki mutantow,
gdzie podana zostata struktura 2-rzedowa o najnizszej energii swobodnej zaproponowana przez
program Mfold, z zaznaczonymi motywami sekwencyjnymi oraz wprowadzonymi modyfika-
cjami. Oznaczenia i skroty wykorzystane w kartach charakterystyki mutantow sg analogiczne
do oznaczen podanych wczesniej przy kartach charakterystyki aptamerow (sekcja 4.2.3). W
ponizszych tabelach pod sktadem nukleotydowym, podany zostat rodzaj modyfikacji. Nukleo-
tydy wstawione (insercje) lub zmienione (substytucje) zostaty oznaczone na z6tto w podanych
sekwencjach mutantéw oraz przewidzianych faldowaniach. Miejsca delecji nukleotydow w se-
kwencji mutantéw zostaty oznaczone symbolem * na zottym tle oraz zo6tta linig miedzy nukle-
otydami w wizualizacjach struktury 2-rzedowe;.
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Mutant 10A

Sekwencja (5 — 3°) :

GGGACGACGAUGACACGAUAGUGAAAGGAGCCCUACUUUCUCuUCGUGUGUGUGCCUCGUCUU
CUUCUCCCGUUUGUCUCCCCUUUCGCUCAUACGCCGAUCACAUGACCA

Liczba nukleotydéow: 111
Sklad nukleotydowy: 19 A, 35C, 24 G, 33 U

Modyfikacje: Substytucja 2 nukleotydéw (nt.) U31 na

C i G33 na C. Powstaje dodatkowy motyw CCCU.

Warianty strukturalne:
= Struktura 1 : AG = -25.90 kcal/mol

MOTYWY STRUKTURALNE

46 = -25.90 {Initialty -25.90)

WA 104

Trzon 54% 9
Wybrzuszenie 10% 3
Petla wieloramienna 0% 0
Petla wewnetrzna  21% 4
Petla spinki 13% 2
Petla koncowa 5% 1

L.nt. na spinkg / liczba spinek: 3,5

Crvren Men Fio 38 163312

e

MOTYWY SEKWENCYJNE

TR

dG = -25.90 [Initialty -25.90]MNA 104

CCCU x2 (4L; 4L)

GGAG (1S/3L)

UCCC X2 (4S; 4L)

CUCC x2 (1L/3S; 1S/3L)
UUGU (2L/2S)

CUCCC x 2 (1L/4S; 1S/4L)

Motywy CUCC i UCCC zachodza na siebie i tworza
motyw CUCCC; CUCC, UCCC i CCCU zachodza na
siebie i tworza motyw CUCCC
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Mutant 10B

Sekwencja (5 — 3°) :

GGGACGACGAUGACACGAUAGUGAAAGGAGCCCUACUUUCUCuUCGUGUGUGUGCCUCGUCUU
CUUCUCCCGUUUGULCUCCCCUUUCGCCCCUCAUACGCCGAUCACAUGACCA

Liczba nukleotydow: 114

Sklad nukleotydowy: 19 A, 38 C, 24 G, 33 U
Modyfikacje: Substytucja2 nt. U31 naCi G33 naC.
Powstaje dodatkowy motyw CCCU.

Insercja 3 nt. CCC mig¢dzy C89 i U90. Powstaje do-
datkowy motyw CCCU.

Warianty strukturalne:
=  Struktura 1 : AG =-24.40 kcal/mol
= Struktura 2 : AG = -23.20 kcal/mol

MOTYWY STRUKTURALNE

oot a8 1660

WDH“@ 8

@E ®

mm % ©¢

dG = -24.40 [initially -24@;%;& 108

= Trzon 53% 9
= Wybrzuszenie 9% 3
=  Petla wieloramienna 0% 0
= Petlawewnegtrzna  18% 4
=  Petla spinki 15% 2
=  Petla koncowa 5% 1
L.nt. na spinkg / liczba spinek: 4,3

MOTYWY SEKWENCYJNE

oo e e v s

4G = -24.40 [Initially -24%0] KA 108

CCCU x3 (4L; 4L; 4L)
GGAG (1S/3L)

UCCC x2 (4S; 4L)

CUCC x2 (1L/3S; 1S/3L)
UUGU (2L/2S)

CUCCC x 2 (1L/4S; 1S/4L)

Motywy CUCC i UCCC zachodza na siebie i tworza
motyw CUCCC; CUCC, UCCC i CCCU zachodza na
siebie i tworza motyw CUCCC
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Mutant 10C

Sekwencja (5 — 3°) :
GGGACGACGAUGACACGAUAGUGAAAGGAGUCCCUACUUUCUCUuCGUGUGUGUGCcUcaucU
UCUUCUCCCGUUUGUCUCCCCUUUCGCUCAUACGCCGAUCACAUGACCA

Liczba nukleotydéow: 112 Warianty strukturalne:

Sklad nukleotydowy: 19 A, 35 C, 24 G, 34 U =  Struktura 1 : AG =-25.10 kcal/mol
Modyfikacje: Insercja 1 nt. C migdzy U31 a C32, sub-

stytucja 1 nt. G33 na C. Powstaja dodatkowe motywy

UCCC i CCCU, ktére zachodzg na siebie i tworzg

motyw UCCCU.

MOTYWY STRUKTURALNE MOTYWY SEKWENCYJNE

Orputstacgaps P Orarcts s ) oo o a8 s 215222

@;
¢ B
dG = -25.10 [Initiatty -2‘310’.‘]7@/1 100 4G = -25.10 [Initially -25.10] .L 10c
= Trzon 54% 9 = CCCUX2 (4L;4L)
= Wybrzuszenie 9% 3 =  GGAG (1s/3L)
=  Petla wieloramienna 0% 0 = UCCCx3(4L; 4S;4L)
» Petlawewnetrzna  19% 4 = CUCC x2 (1L/3S; 1S/3L)
»  Petla spinki 13% 2 =  UUGU (2L/2S)
»  Petla kohcowa 5% 1 = CUCCCx2(1L/4S; 1S/4L)

UCCCU (5L)
L.nt. na spinkg / liczba spinek: 3,8
Motywy CUCC i UCCC zachodza na siebie i tworza
motyw CUCCC; CUCC, UCCC i CCCU zachodzg na
siebie 1 tworzg motyw CUCCC
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Mutant 10D

Sekwencja (5 — 3°) :
GGGACGACGAUGACACGAUAGUGAAAGGAGCUCCCACUUUCuUCUucGuUGUGUGUGCccucaucy
UCUUCUCCCGUUUGUCUCCCCUUUCGCUCAUACGCCGAUCACAUGACCA

Liczba nukleotydéow: 112 Warianty strukturalne:

Sklad nukleotydowy: 19 A, 36 C, 24 G, 33 U = Struktura 1 : AG = -25.10 kcal/mol
Modyfikacje: Insercja 1 nt. C miedzy G301 U31, sub-

stytucja dwoch nukleotydéw G33-U34 na CC. Po-

wstaja dodatkowe motywy CUCC, UCCC, ktoére za-

chodza na siebie i tworza motyw CUCCC.

MOTYWY STRUKTURALNE MOTYWY SEKWENCYJNE

Orvatats s k1 s bios a8 sz Orvatats s k1 oo o o 8 16454 20

®

aG = -25.10 [Initialty -25%-% jvls) aG = -25.10 [Initially -25. ; -A w:»
=  Trzon 54% 9 = CCCU (4L)
=  Wybrzuszenie 9% 3 = GGAG (1s/3L)
=  Petla wieloramienna 0% 0 = UCCC x2 (4S; 4L)
= Petlawewngtrzna  19% 4 = CUCC x2 (1L/3S; 1S/3L)
= Petla spinki 13% 2 =  UUGU (2L/2S)
=  Petla koncowa 5% 1 = CUCCCx 3 (5L; 1L/4S; 1S/4L)
L.nt. na spinke / liczba spinek: 3,8 Motywy CUCC i UCCC zachodzg na siebie i tworza

motyw CUCCC; CUCC, UCCC i CCCU zachodzg na
siebie 1 tworzg motyw CUCCC
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Mutant 13A

Sekwencja (5 — 3°) :
GGGACGACGAUGACACGAUAAGUGCUUCUAUGGGUUUGCAGUAAGUUCGUGUCUGGACCUUUA
CCUUCGUCAUACGCCGAUCACAUGACCA

Liczba nukleotydow: 91 Warianty strukturalne:

Sklad nukleotydowy: 21 A, 22 C, 23 G, 25 U = Struktura 1 : AG = -18.50 kcal/mol,
Modyfikacje: Substytucja 1 nt. z motywu UCCCU, =  Struktura 2 : AG = -18.50 kcal/mol,
C63 na A. Zaburzenie wszystkich oryginalnych moty- =  Struktura 3 : AG = -18.20 kcal/mol,
WOW.

MOTYWY STRUKTURALNE MOTYWY SEKWENCYJINE

w4 s [ —— L S p——

dG = -15.50 [Initialy -18.50] ANA 13A dG = -15.50 finitiatly -18.50] ANA 13A

= Trzon 44% 6 = brak gldéwnych motywow
=  Wybrzuszenie 0% 0
= Petla wieloramienna 3% 1
= Petlawewnetrzna  24% 3
=  Petla spinki 13% 2
=  Petla koncowa 15% 1

L.nt. na spinke / liczba spinek: 3,0
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Mutant 13B

Sekwencja (5 — 3°) :

GGGACGACGAUGACACGAUAAGUGCUUCUAUGGGUUUGCAGUAAGUUCGUGUCUGGACCUUU®

CCUUCGUCAUACGCCGAUCACAUGACCA

Liczba nukleotydow: 90 Warianty strukturalne:

Sklad nukleotydowy: 20 A, 22 C, 23 G, 25 U = Struktura 1 : AG = -20.30 kcal/mol,
Modyfikacje: Delecja 1 nt. C63 z motywu UCCCU. =  Struktura 2 : AG = -20.30 kcal/mol,
Zaburzenie oryginalnych motywow. Powstaje dodat- =  Struktura 3 : AG = -20.00 kcal/mol,
kowy motyw UCCU.

MOTYWY STRUKTURALNE

MOTYWY SEKWENCYJINE

petotagpn

80

& o
¢ 0
(C)
Al
Co o .
O = -17.30 (iniialty -20.30) 35-13-TERESA-YARUS_ C05 D C63 AG = -17.30 [intiatly -20.30] 35-13-TERESA-YARUS_C05 D C63
=  Trzon 47% 6 = UCCU (3S/1L)
= Wybrzuszenie 0% 0
= Petla wieloramienna 3% 1
= Petlawewnetrzna  24% 3
=  Petla spinki 13% 2
=  Petla koncowa 15% 1

L.nt. na spinke / liczba spinek: 2,3

S——

Prre——
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Mutant 90A

Sekwencja (5 — 3°) :

GGGACGACGAUGACACGAUAAACGAUUAGUGGAGUUUACCUUCUCAUAUGUCGGGUCACUUCG

GCAAGUGCAUACGCCGAUCACAUGACCA

Liczba nukleotydéw: 91
Sklad nukleotydowy: 25 A, 22 C, 23 G, 21 U

Modyfikacje: Substytucja 1nt. z motywu UUGU,

U48 na A. Zaburzenie oryginalnego motywu UUGU.

Warianty strukturalne:
= Struktura 1 : AG =-22.90 kcal/mol

MOTYWY STRUKTURALNE

o Vo P2 12201 B2

4G = -24.00 _umr.aﬂjr?-zz 90] ANA 90A

= Trzon 53% 5
= Wybrzuszenie 1% 1
= Petla wieloramienna 0% 0
= Petlawewnetrzna  19% 2
= Petla spinki 22% 2
=  Petla koncowa 5% 1

L.nt. na spinke / liczba spinek: 5,0

MOTYWY SEKWENCYJNE

o Vo P2 12201 B2

30

dG = -24.00 ]fniflaﬂ?-??.gﬂf FANA 90A

»  GGAG (3L/1S)
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Mutant 90B

Sekwencja (5 — 3°) :

GGGACGACGAUGACACGAUAAACGAUUAGUGGAGUUUACCUUCUCAUU*GUCGGGUCACUUCG

GCAAGUGCAUACGCCGAUCACAUGACCA

Liczba nukleotydéw: 89

Sklad nukleotydowy: 24 A, 22 C, 23 G, 20 U
Modyfikacje: Delecja 2 nt. U48-U49 z motywu
UUGU. Zaburzenie oryginalnego motywu UUGU.

Warianty strukturalne:
= Struktura 1 : AG = -22.30 kcal/mol

MOTYWY STRUKTURALNE

o Vo P26 1326 80 22

4G = -23.40 ]fnrr?m‘l/ -22.30] ANA 908

= Trzon 52% 5
= Wybrzuszenie 1% 1
= Petla wieloramienna 0% 0
= Petlawewnetrzna  19% 2
= Petla spinki 22% 2
=  Petla koncowa 6% 1
L.nt. na spinke / liczba spinek: 5,0

MOTYWY SEKWENCYJINE

oo Fab 38 1326 802022

30

dG = -2.?,40(m-:§w -22.30) ANA 908

»  GGAG (3L/1S)

-125 -




Mutant 90C

Sekwencja (5 — 3°) :
GGGACGACGAUGACACGAUAAACGAUUAGUG*GUUUACCUUCUCAUUUGUCGGGUCACUUCGG

CAAGUGCAUACGCCGAUCACAUGACCA

Liczba nukleotydéw: 89

Sklad nukleotydowy: 23 A, 22 C, 22 G, 22 U
Modyfikacje: Delecja 2 nt. G32-A33 z motywu

Warianty strukturalne:

GGAG. Zaburzenie oryginalnego motywu GGAG.

Struktura 1 : AG = -23.20 kcal/mol
Struktura 2 : AG = -22.20 kcal/mol,

MOTYWY STRUKTURALNE

a3 = -24.30 !‘m%aﬂ‘y -23.20] ANA 80C

Trzon 54%
Wybrzuszenie 1%
Petla wieloramienna 0%
Petla wewnetrzna ~ 19%
Petla spinki 20%
Petla koncowa 6%

L.nt. na spinke / liczba spinek:

P NDNNOPFE O

vt M Fob 8 13420 0 Srpristag

MOTYWY SEKWENCYJINE

it Moo Pty 4 ks ozt

G = -24.30 ﬂnéaﬂy -23.20] ANA 90C

UUGU (1S/1L/2S)
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Mutant 102A

Sekwencja (5 — 3°) :
GGGACGACGAUGACACGAUACCAAUACCAUGGAUUGGUACCUUUAUCCAGCUUCUUAAACCUU
ACCUGUUCAUACGCCGAUCACAUGACCA

Liczba nukleotydow: 91 Warianty strukturalne:

Sklad nukleotydowy: 26 A, 26 C, 16 G, 23 U = Struktura 1 : AG = -12.90 kcal/mol
Modyfikacje: Substytucja 1 nt. z motywu UCCCU, =  Struktura 2 : AG = -12.40 kcal/mol
C39 na A. Substytucja 1 nt. z motywu CCCU, C59 na

A. Zaburzenie wszystkich oryginalnych motywow.

MOTYWY STRUKTURALNE MOTYWY SEKWENCYJNE

Oevatetacangs B [T Ocpetstaigan |1 o s a8 1z

oG = -8.92 {initially -12.90] ANA 102A oG = -8.92 [Initialy -12.90] ANA 1024

= Trzon 40% 5 = Brak oryginalnych motywow
=  Wybrzuszenie 1% 1
= Petla wieloramienna 18% 1
= Petlawewngtrzna  18% 1
=  Petla spinki 23% 2
=  Petla koncowa 1% 1

L.nt. na spinke / liczba spinek: 5,3
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Mutant 102B

Sekwencja (5 — 3°) :
GGGACGACGAUGACACGAUACCAAUACCAUGGAUUGGUAAAAUUAUCCAGCUUCUUAAAAAAU
ACCUGUUCAUACGCCGAUCACAUGACCA

Liczba nukleotydow: 91 Warianty strukturalne:

Sklad nukleotydowy: 32 A, 22 C, 16 G, 21 U = Struktura 1 : AG = -12.90 kcal/mol
Modyfikacje: Substytucja 4 nt. z motywu UCCCU, =  Struktura 2 : AG = -12.40 kcal/mol
C39-U42 na AAAA. Substytucja 4 nt. z motywu

CCCU (C59-U62) na AAAA. Zaburzenie wszystkich

oryginalnych motywow.

MOTYWY STRUKTURALNE MOTYWY SEKWENCYJNE

Orputctacopa ) st o Ptz 1oz Orputctacopa ) i s o e e

dG = -8.92 [Initiatly -12.80) ANA 1028 dG = -8.92 [Initiatly -12.80) ANA 1028

= Trzon 0% 5 = Brak oryginalnych motywow
= Wybrzuszenie 1% 1
= Petla wieloramienna 18% 1
= Petlawewngtrzna  18% 1
=  Petla spinki 23% 2
=  Petla koncowa 1% 1

L.nt. na spinke / liczba spinek: 5,3
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Mutant 102C

Sekwencja (5 — 3°) :
GGGACGACGAUGACACGAUACCAAUACCAUGGAUUGGU*CCUUUAUCCAGCUUCUUAA*CCUU
ACCUGUUCAUACGCCGAUCACAUGACCA

Liczba nukleotydow: 89 Warianty strukturalne:

Sklad nukleotydowy: 24 A, 26 C, 16 G, 23 U =  Struktura 1 : AG =-13.40 kcal/mol
Modyfikacje: Delecja 1 nt. C39 z motywu UCCCU. =  Struktura 2 : AG = -12.90 kcal/mol
Delecja 1 nt. C59 z motywu CCCU. Zaburzenie mo-

tywow, powstaje dodatkowy motyw UCCU.

N MOTYWY STRUKTURALNE MOTYWY SEKWENCYJINE

on.e2 22 OrniotaLan
et AT

@ o>

e ' ®

®000®

dG = -9.42 [Initially -13.40] ANA 102C dG = -9.42 [Initially -13.40] ANA 102C

= Trzon 0% 5 = Brak oryginalnych motywow
= Wybrzuszenie 1% 1 =  UCCU (1S/3L)
=  Petla wieloramienna 18% 1
= Petlawewnetrzna  17% 1
=  Petla spinki 22% 2
=  Petla koncowa 1% 1
L.nt. na spinke / liczba spinek: 3
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Mutant 102D

Sekwencja (5 — 3°) :
GGGACGACGAUGACACGAUACCAAUACCAUGGAUUGGU**CUUUAUCCAGCUUCUUAAY*CUUA
CCUGUUCAUACGCCGAUCACAUGACCA

Liczba nukleotydow: 87 Warianty strukturalne:

Sklad nukleotydowy: 24 A, 24 C, 16 G, 23 U =  Struktura 1 : AG =-14.10 kcal/mol
Modyfikacje: Delecja 2 nt. C39-C40 z motywu =  Struktura?2 : AG = -13.60 kcal/mol,
UCCCU. Delecja 2 nt. C59-C60 z motywu CCCU.

Zaburzenie wszystkich oryginalnych motywow.

MOTYWY STRUKTURALNE MOTYWY SEKWENCYJINE

Orvarctscangn Cotiea o o 8 60 6 e o Canen sa it e oz

@Qt

(C)

Q
4]

0G = -10.12 flnitially -14.10] RNA 1020
aG =-10.12 [Iinitiatly -14.10] ANA 102D

= Trzon 41% 5 = Brak oryginalnych motywow
= Wybrzuszenie 1% 1
= Petla wieloramienna 18% 1
= Petlawewnetrzna  16% 1
=  Petla spinki 22% 2
=  Petla koncowa 11% 1

L.nt. na spinke / liczba spinek: 4,8
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Mutant 111A

Sekwencja (5 — 3°) :

GGGACGACGAUGACACGAUACUAUCAGAAUAACCCUGUGUUCUUUGGUUCUGUGCACACGCUG
UUUCAGGGCUCAUACGCCGAUCACAUGACCA

Liczba nukleotydéw: 94

Powstaje motyw CCCU.

Warianty strukturalne:
Sklad nukleotydowy: 23 A, 25 C, 22 G, 24 U .
Modyfikacje: Insercja 3 nt. CCC migedzy A32 a U33.

Struktura 1 : AG = - 22.00 kcal/mol,

MOTYWY STRUKTURALNE

i R Ca 0@q
b®2 © O
Wb,
dG = -22.00 [Initially -22.00} 111-] CCC A32 U33
= Trzon 53% 8
=  Wybrzuszenie 1% 1
»  Petla wieloramienna 0% 0
= Petlawewngtrzna  17% 5
=  Petla spinki 13% 2
=  Petla koncowa 16% 1
L.nt. na spinke / liczba spinek: 3,0

o oo 4 ek 7

i

MOTYWY SEKWENCYJNE

acqome B Crmnon o Qo248 201 2082

Do ot
4G = -22.00 fInitially -22.00] 171-! CCC A32 U33

CCCU (4L)
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Mutant 111B

Sekwencja (5 — 3°) :

GGGACGACGAUGACACGAUACUAUCAGAAUAACCCUUGUGUUCUUUGGUUCUGUGCACACGCU

GUUUCAGGGCUCAUACGCCGAUCACAUGACCA

Liczba nukleotydéw: 95

Sklad nukleotydowy: 23 A, 25C, 22 G, 25 U
Modyfikacje: Insercja 4 nt. CCCU miedzy A32 a
U33. Powstajg motywy CCCU i UUGU, ktére zacho-
dza na siebie.

Warianty strukturalne:
= Struktura 1 : AG = -21.50 kcal/mol,

MOTYWY STRUKTURALNE

o®q
6 ;0
Q6

®
o
o

0G = -21.50 finitially -21.50] 111- COCU A32-U33

= Trzon 53% 8
=  Wybrzuszenie 1% 1
= Petla wieloramienna 0% 0
= Petlawewnetrzna  17% 5
=  Petla spinki 14% 2
=  Petla koncowa 16% 1
L.nt. na spinke / liczba spinek: 3

AN
% ®-0
dG = -21.50 [Initially -21.50f 111-1 COCU A32-133

= CCCU (4L)
»  UUGU (3L/1S)
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Mutant 111C

Sekwencja (5 — 3°) :

GGGACGACGAUGACACGAUACUAUCAGAAUAAUCCCGUGUUCUUUGGUUCUGUGCACACGCUG
UUUCAGGGCUCAUACGCCGAUCACAUGACCA

Liczba nukleotydéw: 94

Powstaje motyw UCCC.

Warianty strukturalne:
Sklad nukleotydowy: 23 A, 25 C, 22 G, 24 U .
Modyfikacje: Insercja 3 nt. CCC migdzy U33 a G34.

Struktura 1 : AG = -22.00 kcal/mol

MOTYWY STRUKTURALNE

q "" ‘M N 7 @G‘g
; y D
w o®
aiG = -22.00 _{m‘ih’aify -‘4‘2,(’)0] 1111 COC U33-G34
= Trzon 53% 8
= Wybrzuszenie 1% 1
»  Petla wieloramienna 0% 0
= Petlawewngtrzna  17% 5
= Petla spinki 13% 2
= Petla koncowa 16% 1
L.nt. na spinke / liczba spinek: 3,0

Conwa W 0o 20021746 20

dacgmein

i

MOTYWY SEKWENCYJNE

Crmnon o o248 1780 2

o C g/,
4G = -22.00 fInitially -22.00) 111-{ CCC U33-G34

UCCC (4L)
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Mutant 111D

Sekwencja (5 — 3°) :
GGGACGACGAUGACACGAUACUAUCAGAAUAAUUCCCGUGUUCUUUGGUUCUGUGCACACGCU
GUUUCAGGGCUCAUACGCCGAUCACAUGACCA

Liczba nukleotydow: 95 Warianty strukturalne:

Sklad nukleotydowy: 23 A, 25C, 22 G, 25 U = Struktura 1 : AG = -21.50 kcal/mol,
Modyfikacje: Insercja 4 nt. UCCC miedzy U33 a

G34. Powstaje motyw UCCC.

MOTYWY STRUKTURALNE MOTYWY SEKWENCYJNE

- T — e e 1 s 382 2
®
(U C]
®; 0
@ G

A

G = 21,50 initially »‘21.501 1111 UCCC U33-G34 4G = 2150 _ﬂmr./ 1 m 1111 UCCC U33-G34
=  Trzon 53% 8 = UCCC (4L)
= Wybrzuszenie 1% 1
= Petla wieloramienna 0% 0
= Petlawewnetrzna  17% 5
= Petla spinki 14% 2
=  Petla koncowa 16% 1

L.nt. na spinke / liczba spinek: 3,3
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Mutant 111E

Sekwencja (5 — 3°) :
GGGACGACGAUGACACGAUACUAUCAGAAUAAUGCUCCUGUUCUUUGGUUCUGUGCACACGCU
GUUUCAGGGCUCAUACGCCGAUCACAUGACCA

Liczba nukleotydow: 95 Warianty strukturalne:

Sklad nukleotydowy: 23 A, 25C, 22 G, 25 U = Struktura 1 : AG = -21.70 kcal/mol,
Modyfikacje: Insercja 4 nt. CUCC miedzy G34 a

U35. Powstaja motywy CUCC oraz UCCU, ktore za-

chodza na siebie.

MOTYWY STRUKTURALNE MOTYWY SEKWENCYJNE

Oy e a2t 0zt e Oy e a2t 0zt e

[Cacal)
0,0

g B ea®
a0 a a0 Cah
06 = -21.70 finitially -21.700 111-1 GUCC G34-i35 06 = -21.70 finitially -21.700 111-1 GUCC G34-i35

=  Trzon 53% 8 = CUcCC 4L)

=  Wybrzuszenie 1% 1 = UCCU (3L/1S)
= Petla wieloramienna 0% 0

= Petlawewnetrzna  17% 5

=  Petla spinki 14% 2

=  Petla koncowa 16% 1

L.nt. na spinke / liczba spinek: 3,3
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Mutant 111F

Sekwencja (5 — 3°) :
GGGACGACGAUGACACGAUACUAUCAGAAUAAUUGUUGUGUUCUUUGGUUCUGUGCACACGCU
GUUUCAGGGCUCAUACGCCGAUCACAUGACCA

Liczba nukleotydow: 95 Warianty strukturalne:

Sklad nukleotydowy: 23 A, 22 C, 23 G, 27 U = Struktura 1 : AG =-21.50 kcal/mol,
Modyfikacje: Insercja 4 nt. UUGU miedzy A32 a

U33. Powstaja dwa motywy UUGU, i motyw

UUGUU, ktére zachodzgce na siebie.

MOTYWY STRUKTURALNE MOTYWY SEKWENCYJINE

Oy e a4 0250 Oy e a4 0250

) 0 @@6
s ®
re®
aG :JEDLSOHI"MIany -AELEDJ 117-1 UUGU A32-U33 aG :Jé’ui.SOftfly !.Oj 117-1 UUGU A32-U33

=  Trzon 53% 8 =  UUGU x2 (4L; 4L/1S)
=  Wybrzuszenie 1% 1 = UUGUU (5L)
= Petla wieloramienna 0% 0
= Petlawewnetrzna  17% 5
=  Petla spinki 14% 2
=  Petla koncowa 16% 1

L.nt. na spinke / liczba spinek: 3,3
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Mutant 111G

Sekwencja (5 — 3°) :
GGGACGACGAUGACACGAUACUAUCAGAAUAAUGGAGUGUUCUUUGGUUCUGUGCACACGCUG

UUUCAGGGCUCAUACGCCGAUCACAUGACCA

Liczba nukleotydéw: 94
Sklad nukleotydowy: 24 A, 22 C, 24 G, 24 U

Modyfikacje: Insercja 3 nt. GGA mig¢dzy U33-G34.
Powstaje motyw GGAG.

Warianty strukturalne:

Struktura 1 : AG = -22.00 kcal/mol,

MOTYWY STRUKTURALNE

oo M0kt 302

(U

.-':l‘. . w
%@ e

80

o

dG = -22.00 finftially -22.00] 111-{ GGA U33-G34

Trzon 53% 8
Wybrzuszenie 1% 1
Petla wieloramienna 0% 0
Petla wewnetrzna  17% 5
Petla spinki 13% 2
Petla koncowa 16% 1

L.nt. na spinke / liczba spinek:

MOTYWY SEKWENCYJINE

i Moo 340631 02

AW ®
dG = -22.00 finitialy -2=.00] 111-{ GGA U33-G34

GGAG (4L)
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Mutant 145A

Sekwencja (5 — 3°) :

GGGACGACGAUGACACGAUAGACAUAUAUUCCCUGGGUGCUGUCGACGUGUUUAUUAAUCGCC

UUUUGCAUACGCCGAUCACAUGACCA

Liczba nukleotydéw: 89

Sklad nukleotydowy: 22 A, 22 C, 21 G, 24 U
Modyfikacje: Insercja 4 nt. CCCU mig¢dzy
G31. Powstaje motyw UCCC i CCCU, ktore
dzg na siebie i tworzg motyw UCCCU.

Warianty strukturalne:

Struktura 1 : AG = -16.00 kcal/mol,
Struktura 2 : AG = -15.40 kcal/mol,
Struktura 3 : AG = -15.00 kcal/mol,

U30 a
zacho-

MOTYWY STRUKTURALNE

a0
dG = -16.00 fInitially -16.00f 145-1 CCGU U30-G31

= Trzon 56% 7
= Wybrzuszenie 2% 2
= Petla wieloramienna 0% 0
= Petlawewnetrzna  12% 3
= Petla spinki 10% 2
=  Petla koncowa 19% 1
L.nt. na spinke / liczba spinek: 2,3

-

MOTYWY SEKWENCYJINE

e sosane e

a0
dG = -16.00 [Initially -16.00f 145-1 COCU U30-G31

CCCU (4L)
UCCC (1S/3L)
UCCCU (1S/4L)
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Mutant 145B

Sekwencja (5 — 3°) :

GGGACGACGAUGACACGAUAGACAUAUAUUUCCCGGGUGCUGUCGACGUGUUUAUUAAUCGCC

UUUUGCAUACGCCGAUCACAUGACCA

Liczba nukleotydéw: 89

Sklad nukleotydowy: 22 A, 22 C, 21 G, 24 U
Modyfikacje: Insercja 4nt. UCCC migdzy U30 a G31.
Powstaje motyw UCCC.

Warianty strukturalne:

= Struktura 1 : AG = -15.20 kcal/mol,
= Struktura 2 : AG = -14.90 kcal/mol,
= Struktura 3 : AG = -14.60 kcal/mol,
= Struktura 4 : AG = -14.20 kcal/mol,

MOTYWY STRUKTURALNE

o i 1 e a2 0301

0

ap
aG = -15.20 fInitially -15.20] 145-1 UCCC U30-G31

= Trzon 54% 7
=  Wybrzuszenie 3% 3
= Petla wieloramienna 0% 0
= Petlawewnetrzna 9% 2
=  Petla spinki 15% 2
=  Petla koncowa 19% 1
L.nt. na spinke / liczba spinek: 3,3

MOTYWY SEKWENCYJNE

2]
dG = -15.20 fintially -15.20] 145-1 UCGC U30-G31

» UCCC (4L)

-139 -




Mutant 145C

Sekwencja (5 — 3°) :
GGGACGACGAUGACACGAUAGACAUAUAUUCUCCGGGUGCUGUCGACGUGUUUAUUAAUCGCC
UUUUGCAUACGCCGAUCACAUGACCA

Liczba nukleotydow: 89 Warianty strukturalne:

Sklad nukleotydowy: 22 A, 22 C, 21 G, 24 U =  Struktura 1 : AG =-16.00 kcal/mol,

Modyfikacje: Insercja 4nt. CUCC migdzy U30a G31. =  Struktura 2 : AG = -15.40 kcal/mol,

Powstaje motyw CUCC. =  Struktura 3 : AG = -15.00 kcal/mol
MOTYWY STRUKTURALNE N ) MOTYWY SEKWENCYJNE ]

- %0 - -

aG =-16.00 {initialty ‘-‘G%“I 1451 CUCC U30-G31 a6 = -16.00 finiiatly - lﬁu\f’m} 145-1 GUCC U30-G31
=  Trzon 56% 7 = CUcCC (4L)
= Wybrzuszenie 2% 2
= Petla wieloramienna 0% 0
= Petlawewnetrzna  12% 3
= Petla spinki 10% 2
=  Petla koncowa 19% 1

L.nt. na spinke / liczba spinek: 2,3
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Mutant 145D

Sekwencja (5 — 3°) :
GGGACGACGAUGACACGAUAGACAUAUAUUUGUUGGGUGCUGUCGACGUGUUUAUUAAUCGCC
UUUUGCAUACGCCGAUCACAUGACCA

Liczba nukleotydow: 89 Warianty strukturalne:
Sklad nukleotydowy: 22 A, 19C, 22 G, 26 U = Struktura 1 : AG = -15.80 kcal/mol,
Modyfikacje: Insercja 4 nt. UUGU miedzy U29 a =  Struktura 2 : AG = -15.20 kcal/mol,
U30. Powstaje motyw UUGU i UUGUU. Motywy za- =  Struktura 3 : AG = -15.20 kcal/mol,
chodzg na siebie. =  Struktura 4 : AG = -15.10 kcal/mol
=  Struktura 5 : AG = -14.90 kcal/mol
=  Struktura 6 : AG = -14.80 kcal/mol
MOTYWY STRUKTURALNE MOTYWY SEKWENCYJNE
e %
Q 4 O- 30

4G o183, 42 Jiiialy 15,80}, 1454 LUGU U8 0%0 OG = -13.42 [Initiatly -15.80} 145-1 UUGU U29-U30

=  Trzon 49% 7 =  UUGU (1L/39)

= Wybrzuszenie 7% 1 =  UUGUU (1L/4S)
= Petla wieloramienna 18% 1

= Petla wewngtrzna  13% 3

=  Petla spinki 11% 2

=  Petla koncowa 1% 1

L.nt. na spinke / liczba spinek: 2,3
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Mutant 145E

Sekwencja (5 — 3°) :
GGGACGACGAUGACACGAUAGACAUAUAGGAGUUGGGUGCUGUCGACGUGUUUAUUAAUCGC
CUUUUGCAUACGCCGAUCACAUGACCA

Liczba nukleotydow: 89 Warianty strukturalne:

Sklad nukleotydowy: 23 A, 19C, 24 G, 23 U = Struktura 1 : AG = -15.20 kcal/mol,

Modyfikacje: Insercja 4 nt. GGAG migdzy A28-U29. =  Struktura 2 : AG = -14.60 kcal/mol,

Powstaje motyw GGAG. =  Struktura 3 : AG =-14.20 kcal/mol
MOTYWY STRUKTURALNE MOTYWY SEKWENCYJNE

s M 0 24081 ez Coapatat 3o Y IR —r—

B0
8 G = -15.20 finitislly -15.20] 145-1 GGAG A28-Ui29
o6 = -15.20 [initiaty -15.20] 145- GGAG AZ6-U29 b finiialy d

=  Trzon 54% 7 = GGAG (4L)
= Wybrzuszenie 3% 3
= Petla wieloramienna 0% 0
= Petlawewnetrzna 9% 2
=  Petla spinki 15% 2
=  Petla koncowa 19% 1

L.nt. na spinke / liczba spinek: 3,3
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47. ODDZIALYWANIE MUTANTOW  APTAMEROW Z
LIPOSOMAMI TRATWOWY MI

Pomiary fluorescencyjne oddziatywania mutantéw aptameréw z LUVRrarT, prowadzone
byly w programie Kinetics. Przyktadowe wykresy zmian fluorescencji sond zobrazowane sg W
tabeli ponizej. Podobnie jak w przypadku aptamerow RNA sporzadzono wykresy zmiany flu-
orescencji sondy YOYO-1 w czasie miareczkowania liposomami oraz wykresy odwrotnosci
zmiany fluorescencji YOYO-1 podczas miareczkowania.

Tabela 26. Wyniki pomiaréw oddzialywania mutantéw RNA z blonami tratwowymi na przykla-
dzie mutanta 10A.
A. Wykres kinetyczny zmian fluorescencji w trakcie miareczkowania mutanta liposomami
LUVRart. Wykres obrazuje zmiany fluorescencji w czasie, mierzony w trzech kanatach. Na zie-
lono oznaczony jest kanat donora — sondy YOYO-1 zwigzanej z RNA, na pomaranczowo kanat
akceptora — sonda LisRH-PE zwigzana z liposomami oraz na fioletowo kanat FRET.
B. Wykres zmiany fluorescencji sondy YOYO-1 w trakcie miareczkowania
C. Wykres odwrotno$ci zmiany fluorescencji sondy YOYO-1 z rOwnaniem regresji

Mutant 10A
A
1000
__ 900
2 800
g 700
8 600
3
2 500
=
~Q
'z 400
<)
2300
5 200
A= T SNNNNN0 gesennt0 000000000 00000000
100
0
0 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50 55 60
czas [min]
—®— Kanat donora (YOYO-1) Kanat akceptora (LisRh-PE) —@— Kanat FRET
W kanale donora mozna zauwazy¢ znaczny wzrost fluorescencji po dodaniu RNA do kuwety pomiarowej z
sondg YOYO-1 w 10 minucie pomiaru. Po 15 minutowym czasie inkubacji sondy z RNA, rozpoczynato si¢
miareczkowanie liposomami, zmiany te obrazuja stopniowe spadki emisji YOYO-1 po kazdorazowym dodatku
porcji liposomow.
W kanale akceptora obserwowano stopniowe wzrosty emisji sondy LisRh-PE, po kazdorazowym dodawaniu
porcji liposomdéw (poczawszy od 25 minuty eksperymentu potem co 5 minut). W kanale FRET zwykle mozna
bylo zauwazy¢ delikatne wzrosty fluorescencji w trakcie miareczkowania liposomami.
Do wyznaczania Kp stuzyty dane uzyskane z kanalu donora, za$ obserwacja kanatu akceptora i kanatu FRET
maita charakter kontrolny.
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Tak jak w przypadku eksperymentow z oryginalnymi aptamerami RNA, na podstawie
réwnania regresji z kazdego eksperymentu obliczana byta stata dysocjacji Kp. Srednie wartosci
Kb dla oddziatywania kazdego mutanta z LUVRrarT obliczane byly z czterech powtorzen eks-

perymentu. Wartosci srednich Kp oryginalnych aptameréw oraz wszystkich ich mutantéw ze-
stawione s3 w tabeli ponizej.

Tabela 27. Zestawienie srednich Kp dla komplekséw aptameréw i ich mutantow z blonami
LUVRAFT.

Ponizej wykreséw zostata podana wartos¢ sredniej Kp z btgdem standardowym (BS), profil
motywow sekwencyjnych dla kazdego RNA, warto§¢ AG [kcal/mol] uzyskana dla pierwszego
przewidzianego faldowania, liczba nukleotydow oraz liczba wariantow fatdowania.

Aptamer 13 + 2 mutanty Aptamer 10 + 4 mutanty
250 A 250 -
S 200 A S 200 A 163
= = 170
MD 150 - MD 150 - 119
2100 84 7 2 100 - %2
5 5 58
2 50 A ﬁ 2 50 ﬂ
0 0 -
13 13A 13B 10 10A 10B 10C 10D
Numer 13 | 13a | 138 Numer 10 | 10A | 108 | 10c | 10D
aptameru aptameru
Srednia Kp 84 71 88 Srednia Kp 163+ | 58+ | 92+ | 119+ | 140+
+BS [uM] £5 +8 +18 +BS [uM]
cccu | cccu
GGAG GGAG
UGAG UGAG
uccu uccu
UCCC Uccce
cucc cucc
UUGU UUGU
ucccu ucccu
cuccce cuccce
UUGUU UUGUU
AG [keal/mol] -20 -19 -20 AG [keal/mol] 26 | 26 | -24 | -25 -25
L.nt. 91 91 90 L.nt. 111 | 111 | 114 | 112 | 112
Warianty fatdowania 3 3 3 Warianty fatdowania 1 1 2 1 1
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Aptamer 90 + 3 mutanty

Aptamer 111 + 7 mutantéw

Test Kruskala-Wallisa wykazat istnienie roznic statystycz-
nych miedzy grupami przy poziomi istotnosci 0,05. Test U
Manna-Whitneya wykazat réznice wzglgdem oryginalnego

250 - 250 -
= - 5200 A
s 200 § -
— [a) .
2150 - o 2150 00
o * 2100 {77 81 ., 77 [
8 100 + g
E 49 = 50 1
2 50 -
] 0
0- S IFRXRELIII L
90 90A 90B 90C NONTN NN NN
Numer 90 | 90A | 90B | 90C Numer 111 | 221 | 111 | 221 | 111 | 121 | 112
aptameru apta- 111 A B c D E = G
Srodn 93+ | 49+ | 120+ | 93+ meru
rednia Ko £ BS [uM] 20 | 2 41 15 Srednia
cccu Ko |77+ |81+ |64=|100 |77+ | 146 | 76 |61
corc DN | v | 4|32 | 7 |0 4 |3 a0 |
ey ~ctou | -
UCCuU _Leey |
Ueee ceAc .
=
T —
UCccu STec
cuccc Ty
UUGUU
AG [keal/mol] 23 | 23 | 22 | =23 UCCCY
L.nt ol | o1 89 89 CUccc
Warianty faldowania 2 1 1 2 UUGUU
AG

[keal/mol | -21 | -22 | 22 | -22 | -22 | -22 | -22 | -22

1

L.nt. 91 | 94 | 95 | 94 | 95 95 | 95 | 94

Warianty

fatdowa- 1 1 1 1 1 1 1

102 102A 102B 102C 102D

aptameru dla mutanta 90A. nia
Aptamer 102 + 4 mutanty Aptamer 145 + 5 mutantow
250 A
250 +

< 200 H = 198
2 Z 200 |
£ 100 80 £ 100 7475
Q i
5 0 5 5 62
o ] IR [

0 0 -

145 145A 145B 145C 145D 145E
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Numer 102 | 102A | 102B | 102C | 102D Numer 145 | 145A | 145B | 145C | 145D | 145E
aptameru aptameru
Srednia Kp + BS 122 80 104 60 51 SredniaKp £ BS | 114 74 75 198 127 62
[uM] +34 | +7 | £28 | +£3 | =3 [uM] £12 | +4 | £4 | £69 | £20 | £5
cccu N cccu e
GGAG GGAG | |
UGAG UGAG
uccu | | uccu
uccc | uccc
CUCC CUCC
UuGU UuGU
ucccu F] ucccu
CUCCC CUCCC
UUGUU UUGUU
AG [kcal/mol] -13 -13 -13 -13 -14 AG [kcal/mol] -16 -16 -15 -16 -16 -15
L.nt. 91 91 91 89 87 L.nt. 85 89 89 89 89 89
Warianty faldowania 2 2 2 2 2 Warl\ezltr}]/i fatdo- 3 3 4 3 6 3
Test Kruskala-Wallisa wykazat istnienie rdznic statystycz- ana
nych miedzy grupami przy poziomi istotnosci 0,05. Test U | Test Kruskala-Wallisa wykazat istnienie roznic statystycz-
Manna-Whitneya wykazal réznice wzgledem oryginalnego | Nych migdzy grupami przy poziomi istotnosci 0,05. Test U
aptameru dla mutanta 102D. Manna-Whitneya wykazat roznice wzglgdem oryginalnego
aptameru dla mutantow 145A, 145B i 145E.

W przypadku mutantéw aptameru 13 (Kp = 84 + 5 uM) wprowadzone mutacje, polega-
jace na zaburzeniu wszystkich oryginalnych motywow RNA, nie wptynety znaczaco na zmiang
sredniej Kp w porownaniu z oryginalnym aptamerem. Wartosci stalej dysocjacji mutantow wy-
nosity: dla mutanta 13A (z substytucja jednonukleotydowa zaburzajaca oryginalne motywy)
Kb = 71 + 8 uM oraz dla mutanta 13B (delecja jednonukleotydowa skutkujaca zaburzeniem
oryginalnych motywow ale powstaniem motywu UCCU) Kp = 88 = 18 uM.

Co do modyfikacji aptameru 90 (Kp = 93 + 20 uM) to dla jednego z mutantow — RNA
90A stwierdzono prawie dwukrotny spadek sredniej fluorescencji (Kp =49 £ 2 uM) w porow-
naniu z aptamerem bez modyfikacji. Mutant 90A miat zaburzony motyw tratwowy UUGU po-
przez substytucje. Co ciekawe dla mutanta 90B z zaburzonym tym samym motywem poprzez
delecje nukleotydow, zanotowano wzrost $redniej (Kp= 120 £ 41 uM). Dla ostatniego z mu-
tanta o numerze 90C, z zaburzonym motywem egzosomowym GGAG, uzyskano $rednig Kp
poréwnywalng z oryginalnym aptamerem.

Wszystkie mutanty aptameru 102 (Kp= 122 + 34 uM) zasadniczo wykazywaty nizszg
warto$¢ §redniej Kp w poroOwnaniu z oryginalnym aptamerem, Najwieksze roznice w wartosci
Kb otrzymano dla mutantéw o numerach: 102C (Kp=60 + 3 uM) 1 102D (Kp =51 £ 3 uM).
Obydwa te mutanty miaty zaburzone wszystkie oryginalne motywy przez delecje, przy czym
w przypadku mutanta 102C delecja nukleotydéw wptyneta na utworzenie dodatkowego mo-
tywu UCCU.

Jesli chodzi o aptamery ze wstawionym dodatkowym motywem, to w przypadku apta-
meru numer 10 (Kp = 163 £+ 57 uM) wszystkie jego mutanty charakteryzowaly si¢ obnizong
warto$cig Kp w stosunku do RNA bez mutacji. Najsilniejsze powinowactwo do bton zaobser-
wowano dla mutanta 10A z dodatkowym motywem CCCU (Kp= 58 + 2 uM), warto$¢ Kp byta
prawie trzykrotnie nizsza w poréwnaniu z oryginalnym aptamerem. Co cieckawe dla RNA 10B,
gdzie wstawione byly dwa dodatkowe motywy CCCU, powinowactwo okazato si¢ stabsze niz
w pierwszym mutancie (Kp = 92 £10 uM), mimo wszystko wartos¢ Kp byta nadal prawie
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dwukrotnie nizsza wzgledem RNA bez modyfikacji. Dla pozostatych dwoch modyfikacji RNA,
mutanta 10C (z zachodzacymi na siebie motywami UCCC i CCCU) i mutanta 10D (dodatkowy
motyw CUCCC), wartos$ci $redniej Kp wynosity odpowiednio 119 £8 uM i 140 £34 uM, co
réwniez wskazuje na silniejsze powinowactwo tych aptameréw do bton tratwowych w porow-
naniu z wyj$ciowym aptamerem.

Dla aptameru numer 111 (Kp = 77 4 uM) badano oddziatywanie z LUVRrart dla 7
mutantow z dodatkowymi motywami egzosomowymi i tratwowymi. Wartosci $redniej Kp pig-
ciu aptamerow byly na podobnym poziomie co wyjsciowy aptamer i wynosily: dla mutanta
111A (z motywem CCCU) Kp= 81 +12 uM, dla mutanta 111B (z zachodzagcymi motywami
CCCU i1 UUGU) Kp= 64 £+ 7 uM, dla mutanta 111D (z motywem UCCC) Kp =77 +4 uM, dla
mutanta 111F ( z dwoma zachodzacymi na siebie motywami UUGU) Kp = 76 +£6 pM oraz dla
mutanta 111G (z motywem GGAG) Kp= 61 +4 uM. Nieco nizsze powinowactwo do btony w
porownaniu z wyjsciowym aptamerem odnotowano dla dwoch zmodyfikowanych RNA: mu-
tanta 111C (z motywem UCCC) Kp = 100 £26 uM i dla mutanta 111E (z zachodzacymi na
siebie motywami CUCC) Kp = 146 £34 uM.

W przypadku RNA 145 (Kp= 114 12 uM) dwa zmodyfikowane RNA wykazywaty
wyzsze warto$ci $redniej Kp w poréwnaniu z aptamerem wyjsciowym: mutant 145C (z moty-
wem CUCC) Kp = 198 £69 uM) oraz mutant 145 D (z motywem UUGU) Kp= 127 £20 uM.
Trzy pozostate modyfikacje wykazywaty natomiast silniejsze powinowactwo do blony niz ory-
ginalny RNA: mutant 145A (z zachodzacymi motywami UCCC i CCCU) Kp = 74 +4 uM,
mutant 145B (z motywem UCCC) o bardzo podobne;j sredniej Kp rownej 75 +4 uM oraz mutant
145E (z motywem GGAG) o najwigkszym powinowactwie do LUVRrart, Kp= 62 £5 uM.

4.8. ODDZIALYWANIE MUTANTOW  APTAMEROW  Z
EGZOSOMAMI

Podobnie jak w przypadku badan oddziatywania aptameréw RNA z btonami egzoso-
mow przeprowadzono eksperymenty majace na celu zbadanie poziomu oddziatywania mutan-
tow RNA z tymi biologicznymi pgcherzykami. Badania prowadzono dla czterech mutantow:
13A, 13B, 90A, oraz 102D. Mutanty 90A oraz 102 D byly tymi mutantami, ktére wykazywaty
najwigksza roznice w warto$ci Kp w poréwnaniu z oryginalnym aptamerem w doswiadcze-
niach z blonami liposoméw. Dla kontrastu mutanty 13A i 13B wykazywaty wartosci Kp zbli-
zone do wyjsciowego aptameru. Celem tej czes$ci eksperymentalnej byta proba okreslenia czy
oddziatywanie tych aptamerdéw z blonami egzosoméw bedzie wykazywac¢ podobne tendencje.

Badania prowadzone byly w programie Kinetics. Przyktadowe wykresy zmian fluore-
scencji sond zobrazowane sg ponizej W Tabeli 28 dla mutanta 102D. Sporzadzono wykresy
zmiany fluorescencji sond egzosomalnych CTB-555 i fDil w czasie miareczkowania RNA oraz
wykresy odwrotnos$ci zmiany fluorescencji tych sond.
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Tabela 28. Wyniki pomiaréw oddzialywania mutantow RNA z blonami egzosomow na przykla-
dzie mutanta 102D.
A. Wykres kinetyczny zmian fluorescencji w trakcie miareczkowania egzosoméw mutantem
RNA. Wykres obrazuje zmiany fluorescencji w czasie w trzech badanych kanatach. Na poma-
ranczowo oznaczony jest kanat donora — sondy CTB-555 i fDil zwigzane z blonag egzosomow,
na czerwono kanal akceptora — sonda SYTO 61 zwigzana z RNA oraz na fioletowo kanat FRET.
B. Wykres zmiany fluorescencji sond CTB-555 i fDil w trakcie miareczkowania mutantem.
C. Wykres odwrotnosci zmiany fluorescencji sond CTB-555 i fDil z rGwnaniem regresji

Mutant 102D

500
450

w b
g o
o O

300
250 “N"”W'WM—WM
200
150
100

Intensywno$¢ fluoryccencji [a.u.]

al
o

0 5 10 15 20 25 30
czas [min]

—0—Kanat donora (CTB-555 i fDil) —@— Kanat akceptora (SYTO 61) —®— Kanat FRET

W kanale donora, w trakcie miareczkowania obserwuje si¢ stopniowe spadki fluorescencji emisji sond egzoso-
malnych CTB-555 i {Dil, po kazdorazowym dodaniu porcji mutanta z sondag SYTO 61.

W kanale akceptora obserwowano stopniowe wzrosty emisji sondy SYTO 61, po kazdorazowym dodawaniu
porcji RNA (co 5 minut). W kanale FRET zwykle mozna bylo zauwazy¢ delikatne wzrosty fluorescencji w
trakcie miareczkowania liposomami.

Do wyznaczania Kp stuzyty dane uzyskane z kanatu donora, skorygowany o crosstalk akceptora, za$ obserwacja
kanatu akceptora i kanatu FRET maita charakter kontrolny.

B. C.
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Na podstawie rownania regresji z kazdego eksperymentu obliczana byta stata Kp. Dla
mutanta 13B udato si¢ uzyska¢ wartosci Kp dla trzech powtorzen eksperymentu, za$ dla mu-
tantow 13A 1 102D po dwie wartosci Kp, na ich podstawie obliczone byty $rednie. Dla mutanta
90A wyliczenie Kp byto mozliwe tylko z jednego powtorzenia eksperymentu. W tabeli ponizej
zestawione sg $rednie warto$ci Kp oryginalnych aptamerow 13 1 102 wraz z ich mutantami oraz
warto$ci Kp dla aptameru 90 i mutanta 90A.

1,0

Wartosc K, pM
o
[3)
o
o

o 0P 0118
ﬁ 1 0,11 0,12 ﬁ 0,09
| ]
90

0,0 -
13 13A 13B 90A 102 102D
Numer aptameru
Numer
aptameru 13 13A 13B 90 90A 102 102D
Srednia Kp 0,27 0,25 0,50 011 012 0,18 0,09
+ BS [uM] +0,08 +0,1 +0,36 ' ' +0,11 + 0,03

Rysunek 28. Zestawienie $rednich Kp dla komplekséw aptamerow i ich mutantow z blonami eg-
zosomowymi.

Stupki oznaczone czerwonym kolorem odnosza si¢ do oryginalnych aptameréw RNA, szare do
mutantow.

Biorgc pod uwage RNA 13 (Kp = 0,27 + 0,08 uM), uzyskana $rednia wartos¢ Kp dla
jego mutanta 13A (z zaburzonymi motywami przez substytucje), byta bardzo podobna do wyj-
Sciowego aptameru i wynosita Kp = 0,25 + 0,1 pM. Dla drugiego badanego mutanta 13B (de-
lecja prowadzaca do zaburzenia oryginalnych motywow, z powstaniem motywu UCCU) war-
tos¢ sredniej Kp byta znacznie wyzsza (Kp = 0,50 + 0,36uM), wystepowat tu jednak duzy roz-
rzut wartosci Kp w przeprowadzonych powtorzeniach. W przypadku poréwnania mutanta 13A
I oryginalnego aptameru numer 13, wynik do$wiadczenia z egzosomami przypomina wynik
eksperymentu z blonami liposomow, gdzie rowniez wprowadzone mutacje, nie wptynety zna-
czaco na zmiang Sredniej Kp w poréwnaniu z oryginalnym aptamerem.

Uzyskana dla mutanta 90A warto$¢ Kp rowna 0,12 uM jest bardzo zblizona do warto$ci
otrzymanej dla oryginalnego aptameru 90 (Kp = 0,11 uM). Z kolei w poréwnaniu z oryginal-
nym aptamerem o numerze 102 (Kp= 0,18 + 0,11uM), warto$¢ $redniej dysocjacji mutanta
102D byta dwukrotnie nizsza (Kp = 0,09 £ 0,03 uM).

Ze wzgledu na duzy rozrzut przy powtorzeniach pomiarow, trudno wyciggnac rzetelne
whnioski na temat oddziatywania aptameréw RNA z btonami egzosomalnymi. Przeprowadzony
test Kruskala-Wallisa nie wykazat roznic statystycznie istotnych migdzy wartosciami Kp dla
poszczegolnych grup (aptamerdéw i ich mutantdéw) przy poziomie istotnosci a=0,05. Mimo
wszystko tendencje zmian warto$ci Kp w eksperymentach z egzosomami wydaja si¢ w pewnym
stopniu przypomina¢ zmiany w do§wiadczeniach z btonami modelowymi.

- 149 -



5. DYSKUSJA

Dyskusje wynikoéw podzielono na trzy czesci. W sekcji 5.1. omoéwiono znaczenie tratw
lipidowych w wigzaniu aptameréw RNA z btonami. Nastepnie w sekcji 5.2. podzielonej na trzy
czesci podjeto probe okreslenia roli w interakcjach RNA-btona dla: motywow sekwencyjnych
(5.2.1), motywow strukturalnych (sekcja 5.2.2.) oraz innych czynnikoéw (sekcja 5.2.3.). Ostat-
nia sekcja 5.3. zawiera podsumowanie badan i1 wnioski.

5.1. ZNACZENIE TRATW LIPIDOWYCH W ODDZIALYWANIU
APTAMEROW RNA Z BLONAMI

Przeprowadzone badania oddziatywania aptameréw RNA z dwoma typami bton liposo-
mowych wskazujg na réznice w poziomie oddziatywania RNA z blong w zaleznosci od fazy
(sktadu) btony lipidowej w temperaturze 21°C. Medialne warto$ci dla rozktadow wartosci Kp
komplekséw RNA-LUVporc i RNA-LUVRarT byty prawie dwukrotnie nizsze dla oddziatywan
aptamerow z blonami tratwowymi, co sugeruje, ze obecnos¢ tych domen sprzyja powinowac-
twu RNA-btona.

Poréwnujac srednie wartosci Kp dla oddziatlywania poszczegdlnych aptameréw RNA z
btong tratwowg i nie-tratwowa, przewazajaca wigkszo$¢ aptameréw wykazywata zwickszone
powinowactwo (Kp $rednio dwukrotnie nizsza) do bton tratwowych w poréwnaniu z blonami
DOPC. Wyjatkiem byt jedynie aptamer 20, dla ktorego wartos¢ Kp kompleksu RNA-tratwy
byta okoto 2-krotnie wyzsza w poréwnaniu z wartoscig Kp kompleksu RNA-DOPC, co wska-
zuje na silniejsze powinowactwo tego RNA do btony nie-tratwowej.

Silniejsze powinowactwo RNA do blony uporzadkowanej w porownaniu z powinowac-
twem do btony nie uporzadkowanej, uzyskano w badaniach interakcji mRNA VegT z peche-
rzykami lipidowymi [Janas i in., 2021]. W tych badaniach RNA VegT212 (sygnalizacyjne RNA
w oocytach Xenopus, ktore lokalizuje si¢ na biegunie wegetatywnym podczas oogenezy) wig-
zato si¢ silniej z blonami zawierajacymi domeny uporzadkowane (liposomy skladajace si¢ z
cholesterolu, sfingomieliny i DOPC) w poréwnaniu z btong nieuporzadkowang (liposomy
DOPC), warto$¢ Kp byta w przyblizeniu 27 razy nizsza dla oddzialywania RNA z liposomami
tratwowymi.

Badania przeprowadzone przez [Czerniak i in., 2021] wskazaty, ze podczas gdy wigk-
szo$¢ randomizowanych sekwencji RNA w mieszaninie oligonukleotydow moze wigzac si¢ z
btonami w fazie Zzelowej (LP — faza maksymalnie uporzadkowana), istnieje raczej niewielka
ilos¢ RNA o powinowactwie do fazy ptynnej btony (La — faza cieklo-nieuporzadkowana). Cho-
ciaz w badaniach tych nie byta analizowana faza Lo — ciekto-uporzadkowana (bedaca modelem
btony tratwowej), przeprowadzone analizy sugerujg, ze powinowactwo randomizowanych
RNA do blony wzrasta w miar¢ wzrastajgcego uporzadkowania btony, a stan blony moze regu-
lowa¢ interakcje RN A-btona. Mozna przypuszczac, ze oddziatywanie RNA z blong tratwowa,
bedzie wykazywac¢ powinowactwo posrednie migdzy btonami w fazie zelowej 1 ptynne;.

Jesli chodzi o znaczenie domen tratwowych w procesie fadowania RNA, proponuje si¢
mechanizm, w ktérym obecnos¢ regionow tratwy w btonie MVB moze umozliwia¢ bezposred-
nie oddziatywanie RNA z tym regionem podobnym do tratwy [Janas i in., 2015]. Jednoczesnie
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badania, wskazujg na role rowniez innych czynnikow regulujgce procesie sortowania RNA do
egzosomow, takich jak: zegar dobowy [Yeung i in., 2022], biatka wigzagce RNA [Statello i in.,
2018] czy wilasciwosci wewnetrzne RNA [Garcia-Martin i in., 2022]. Tak wigc obecno$¢ do-
men tratwowych w btonie i wystegpowanie oddziatywan RNA-tratwy wydaje si¢ by¢ jednym z
kilku czynnikow majacych znaczenie w tym zlozonym procesie. Wyniki tej pracy rowniez po-
twierdzajg potencjalng regulacyjng role tratw lipidowych i moga sugerowac udziat tych upo-
rzagdkowanych domen w procesie tadowania RNA do egzosomow.

5.2. ZNACZENIE MOTYWOW SEKWENCYJNYCH I
STRUKTURALNYCH W ODDZIALYWANIU APTAMEROW
RNA Z BLONAMI

W tym rozdziale przedyskutowano znaczenie motywow sekwencyjnych RNA: egzoso-
mowych, tratwowych i 5-nukleotydowych oraz motywow struktury drugorzgdowej w oddzia-
tywaniu RNA-btona. Sprawdzany byt wptyw na ksztattowanie si¢ wartosci Kp trzech grup
czynnikow: (1) motywow sekwencyjnych, (2) motywow strukturalnych oraz (3) dodatkowych
czynnikow.

5.2.1. Znaczenie motywow sekwencyjnych RNA

W zwigzku z doniesieniami literaturowymi, ze obecnos¢ okreslonych motywow nukle-
otydowych w sekwencji RNA moze regulowa¢ oddziatywanie RNA z blong cialek wielopgche-
rzykowych w procesie tadowania RNA do egzosomdw, podjeto si¢ analizy wplywu obecnosci
i lokalizacji motywow RNA egzosomowych (GGAG, UGAG, CCCU, UCCU), motywow tra-
twowych (CCCU, UCCC, CUCC, UUGU) oraz dodatkowo motywoéw 5-nukleotydowych
(UCCCU, CUCCC i UUGUU) na poziom oddziatywania RNA-btona pgcherzykow. Przeanali-
zowano interakcje migdzy poszczeg6lnymi aptamerami RNA zawierajacymi rozne sktady mo-
tywow RNA z blonami tratwowymi i pordéwnano wartosci statej dysocjacji dla interakcji RNA-
btona.

Motyw egzosomowo-tratwowy CCCU

Wyniki przeprowadzonych eksperymentow z oddziatywaniem aptameréw RNA z tra-
twami (sekcja 4.4) sugeruja, ze obecno$¢ motywow CCCU moze sprzyjaé oddziatywaniu RNA
z btonami tratwowymi. Aptamery 54 i 119, ktore zawieraty najwigcej wystgpien tego motywu
(po 3 motywy CCCU w sekwencji RNA) charakteryzowaly si¢ wyzszym poziomem powino-
wactwa do bton tratwowych, w poréwnaniu z aptamerami z dwoma motywami CCCU (apta-
mery 19, 102 1 24) lub jednym (aptamery 13, 64, 10, 93 1 20) wystagpieniem tego motywu. Z
drugiej strony fakt, ze dwa aptamery bez tego motywu (RNA 111 1 90) réwniez wykazywaty
silne powinowactwo do tratw, moze sugerowac, ze obecno$¢ tego motywu nie jest konieczna
dla zwigkszonego poziomu oddziatywania RNA-btona i mogg istnie¢ inne czynniki promujace
interakcje RNA-btona.

W eksperymentach z mutantami aptameréw (Sekcja 4.7) dodatkowy motyw CCCU zna-
lazt si¢ w sumie w 6 mutantach. W Tabeli 29. zestawiono procentowe zmiany $redniej wartosci
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Kb mutantéw wzgledem oryginalnego aptameru”. W pigciu przypadkach (10A, 10B 10C, 111B
1 145A) mutanty z dodatkowym motywem CCCU wykazywaty zwickszone powinowactwo do
tratw, w porownaniu z oryginalnym aptamerem. Najwigksza roznice w powinowactwie wyka-
zal mutant 10A (substytucja 2-nukleotydowa), warto$¢ stalej dysocjacji zmniejszyta si¢ o ponad
polowe (Kp -65 %) wzgledem wyjsciowego aptameru. Co cickawe mutant 10B z wstawionymi
dwoma motywami CCCU (substytucja 2-nt., insercja 3-nt.) wykazat mniejszy procent zmiany
niz 10A (Kp mniejsza o0 43% wzgledem oryginalnego aptameru). W jednym przypadku (mutant
111A) z wstawionym motywem CCCU (insercja 3-nt.), zmodyfikowany RNA wykazat nie-
znacznie stabsze powinowactwo (Kp + 6%).

W sze$ciu mutantach sekwencja motywu CCCU byla zaburzana. Tabela 30. zawiera
zestawienie procentowej zmiany $redniej warto$ci Kp mutantow wzgledem oryginalnego apta-
meru przy zaburzaniu motywow). Mutant 13 A, gdzie zaburzone byty wszystkie oryginalne mo-
tywy (tym motywu CCCU), przez substytucje¢ 1-nukleodydowa, wykazywat zwigkszone powi-
nowactwo (Kp -13%) wzgledem bazowego RNA. W przypadku mutanta 13B z zaburzeniem
tych samych motywoéw przez jednonukleotydowa delecje, powinowactwo nieznacznie si¢
zmniejszyto (Kp +5%). Wszystkie mutanty aptameru 102, gdzie zaburzone byty wszystkie ory-
ginalne motywy (w tym sekwencja CCCU), wykazywaly wigksze powinowactwo niz orygi-
nalny aptamer. Procent zmiany byl wigkszy w przypadku mutantow z delecja (102C, Kp -51%;
mutant 102D, Kp -58%), w porownaniu do zmiany Kp mutantéw z substytucja nukleotydowa
(mutant 102A, Kp -35%, mutant 102B, Kp -15%).

Mimo ze, motyw CCCU zaproponowany zostat jako motyw RNA oddziatujacy z bial-
kiem hnRNPA2B1 [Villarroya-Beltri i in., 2013], przeprowadzone badania moga sugerowac,
ze motyw ten odgrywa rowniez role w bezposrednim oddziatywaniu RNA-btona, chociaz na
podstawie uzyskanych wynikéw nie mozna jednoznacznie okresli¢ na ile obecno$¢ motywu
CCCU sprzyja zwigkszeniu powinowactwa RNA-btona. Pomiary mutantéw, gdzie motyw ten
byt wprowadzany wydaja si¢ potwierdzac, ze obecno$¢ tego motywu sprzyja interakcji RNA-
btona, jednak wyniki eksperymentow z mutantami gdzie motyw ten byt zaburzany sg niejedno-
znaczne. Trudno$¢ w okresleniu czy zaburzenie motywu CCCU wywoluje zmiany Kp moze si¢
wigzaé z tym, ze modyfikacje tego motywu w mutantach powodowaty réwniez zaburzenie se-
kwencji innych motywow takich jak UCCC czy UCCCU, ktore zachodzity na siebie np. w
mutantach aptamerow 13 1 102.

Motywy egzosomowe

Sposrod badanych aptamerdéw siedem z nich posiadato przynajmniej jeden z motywow
egzosomowych. Aptamer 54, o najsilniejszym powinowactwie do tratw, posiadat az trzy mo-
tywy UCCU. Podobnie aptamer 19, ktéry rowniez zawieral trzy motywy UCCU i do$¢ dobrze
oddzialywat z tratwami. Z drugiej strony aptamery bez motywow egzosomowych rowniez cha-
rakteryzowaty si¢ dobrym wigzaniem do tratw.

* Procentowa zmiana warto$ci Kp wyliczana byta jako stosunek roznicy $redniej Kp mutanta i $redniej Kp apta-
meru do $redniej Kp aptameru. Znak ,,+” oznacza wzrost, a ,,—” spadek wartosci Kp mutanta o dany procent,
wzgledem oryginalnego aptameru.
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Mutanty ze wstawionym dodatkowym motywem GGAG (111G i1 145E) wykazywaly
zwigkszone powinowactwo (% zmiany Kp odpowiednio -20% i -46%) (Tabela 29.), z kolei
powinowactwo mutanta 90C (z zaburzonym motywem GGAG), nie réznito si¢ wzglgdem ory-
ginalnego aptameru 90 (Tabela 30.).

Mutant 13B, w ktorym pojawil si¢ motyw UCCU przy zaburzaniu wszystkich oryginal-
nych motywow wykazywal stabsze powinowactwo niz nie zmodyfikowany RNA. Z kolei mu-
tant 102C, w ktérym rowniez motyw UCCU wystgpit przy zaburzaniu oryginalnych motywow
wykazywal zwigkszone powinowactwo (Kp = -53%). Aptamer 111E, do ktoérego wstawiono
motyw UCCU wykazywat znacznie stabsze powinowactwo (Kp = +91%) w poréwnaniu z ory-
ginalnym aptamerem, co jednak moze by¢ wynikiem zwigkszenia p¢tli przy wprowadzaniu tego
motywu (mozliwe znaczenie wielkosci petli podano w sekcji 5.2.2).

Na podstawie uzyskanych wynikéw nie mozna jednoznacznie stwierdzié, ze obecnos¢
motywow egzosomowych wyraznie wplywa na zwickszenie powinowactwa RNA do blon. Nie
wykluczone, Zze wzbogacenie sekwencji o motyw UCCU lub GGAG, moze promowac¢ oddzia-
tywanie z btong, jednak nie jest to zalezno$¢ wyrazna. By¢ moze aktywno$¢ motywow egzoso-
mowych jest wyrazniejsza w oddziatywaniu z RNA z biatkami wigzacymi RNA, ktore w wa-
runkach fizjologicznych posrednicza w wigzaniu RNA z btonami [Lee i in., 2019; Fabbiano i
in., 2020].

Motywy tratwowe

Motywy tratwowe wystepowaly do$¢ licznie w badanych aptamerach, 10 sposrod 13
analizowanych aptamerow posiadato przynajmniej jeden z motywow tratwowych. Motyw
UCCC, byt dodatkowym motywem, ktory znalazt si¢ w 6 mutantach (10C, 10D, 111C, 111D,
145A 1 145B). W przypadku wszystkich mutantow aptameréw 10 i1 145 mutanty z tym moty-
wem wykazywaly wigksze powinowactwo niz oryginalny RNA bez modyfikacji (Tabela 29).
Natomiast dwa mutanty aptameru 111 (réwniez zawierajace ten motyw) przeciwnie, wykazy-
watly nizsze powinowactwo do bton tratwowych w poréwnaniu z bazowym aptamerem. Jesli
chodzi o mutanty gdzie motyw ten byt zaburzany (Tabela 30.), to sa to te same mutanty co w
przypadku zaburzania motywu CCCU, tak wigc i zmiany Kp zostaly juz opisane wyzej.

Dodatkowy motyw tratwowy CUCC znalazt si¢ w trzech mutantach: 10D, 111E i 145C
(Tabela 29). W przypadku mutanta 10D, gdzie oprocz tego motywu dodatkowo znalazly sig¢
motywy UCCC i CUCCC zachodzace na sekwencj¢ CUCC, powinowactwo mutanta do tratw
zwiekszyto sie (Kp -14%) w poréwnaniu z oryginalnym aptamerem. W przypadku dwoch ko-
lejnych aptamerdw, gdzie motyw CUCC byt wstawiany przez 4-nukleotydowg insercje¢, powi-
nowactwo RNA-blona dla mutantéw byto znaczaco stabsze W poréwnaniu z oryginalnymi ap-
tamerami (mutant 145C, Kp + 74% i mutant 111, Kp + 91%), co moze sugerowac, ze Wprowa-
dzenie motywu CUCC do sekwencji RNA nie wptywa na zwigkszenie powinowactwa RNA-
btona tratwowa.

Dodatkowy motyw UUGU posiadaty trzy zmodyfikowane oligonukleotydy: mutant
111B, 111F i 145D (Tabela 29.). W przypadku mutanta 111B gdzie przy wprowadzaniu mo-
tywu CCCU (insercja 4-nukleotydowa) zostal jednoczes$nie dodany motyw UUGU powinowac-
two zwigkszyto si¢ (Kp -17%). Dwa kolejne mutanty (111F i 145D) posiadaty ten sam rodzaj
modyfikacji (insercja 4 nukleotydowa), gdzie przy wprowadzaniu dodatkowego motywu
UUGU tworzyt sie¢ motyw 5-nukleotydowy UCCCU, jednak zmiany Kp byly rozne w
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poréwnaniu z oryginalnymi aptamerami — dla mutanta 111F powinowactwo nieznacznie wzro-
sto (Kp -1%), za$ dla mutanta 145D powinowactwo zmalato (Kp +12%). Zaburzony motyw
UUGU wystgpit w dwoch mutantach aptameru 90 (Tabela 30.). Mutant 90A (z substytucja 1-
nt.), wykazywal zwigkszone powinowactwo do tratw (Kp - 47%), za$§ mutant 90B, z delecja
dwoch nukleotydow, zmniejszone powinowactwo (Kp +30%) wzgledem wyjsciowego RNA
90. Wydaje sie, ze zmiany Kp mutantow zwigzane z wprowadzaniem lub zaburzaniem tego
motywu sg niejednoznaczne.

Podsumowujac, nie znaleziono bezposredniej zalezno$¢ miedzy obecnoscia i liczbg mo-
tywow tratwowych, a ksztattowaniem wartoscig Kp dla kompleksow RNA-btona. Motywy z
tej grupy wystepowaty zarowno w aptamerach o wysokim jak i niskim powinowactwie do bton.
Warto jednak zauwazy¢, ze mutanty ze wstawionym motywem UCCC, w wickszosci charak-
teryzowaty si¢ silniejszym powinowactwem do LUVRrarT niz oryginalne aptamery. Z kolei, w
przypadku motywu UUGU, wystepowat on w trzech z czterech aptamerow o najwiekszym po-
winowactwie do tratw, w tym w najlepiej wigzacym si¢ RNA 54, ktory jako jedyny aptamer
posiadal dwa motywy UUGU. Potencjalnie aktywno$¢ motywow tratwowych, podobnie jak
motywow egzosomowych, moze by¢ powigzana z interakcjg tych motywow z biatkami RBP i
W ten sposob oddziatywacé z btona.

Motywy 5-nukleotydowe

Rowniez w przypadku analizowanych motywdéw 5-nukleotydowych, motywy te wyste-
powaly zarowno w aptamerach o stabszym jak i silniejszym powinowactwie RNA-blona, a ich
brak (np. RNA 111) nie byt jednoznaczny z wystepowaniem wysokich warto$¢ Kp. Analizujac
ta grupe motywow mozna by zwroci¢ uwage na motyw UUGUU, ktory wystepowat jedynie w
najlepiej wigzacym si¢ aptamerze 54, chociaz nie sposob udowodni¢, ze to wlasnie obecnos¢
tego motywu wplywata na silne powinowactwo tego aptameru do bton tratwowych.

Motyw UCCCU znalazt si¢ w sekwencji mutanta 145A wraz z motywami UCCC i
CCCU (wszystkie motywy zachodzity na siebie) w wyniku insercji 4-nukleotydow. Jak to juz
wspomniano przy omawianiu powyzszych motywow 4-nukleotydowych, mutant z tymi dodat-
kowymi motywami wykazal zwigkszone powinowactwo do tratw (Kp -37%). Mutanty gdzie
motyw ten byt zaburzany réwniez podane zostaly powyzej, przy omawianiu zaburzania mo-
tywu CCCU.

Motyw CUCCC zostal wprowadzony do mutanta 10D wraz z zachodzacymi na niego
motywami CUCC i UCCC poprzez jednonukleotydows insercje oraz substytucj¢ 2-nukleoty-
dow (Tabela 29.). Mutant ten wykazywat zwickszone powinowactwo wzgledem bton w porow-
naniu z oryginalnym aptamerem (Kp -14%), jednak to RNA byto jedynym przypadkiem z mo-
dyfikacja motywu CUCCC, tak wigc trudno wnioskowac¢ o znaczeniu tego motywu w regulacji
powinowactwa RNA-btona.

Jako Ze, motyw UUGUU zachodzit na motyw UUGU w obydwu przypadkach wyste-
powania tego motywu, mutanty z tym motywem (111F 1 145D) zostaly podane powyzej przy
odmawianiu motywu tratwowego UUGU. W przypadku tego 5-nukleotydowego motywu
mozna by jeszcze zauwazy¢, ze aptamer 54, o najlepszym powinowactwie do bton, jako jedyny
posiadat sekwencje UUGUU, jednak zndéw nie sposob udowodnié, ze to wiasnie ten motyw
promowat interakcje RNA-btona.
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Bioragc pod uwage, ze mutanty zarowno z wprowadzonymi, jak i zaburzonymi moty-
wami 5-nukleotydowymi wykazywaty w wigkszo$ci przypadkow zwigkszone powinowactwo
do bton nie mozna okresli¢ wptywu obecnosci motywdéw 5-nukleotydowych na regulacje po-
winowactwa RNA-btona.

Tabela 29. Zestawienie procentowej zmiany Sredniej wartosci Kp mutantéw wzgledem oryginal-
nego aptameru dla mutantéw ze wstawionymi dodatkowymi motywami.

Motyw Numer % zmiany ——
wstawiany | mutanta Kp” Typ modyfikaci
Cccu 10A -64% Substytucja 2 nukleotydéw: U31 na C 1 G33 na C.
6 mutantow 10B -43% Substytucja 2 nt. U31 na C i G33 na C. Insercja 3 nt. CCC miedzy
€891 U90.
10C -27% Insercja 1 nt. C migdzy U31 a C32. Substytucja 1 nt G33 na C.
111A + 6% Insercja 3 nt. CCC miedzy A32 a U33
111B -17% Insercja 4 nt. CCCU miedzy A32 a U33.
145A -35% Insercja 4 nt. CCCU miedzy U30 a G31
GGAG 111G -20% Insercja GGA miedzy U33-G34.
2 mutanty 145E -46% Insercja 4 nt. GGAG migdzy A28-U29
uccu 13B +5% Delecja 1 nt. C63
3 mutanty 102C -51% Delecja 2 nt. C39 i C59
111E +91% Insercja 4 nt. CUCC miedzy G34 a U35.
UCCC 10C -27% Insercja 1 nt. C migdzy U31 a C32. Substytucja 1 nt. G33 na C.
6 mutantow 10D -14% Insercja 1 nt. C miedzy G30 i U31. Substytucja 2 nt. G33-U34 na CC.
111C +31% Insercja 3 nt. CCC miedzy U33 a G34.
111D +1% Insercja 4 nt. UCCC migdzy U33 a G34.
145A -35% Insercja 4 nt. CCCU migdzy U30 a G31
145B -35% Insercja 4nt. UCCC miedzy U30 a G31.
CucCcC 10D -14% Insercja 1 nt. C miedzy G301 U31. Substytucja 2 nt. G33-U34 na CC.
3 mutanty 111E +91% Insercja 4 nt. CUCC migdzy G34 a U35.
145C +74% Insercja 4nt. CUCC miedzy U30 a G31.
UuGuU 111B -17% Insercja 4 nt. CCCU migdzy A32 a U33.
3 mutanty 111F 1% | Insercja 4 nt. UUGU miedzy A32 a U33.
145D +12% Insercja 4 nt. UUGU migdzy U29 a U30.
UCCcCuU 145A -35% Insercja 4 nt. CCCU migdzy U30 a G31
1 mutant
CUCCC 10D -14% Insercja 1 nt. C miedzy G301 U31. Substytucja 2 nt. G33-U34 na CC.
1 mutant
yuGcuuy 111F -1% Insercja 4 nt. UUGU miedzy A32 a U33.
2 mutanty 145D +12% Insercja 4 nt. UUGU miedzy U29 a U30.

* Procentowa zmiana $redniej warto$ci Kp wyznaczana byta nastgpujaco:

warto$c §r.KD mutanta — wartos$c $r.KD oryginalnego aptameru

% zmiany Kp = —
wartosc $r.KD oryg.aptameru

Znak ,,+” oznacza wzrost, a ,,— spadek warto$ci Kp mutanta o dany procent, wzgledem oryginalnego aptameru.
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Tabela 30. Zestawienie procentowej zmiany Sredniej wartosci Kp mutantéw wzgledem oryginal-
nego aptameru przy zaburzaniu danych motywow w mutantach.

Motyw Numer | % zmiany -
zaburzany mutanta Kb Typ modyfikaci

CCCu 13A -15% Substytucja 1 nt. C63 na A

6 mutantow 13B + 5% Delecja 1 nt. C63
102A -35% Substytucja 2 nt. C39 na Ai C59 na A
102B -15% Substytucja 8 nt. C39-U42 na AAAA i C59-U62 na AAAA.
102C -51% Delecja 2 nt. C39 i C59
102D -58% Delecja 4 nt. C39-C40 i C59-C60

GGAG 90C 0% Delecja 2 nt. G32-A33

1 mutant

UCCC 13A -15% Substytucja 1 nt. C63 na A

6 mutantow 13B +5% Delecja 1 nt. C63

(Jak dla| 102A -35% Substytucja 2 nt. C39 na A i C59 na A

CCcu) 102B -15% Substytucja 8 nt. C39-U42 na AAAA i C59-U62 na AAAA.
102C -51% Delecja 2 nt. C39 i C59
102D -58% Delecja 4 nt. C39-C40 i C59-C60

uuGuU 90A -47% Substytucja 1 nt. U48 na A

2 mutanty 90B +30% | Delecja 2 nt. U48-U49

Uucccu 13A -15% Substytucja 1 nt. C63 na A

6 mutantow 13B + 5% Delecja 1 nt. C63
102A -35% Substytucja 2 nt. C39 na Ai C59 na A
102B -15% Substytucja 8 nt. C39-U42 na AAAA i C59-U62 na AAAA.
102C -51% Delecja 2 nt. C39i C59
102D -58% Delecja 4 nt. C39-C40 i C59-C60

Podsumowujac, przeprowadzone badania nie dajg jednoznacznej odpowiedzi czy sama
obecnos¢ pewnych motywoéw RNA wptywa na powinowactwo RNA-btona. Wyniki sugeruja,
ze obecnos¢ takich sekwencji jak motyw egzosomowo-tratwowy CCCU, motyw egzosomowy
GGAG czy motyw tratwowy UCCC, moze sprzyja¢ powinowactwu RNA-btona, jednak nie
mozna jednoznacznie wykluczy¢, ze inne motywy RNA takich wlasciwosci nie posiadaja.
Prawdopodobnie wystepowanie motywow RNA w sekwencji aptamerow nie jest jedynym
czynnikiem, ktory determinuje powinowactwo RNA do btony ale moze zaleze¢ od lokalizacji
motywu w czasteczce RNA. W przypadku niektérych motywow silniejsze wzmocnienie od-
dzialywania RNA-btona moze wystepowac przy w interakcjach RNA z blonami za posrednic-
twem biatek wigzacych RNA. Doniesiono, ze sekwencje CCCU 1 GGAG maja powinowactwo
do RBP (hnRNPA2B1) i biatka prionowego (PrP) [Villarroya-Beltri i in., 2013; lida i in., 2019].
Niemniej jednak otrzymane wyniki sugeruja, ze motywy te moga odgrywac role w bezposred-
nim oddzialywaniu RNA z btong. Mozliwe tez, Ze istnieja rdwniez inne motywy RNA, ktore
nie byty analizowane w tej pracy, a sprzyjaja powinowactwu RNA-blona. Niedawno zapropo-
nowany zostal motyw UGUG, jako sekwencja, ktora licznie wystepuje w miRNA izolowanym
z egzosomow/pecherzykow wewnatrzkomorkowych [Garcia-Martin i in., 2022]. Motyw ten
dwukrotnie wystepowat w aptamerze 111, o silnym powinowactwie do bton, co moze sugero-
wac, znacznie tego motywu przy oddzialywaniu RNA-btona.
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5.2.2. Znaczenie motywow strukturalnych

Probujac okresli¢ znaczenie motywow struktury drugorzegdowej badanych aptamerow
RNA na poziom oddziatywania RNA-btona, przeprowadzone zostaly analizy zalezno$ci war-
tosci $redniej Kp, otrzymanej kompleksow RNA z LUVRrarr 0d: (1) procentu nukleotydow w
poszczego6lnych motywach strukturalnych, (2) liczby poszczegdlnych motywow strukturalnych
oraz (3) liczby nukleotydow na spinke i sredniej liczby nukleotydow. Analizy korelacji nie
dostarczyty satysfakcjonujacego wyjasnienia zmiennosci wartosci Kp biorgc pod uwage obec-
no$¢ motywow strukturalnych. Mozna jednak dostrzec kilka potencjalnych zwigzkéw miedzy
zmiennos$cig Kp, a obecnoscig motywow strukturalnych w przewidzianych faldowaniach.

Struktura spinki do wlosow

Wykresy na Rysunku 29. obrazujg zaleznos$ci $redniej warto$ci Kp od: (A) liczby mo-
tywow typu spinki do wlosow wystepujacych w poszczegodlnych aptamerach (B) stosunku $red-
niej liczby nukleotydow na spinke do liczby spinek, ktory $wiadczy o wielkosci spinki. Dla
pierwszej zalezno$ci mozna zaobserwowac ujemng korelacje ze wspotczynnikiem korelacji r =
-0,71, co wskazuje, ze im wigcej motywow typu spinka tym mniejsza warto$¢ Kp. Z Kolei bio-
rac pod uwage wyznaczony dla kazdego aptameru stosunek $redniej liczby nukleotydow na
spinkg przez liczbe spinek, obserwuje si¢ dodatnig korelacj¢ (wspotczynnik korelacji r = 0,68),
co sugeruje, ze wraz ze wzrostem liczby nukleotydéw w spinkach ro$nie warto§¢ Kp. Powyzsze
obserwacje moga sugerowac, ze obecnos¢ motywu spinki do wtosow z niewielkg liczbg nukle-
otydow w petli, moze wplywac¢ na zwigkszenie powinowactwa RNA do tratw.

Konkretnym przyktadem potencjalnego znaczenia motywu spinki moze by¢ aptamer
111. Oprocz RNA 54, byt on drugim z kolei aptamerem wykazujgcym najsilniejsze powino-
wactwo do bton tratwowych (Kp =77 uM). Aptamer ten nie posiadat analizowanych motywow
egzosomowych czy tratwowych, za to w jego przewidzianej strukturze drugorzedowej wyste-
powat wyrazny motyw spinki do wloséw (nukleotydy 26-40) z nieduza 5-nukleotydowa petla
oraz trzonem dhugosci pigciu par zasad. By¢ moze taki uktad struktury spinki (nieduza spinka
na stabilnym trzonie) wptywa na zwigkszenie powinowactwa RNA-btona.

A B
400 y = -94,445x + 323,95 400 y = 25,984x + 27,968
R*=0,5 R?=0,46
5 300 ° 5’300 °
= =
o o .
% 200 ° * 200 o ..
2 2 e  ..-%
% . % oeo. o'
= 100 ' e, @ = 100 ®.0n P
'-._... '@ ® (] ®
0 0
0 1 2 3 4 0 2 4 6 8
Liczba motywow spinki do wlosow Srednia liczba nukleotydéw na spinke/ liczba spinek

Rysunek 29. Krzywe zalezno$ci zmiennos$ci Kp od wybranych elementéw strukturalnych.
A. Krzywa zalezno$ci zmiennos$ci Kp od liczby motywow typu spinka do. Krzywa wskazuje na
istnienie negatywnej korelacji miedzy warto$ciami Kp a liczbg motywow spinki (wspotezynnik
korelacji r=-0,71). B. Krzywa zalezno$ci zmiennosci Kp od stosunku liczny nukleotydéw na
spinke do liczby spinek (wspotczynnik korelacji = 0,68).
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Jednoniciowy odcinek koncowy

Aptamer numer 20 mimo posiadania motywu egzosomowo-tratwowego CCCU wyka-
zywal najstabsze powinowactwo do tratw (Kp = 302 £94 uM). Moze to mie¢ zwigzek z lokali-
zacja tego motywu w jednoniciowym odcinku przy koncu 3’ (nukleotydy 83-86). Aptamer ten
jako jedyny sposrod analizowanych aptamerow posiadat tak dtugi (37-nukleotydowy) odcinek
jednoniciowy przy koncu 3’. Mozliwe, ze wlasnie obecno$¢ takiego dlugiego ,,ogona” nie
sprzyja wigzaniu z blona tratwowg i ogranicza aktywnos$¢ motywow RNA w zwigkszaniu po-
winowactwa RNA do btony tratwowej. Co ciekawe aptamer ten jako jedyny wykazywat sil-
niejsze powinowactwo do bton LUVporc (Kp = 141+£9 uM), co moze sugerowac, ze obecnosé
jednonukleotydowego ,,ogona” przy koncu 3’ nie ogranicza W takim samym stopniu oddziaty-
wania aptameru z btona nie uporzadkowana i moze mie¢ specyficzny wptyw w zaleznos$ci od
fazy btony.

Zalezno$¢ wiazania RNA-blony tratwowe od struktury RNA stwierdzono w badaniach
[Janas i in., 2006]. Chociaz nie zidentyfikowano wtedy konkretnych motywow oddziatujacych
z btong, wykazano istnienie 20-krotnej zmiany w procencie wigzania RNA-btona tratwowa, W
zalezno$ci od zmian w strukturze drugorzgdowej RNA. Co ciekawe w tych samych badaniach
nie stwierdzono wptywu modyfikacji struktury RNA na poziom wigzania z liposomami DMPC
(1,2-dimyristoleoyl-sn-glycero-3-fosfocholina) bedacymi na granicy fazy zelowej-pomarsz-
czonej i cieklej. Z kolei w badaniach oddziatywania RNA z btonami w fazie zelowej [Czerniak
I in., 2021] zasugerowano, ze wigzanie RNA do bton jest zalezne m.in. od obecnosci struktur
dwuniciowych.

W badaniach, w ktérych poszukiwano motywow sekwencyjnych, mogacych regulowac
pakowanie RNA do pgcherzykow zewnatrzkomérkowych [Batagov i in., 2011; Bolukbasi i in.
2012], zaproponowane przez badaczy motywy byly obecne jako cze$¢ regionow petli w prze-
widzianych strukturach drugorzedowych, wskazuje to na potencjalne znaczenie tego motywu
strukturalnego przy wprowadzaniu RNA do pecherzykéw. Rowniez w badaniach [Janas i in.,
2021], gdzie okreslano powinowactwo do tratw aptamerow RNA zawierajacych fragmenty ele-
mentow lokalizacyjnych mRNA, najwigksze powinowactwo uzyskano dla RNA zawierajacych
elementy lokalizacyjne w petli struktury spinki do wloséw. Taka lokalizacja motywow praw-
dopodobnie umozliwia interakcj¢ motywu z czasteczkami lipidow, zwigkszajac w ten sposob
powinowactwo aptameru RNA do btony lipidowe;.

Trudnos$¢ z jednoznacznym okresleniem wptywu motywow strukturalnych na poziom
oddziatywania RNA-blona, moze wigzac si¢ z ograniczeniami metody uzywanej do przewidy-
wania struktury RNA. Przewidywana przez program Mfold struktura 2-rzedowa RNA, jest pro-
gnoza sekwencji o najnizszej energii swobodnej, obliczanej na podstawie algorytmu opartego
glownie o parowanie zasad Watson’a-Crick’a. Algorytm ten nie uwzglednia niekanonicznego
parowania nukleotydow, ktore wptywa na ksztattowanie struktur RNA wyzszego rzedu. Z tego
wzgledu rzeczywiste fatdowanie RNA, czy warianty struktury przestrzennej mogg si¢ r6znic
od tych zaproponowanych przez program [Vicens i in., 2022]. Przyktadem moga by¢ oddzia-
tywania warstwowe mig¢dzy parami zasad (ang. stacking), ktére umozliwiaja uktadanie w stosy
sparowanych nukleotydow, co prowadzi np. do przyjmowania przez czasteczk¢ RNA struktury
helisy w ksztalcie litery A. W dalszych badaniach warto by uwzgledni¢ réwniez struktury wyz-
szego rzadu wynikajgce z parowania niekanonicznego.
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5.2.3. Znaczenie innych czynnikoéow

W ostatniej cze$ci opracowania sprawdzono, czy czynniki inne niz obecno$¢ motywow
sekwencyjnych i strukturalnych moga wyjasni¢ zmiennos$¢ wartosci Kp aptameréw RNA. Ana-
lizy przeprowadzono dla: (1) dtugosci tancucha RNA, (2) sktadu nukleotydowego badanych
aptamerdw, (3) energii swobodnej faldowania poszczego6lnych aptameréw oraz (4) liczby wa-
riantow strukturalnych zaproponowanych przez program do faldowania.

Dlugosé tancucha RNA

Mimo, ze badane aptamery miaty zblizong dlugos¢ (od 85 do 111 nt.), mozna zauwazy¢
delikatng tendencje zestawiajac wartosci Kp uzyskane dla poszczegdlnych aptamerdow z ich
liczba nukleotydéw (Rysunek 30. A). Zasadniczo krotsze aptamery (91 nt.) wykazywaly sil-
niejsze powinowactwo do tratw w poréwnaniu z dtuzszymi aptamerami (111 nt.). We wspo-
mnianych wczeséniej badaniach [Czerniak i in., 2021], przy poréwnywaniu poziomu oddziaty-
wania 19- i 40-nukleotydowych RNA z blong lipidowg w fazie zelowej zaobserwowano, ze
zwigkszenie dlugosci RNA prowadzito rowniez do zwigkszonego wigzania z btong. Badacze
zaproponowali wtedy, ze wraz z dtugo$cig czasteczki zwigksza si¢ zawarto$¢ nukleotydow G,
ktore sprzyjaja zwigkszeniu powinowactwa RNA-blona. Wyniki niniejszej pracy wydaja si¢
wskazywac na przeciwng tendencje, co do znaczenia dtugosci RNA. Moze to wynikaé z faktu,
ze w badaniach bedacych przedmiotem tej pracy wykorzystywano znaczaco dtuzsze aptamery
(do 111 nt.), niz RNA we wspomnianych badaniach [Czerniak i in., 2021] (do 40 nt.), jak row-
niez rdznic wynikajacych z fazy btony, wzglgdem ktorej prowadzono badania.

Skiad nukleotydowy

Modele korelacji nie wykazaly znaczacych zaleznos$ci migdzy zmianami wartosci Kp, a
sktadem nukleotydowym badanych aptameréw, co moze wynikaé z tego, ze badane aptamery
nie roznity si¢ znacza co sktadem nukleotydowym. Procentowana zawarto$¢ poszczegolnych
nukleotydéw w badanych aptamerach wynosita: A 17% — 26%, C 22% — 38%, G 15% —25% i
U 24% —31%. We wspominanych juz badaniach [Czerniak i in., 2021] wskazywano na wzbo-
gacenie RNA w guaning, jako czynnik promujacy oddziatywanie RNA z btona. W innych ba-
daniach [Garcia-Martin i in., 2022] zaobserwowano, ze miRNA izolowane z pgcherzykoéw wy-
dzielanych z komorek linii hodowlanych, byty wzbogacone w nukleotydy CG w ok. 62%, w
odréznieniu do RNA komorkowego, o nizszej zawartosci procentowej CG. Dla pordwnania,
jesli chodzi o wplyw sktadu nukleotydowego na oddziatywanie RNA z btong, za posrednic-
twem bialek btonowych, to w niedawno opublikowanych badaniach [Sarmah i in., 2023], w
ktorych analizowano czynniki wptywajace na kierowanie mRNA do biatek blonowych w bak-
teriach, stwierdzono, ze zawarto$¢ uracylu jest waznym wyznacznikiem lokalizacji mRNA za-
rowno in vivo, jak i in vitro. mRNA bogaty w U wykazywat zwigkszone wigzanie z receptorami
w blonie pgcherzykow bakterii E. coli. Z kolei zwigkszenie zawartosci cytozyny lub adeniny
zmniejszato wigzanie mRNA z btong, natomiast zwigkszenie zawarto$ci guaniny nie wplywato
na interakcje mRNA-btona.
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Rysunek 30. Krzywe zaleznosci zmiennosci Kp od wybranych czynnikéw

A. Zalezno$¢ zmienno$ci $redniej Kp komplekséw aptamer-btona od liczby nukleotydow
(wspotczynnik korelacji r = 0,67). B. Zalezno$¢ zmiennosci sredniej Kp kompleksow aptamer-
btona od wartosci energii swobodnej faldowania RNA (wspotczynnik korelacji r = -0,63). C.
Zaleznos¢ zmiennosci % zmiany Kp od liczby delecji (wspotczynnik korelacji r = -0,2). D. Za-
lezno$¢ zmiennoS$ci % zmiany Kp od liczby insercji (wspotczynnik korelacji r = 0,35).

Energia swobodna

Biorgc pod uwage energie swobodng (AG [kcal/mol]) przewidziang dla najbardziej
prawdopodobnego faldowania, zaobserwowano pewng delikatng zalezno$¢ (Rysunek 30. B).
Wydaje sig, ze im wigksza energia swobodna faldowania (blizej wartosci zero), tym mniejsza
warto$¢ stalej] Kp. Mozna przypuszczac, ze uporzadkowanie struktury 2-rzedowej RNA ma
znaczenie w oddziatywaniu z btonami tratwowymi, a aptamery o wigkszej energii swobodne]
maja wigksze powinowactwo do bton tratwowych. W badaniach [Garcia-Martin i in., 2022]
zaobserwowano z kolei, ze RNA, ktére oddzialywaty z btong pegcherzykéw zewnatrzkomorko-
wych charakteryzowaly si¢ nizsza energiag swobodng (AG ok. -3 [kcal/mol]), niz RNA maga-
zynowane w komorkach (AG ok. -2 [kcal/mol]).

Rodzaj modyfikacji

Poréownujgc ze sobg zalezno$ci miedzy % zmiany warto$ci Kp mutantéw, a rodzajem
modyfikacji, ktore wptywaty na dtugosci RNA, mozna zauwazy¢ pewng tendencje zmian, cho-
ciaz korelacja jest bardzo staba (Rysunek 30. C i D). Mutanty z delecjami nukleotydowymi
przejawialy nieznaczny spadek wartosci statej dysocjacji, za§ mutanty z insercjami wzrost Kp
w odniesieniu do bazowego RNA. Wprowadzone mutacje dotyczytly nukleotydow w obrgbie
petli spinki do wtosow, dlatego tez determinowana przez sposob mutacji zmiana wielkosci petli
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moze by¢ tym czynnikiem, ktory bierze udziat w regulowaniu powinowactwa RNA-btona. Po-
réwnujac ze sobg konkretne aptamery mozna zaobserwowaé, ze mutant 10A ze wstawionym
motywem CCCU poprzez substytucje (wielkos$¢ petli nie zmienita si¢) wykazywal zwiekszone
powinowactwo do tratw, za§ mutant 111A ze wstawionym przez insercj¢ (powigkszenie petli)
tym samym motywem, wykazywat stabsze powinowactwo niz oryginalny aptamer (Tabela 29.).
Roéwniez mutanty aptameru 111, do ktérych wprowadzano dodatkowe motywy przez poprzez
insercje wykazywaly znaczne spadki powinowactwa wzgledem tratw: mutant 111E (Kp =
+91%, mutant 111C (Kp = +31%). Obserwacje te wydaja si¢ korespondowac ze wczesniej-
szymi spostrzezeniami dotyczacymi dtugosci tancucha RNA 1 wielko$ci motyw spinki do wto-
sow, gdzie dla RNA o krotszych sekwencjach i mniejszych motywach spinki, uzyskiwano
zwigkszone powinowactwo do bton.

Wspominanie wyzej doniesienia literaturowe sugeruja, ze oddzialywanie RNA z bto-
nami lipidowymi moze by¢ zalezne od czynnikow takich jak: sekwencja nukleotydow RNA,
struktura drugorzedowej czy dlugosci RNA. Rowniez analizy opisane w tej pracy wskazuja, ze
poziom powinowactwa danego RNA do btony lipidowej moze by¢ regulowany zar6wno czyn-
nikami sekwencyjnymi (motywy RNA), strukturalnymi (motyw spinki do wtosow) czy tez in-
nymi wlasciwosciami, jak np. dtugos¢ tancucha RNA. Oprocz wyzej wymienionych czynnikow
badacze zwracaja uwagg rowniez na znaczenie oddziatywan elektrostatycznych i interakcji hy-
drofobowych w oddziatywaniach RNA-lipidy. W pracy [Michanek i in., 2012] zasugerowano,
ze wigzanie RNA z monowarstwami fosfolipidow, napedzane jest interakcjami migdzy hydro-
fobowymi zasadami jednoniciowego RNA, a tancuchami weglowodorowymi fosfolipidow.
Tego typu oddziatywania nie byty przedmiotem tej pracy jednak, z pewnoscia stanowig kolejna
grupe czynnikow wptywajacych na ksztattowanie poziomu powinowactwa RNA-blona. W
przysztosci warto by poszerzy¢ przeprowadzone w tej pracy badania uwzgledniajac rowniez te
typy interakcji.
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5.3. PODSUMOWANIE | WNIOSKI

Celem niniejszej pracy bylo lepsze poznanie mechanizmu oddzialywania RNA z bto-
nami pecherzykow lipidowych oraz weryfikacja postawionych hipotez badawczych. W odnie-
sieniu do postawionych zadan badawczych, przeprowadzone badania mozna podsumowac na-
stepujaco:

1) Identyfikacja motywow strukturalnych oraz sekwencyjnych oraz ich lokalizacji w ba-
danych aptamerach RNA.

Zaré6wno w analizowanej bazie sekwencji aptameréw RNA jak i1 bazie przygotowanych
mutantow zostaty zidentyfikowane nastepujace motywy RNA: CCCU, GGAG, UGAG i UCCU
(motywy egzosomowe), CCCU, UCCC, CUCC i UUGU (motywy tratwowe), UCCCU,
CUCCC i UUGUU (motywy 5-nukleotydowe). W przewidzianych za pomoca programu Mfold
faldowaniach czasteczek aptameréw RNA oraz mutantéw, zostaty zidentyfikowane motywy
struktury drugorzgdowej: podwdjna helisa, wybrzuszenia, petle wewnetrzne, petle wielora-
mienne, petle typu spinki do wloséw oraz odcinki jednoniciowe przy koncach czasteczki. Na
podstawie wynikow przeszukiwan motywow oraz przewidzianych struktur drugorzedowych
sporzadzono karty charakterystyki analizowanych aptameréw RNA oraz mutantow.

2) Pomiar stalej dysocjacji (Kp) dla oddzialywania aptameréw RNA z blonami modelo-
wymi oraz z blonami egzosomow.

Przeprowadzone zostaty badania poziomu oddzialywania aptameré6w RNA z blonami
modelowymi (liposomy DOPC i tratwowe) oraz btonami egzosomow, jak rOwniez mutantow
oryginalnych aptamer6éw z liposomami tratwowymi i egzosomami. Na podstawie przeprowa-
dzonych pomiarow uzyskano wartosci statej dysocjacji dla wigkszoséci badanych RNA. Dla nie-
ktérych aptameréw nie bylo mozliwe wyznaczenie wartosci Kp, co mogto by¢ z wigzane z tak
stabym poziomem oddziatlywania danego RNA z btong, ze doktadne wyznaczenie Kp wykra-
czato poza zakres uzywanego uktadu pomiarowego. Najsilniejszym powinowactwem do tratw
charakteryzowaly si¢ aptamery 54 1 111, a aptamer 54 rowniez najsilniejszym powinowactwem
do bton egzosomow.

Badania z wykorzystaniem bton egzosomdéw okazaly si¢ szczegdlnie trudne, m.in. ze
wzgledu na ztozong procedure ich izolacji, co wigzato si¢ z ograniczong pulg egzosomow, ktorg
mozna bylo wykorzysta¢ do badan. Wyniki poziomu oddziatywania aptamerow RNA i mutan-
tow z egzosomami charakteryzowaly si¢ duzym rozrzutem, a w przypadku niektorych aptame-
réw uzyskano wartosci Kp jedynie dla pojedynczych powtorzen. W przysztosci warto by po-
wtorzy¢ ta cze$¢ badan z wykorzystaniem wigkszej puli egzosomow. Niemniej jednak uzyskane
réznice w poziomach powinowactwa danych RNA z blonami egzosomoéw przypominaty roz-
nice uzyskane dla tych samych RNA w oddziatywaniach z liposomami tratwowymi.

3) Weryfikacja znaczenia tratw w procesie oddzialywani RNA z blonami.
Przeprowadzone pomiary wskazuja, ze aptamery RNA majg zdolnos$¢ do bezposred-
niego oddziatywania z regionem tratw lipidowych blony pgcherzykow, a stan btony moze re-
gulowa¢ powinowactwo RNA-blona. Poréwnanie wartosci Kp dla oddziatywania aptamerow
RNA w kompleksach z btong nieuporzadkowang i btong uporzadkowang dostarczyto znaczg-
cych réznic w poziomie powinowactwa RNA-btona w zalezno$ci od fazy btony. Wartosci Kp
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byty $rednio prawie dwukrotnie nizsze dla oddzialywan aptamerow z LUVRrarT W pordwnaniu
z LUVporc. Wyjatek stanowit aptamer 20, ktory wykazywat silniejsze powinowactwo do bton
nieuporzadkowanych. Generalna tendencja wskazuje, ze domeny tratwowe sprzyjaja interakcji
badanych aptameréw RNA z czasteczkami lipidow i moga stanowic¢ potencjalne miejsce wia-
zania czasteczek RNA.

4) Przeprowadzenie analizy dotyczacej istnienia korelacji migdzy powinowactwem bada-
nych aptamer6w RNA do bton lipidowych, a wystepowaniem motywow strukturalnych
1 sekwencyjnych w czasteczkach RNA.

Dla uzyskanych w badaniach wartosci Kp oddziatywania RNA-btona tratwowa, prze-
prowadzone zostaty analizy zaleznos$ci mi¢dzy zmienno$cig Kp, a wystgpowaniem czynnikow
takich jak: motywy sekwencyjne (ze zwroceniem uwagi na ich lokalizacje w czasteczce), mo-
tywy strukturalne wystepujace w przewidzianym fatldowaniu, a takze innych czynnikoéw takich
jak dhugosci tancucha RNA, sktad nukleotydowy oraz energia swobodna fatdowania. Podsu-
mowujac rezultaty mozna zauwazy¢ ze:

= Motywy sekwencyjne CCCU, GGAG, UCCC moga promowa¢ oddziatywanie RNA-
btona. Mutanty ze wstawionym motywami zasadniczo wykazywaly wzrost powinowac-
twa. Co do innych motywow sekwencyjnych nie byto mozliwe okreslenie korelacji mig-
dzy zmiennos$cia Kp a wystepowaniem tych motywow. Trudno$ci w ustaleniu wptywu
zaburzenia czy wstawienia konkretnego motywu, wigzala si¢ z tym, ze mutacje obej-
mowaly niekiedy kilka motywow jednoczesnie. Stad w przysztych badaniach, mozna
by przygotowaé panel mutantow gdzie zmiany dotyczylyby wylacznie pojedynczych
motywow.

» Najwigkszy wzrost powinowactwa zaobserwowano przy wprowadzeniu do RNA mo-
tywu CCCU przez substytucje 2-nukleotydow oraz przy delecje 4-nukleotydow (pod-
czas zaburzania oryginalnych motywow), co wigzato si¢ ze zmniejszeniem petli spinki.
Przypadki te mogg sugerowac, ze powinowactwo RNA-btona tratwowa moze by¢ regu-
lowana zarowno obecnoscig motywow sekwencyjnych (takich jak sekwencja CCCU)
jak 1 motywow strukturalnych (mate petle struktury drugorzedowe;).

=  Wydaje si¢ ponadto, ze skrocenie petli (delecja) 1 wprowadzenie motywu przez substy-
tucje zwigksza powinowactwo, za$ powigkszenie petli (insercja), nawet przy wprowa-
dzeniu motywu, nie zwicksza powinowactwa RNA-btona. Te obserwacje uzyskane dla
mutantow, wydajg si¢ korespondowac z analizami dlugosci aptameréw, gdzie zasadni-
czo krétsze aptamery wykazywaty silniejsze powinowactwo do bton tratwowych.

= Na znaczenie motywu spinki do wlosow (mata spinka na stabilnym trzonie) w regulacji
powinowactwa RNA-btona, moze wskazywac¢ rowniez korelacja miedzy wartoscig Kp,
a liczba spinek oraz korelacja migdzy Kp, a obliczonym parametrem $wiadczacym o
wystepowaniu matych spinek.

= (Obecnos¢ jednoniciowego odcinka przy koncu czasteczki oligonukleotydu, moze z ko-
lei ostabia¢ oddziatywanie aptameru RNA z tratwami btonowymi.
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Odnoszac sie do postawionych hipotez badawczych, na podstawie przeprowadzonych
badan mozna sformutowaé nastepujace wnioski:

I.  RNA ma zdolno$¢ do bezposrednio oddzialywania z regionem tratw lipidowych.

Przeprowadzone badania wskazuja na potwierdzenie hipotezy o mozliwosci bezposred-
niego oddziatywania RNA z regionem tratw lipidowych. Co wigcej, obecno$¢ domen tratwo-
wych sprzyja zwiekszonemu powinowactwu badanych aptameréw RNA do btony w poréwna-
niu z btong nieuporzadkowana.

Il.  Oddzialywanie aptameréw RNA z blong regulowane jest przez sekwencje nukleoty-
dowe (motywy RNA), ktorych wptyw na poziom oddzialywania RNA-btona zalezy od
lokalizacji czasteczce.

Niektore motywy np. CCCU, GGAG czy UCCC wydaja si¢ promowac¢ oddzialywania
RNA z blong, jednak na podstawie przeprowadzonych badan nie mozna stwierdzié, ze sama
ich obecnos¢ (lub brak) w tancuchu RNA w bezposredni sposob reguluje powinowactwo RNA-
btona. Wptyw motywow sekwencyjnych RNA wydaje si¢ raczej by¢ powiazany z wystgpowa-
niem motywow strukturalnych (np. motyw spinki do wtoséw), ktére moga umozliwi¢ ,,uaktyw-
nienie” danych sekwencji promujacych oddzialywanie RNA z btona.

I1l.  Obecno$¢ motywow struktury drugorzedowej moze regulowac poziom powinowactwa

RNA-btona.

Wystepowanie pewnych motywow struktury drugorzedowej takich jak motyw spinki do
wlosow (mata spinka na stabilnym trzonie) moze sprzyja¢ oddziatywaniu RNA z btonag, z kolei
obecno$¢ dlugiego jednoniciowego odcinka przy koncu czasteczki aptameru nie sprzyja od-
dzialywaniom RNA-blona.

Prawdopodobnie na zmienno$¢ powinowactwa RNA do blony wptywa w réznym stop-
niu wiele czynnikow, sposrod analizowanych, a przypuszczalnie i innych. Innymi stowy o wia-
zaniu RNA do bton pecherzykéw moze decydowaé uktad elementéw strukturalnych, sekwen-
cyjnych, jak i stan blony lipidowej. W przysztosci warto by znalez¢ bardziej ztozony model,
ktory lepiej moglby wyjasni¢ zaleznosci pomigdzy tymi elementami i stopien w jakim wpty-
wajg na powinowactwo RNA-blona.
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Zalacznik 1. Lista wszystkich oryginalnych sekwencji RNA

Ponizsze sekwencje aptamerow RNA podane zostaly w kierunku 5” do 3’. Sekwencje state przy koncach 5’ i 3’ zostaty zapisane kursywa i podkres§lone. Motywy

RNA zostaly oznaczone odpowiednimi kolorami: motyw CCCU - zielony; inne motywy egzosomowe (GGAG, UGAG i UCCU) — czerwony; motywy tratwowe
(UCCC, CUCC, UUGU) — niebieski; motywy 5-nukleotydowe sa dodatkowo podkreslone.

1
GGGACGACGAUGACACGAUACGAUCAGCCACAGUGUUCUGCUAUCGUCUAUCUUAUGCCCCGUAGCCAAGCAUACGCCGAUCACAUGACCA

3
GGGACGACGAUGACACGAUAUGCGCUGGCGGCCGUAUUGUUCCUCUUCCCCCUCUUGCACCCCCGUACACCAUACGCCGAUCACAUGACCA

4
GGGACGACGAUGACACGAUAUCGCUCCGCUGAUCCCGCCGUACGCAGUGUAUCGUUCUACUUGGAUAGCACAUACGCCGAUCACAUGACCA

5
GGGACGACGAUGACACGAUAUGUUUGACCGAGUACGCGUGACUAAGUUCUUACUGACCCGUUCCUUGAGCCAUACGCCGAUCACAUGACCA

6
GGGACGACGAUGACACGAUACUGAUUUUCGACCGGCAUUUCUGGCCUGUGUAUUGUUCUAUCCCCCUGUUCAUACGCCGAUCACAUGACCA

7
GGGACGACGAUGACACGAUAGAUGUUCGCCUCCUUGUGUCGUGUUCUGUGAAUUCGGCUUACCUGGAUCGCAUACGCCGAUCACAUGACCA

8
GGGACGACGAUGACACGAUAACUAGCUAAACCUGUCAUGUUCGGCCUGCUUUUUUGACUCAACUUGCCCCCAUACGCCGAUCACAUGACCA

9
GGGACGACGAUGACACGAUAUCGGCUCGCUCUGGUCGACAACCCCGUCUUGGCCUUCUCUCCAAUAUGCUCAUACGCCGAUCACAUGACCA

10
GGGACGACGAUGACACGAUAGUGAAAGGAGUCGUACUUUCUCUUCGUGUGUGUGCCUCGUCUUCUUCUCCCGUUUGUCUCCCCUUUCGCUCAUACGCCGAUCACAUGACCA

11
GGGACGACGAUGACACGAUAUAUCCUCGGCUGUUUAGUGUCACUCGCCCGUCUGUAAUGCCGUCGAGAUGCAUACGCCGAUCACAUGACCA

13
GGGACGACGAUGACACGAUAAGUGCUUCUAUGGGUUUGCAGUAAGUUCGUGUCUGGACCUUUCCCUUCGUCAUACGCCGAUCACAUGACCA




14
GGGACGACGAUGACACGAUAUCAUGUAUUUGGCUCUUCGCUAUGCAUAGUAGUUACUUCCCAGACCAGACCAUACGCCGAUCACAUGACCA

15
GGGACGACGAUGACACGAUACGAUACGUAAUUCGCACAUAACCUGUCUUAUCCUGUUCUCGGUUGUUGGUCAUACGCCGAUCACAUGACCA

17
GGGACGACGAUGACACGAUACCGUGGCACUCUUGUGUCUGUUGUGCCCUUGUAGUUGUUCGUCAUGUUUUCCGCCGUCACUCCCGUCGUUCAUACGCCGAUCACAUGACCA

19
GGGACGACGAUGACACGAUACCGCCCUUGCUCGUUUCGGAUCCCUCCAUUCCUUGCUGAAGUCGUCCUAUCGCUCAUCCAUCCUCAUGUUCAUACGCCGAUCACAUGACCA

20
GGGACGACGAUGACACGAUAGCCCGUAAUGUGGGUUGGUUCUCUACGUUCAACGCUCGUUCUUACUCGUAUCCCACAAUCUAACCCUGCCCAUACGCCGAUCACAUGACCA

21
GGGACGACGAUGACACGAUAAUACGCGGUGUGCUGUUUCGCGUCCUAUCGACGUGCUUCGUUUCCCUCUUCAUACGCCGAUCACAUGACCA

22
GGGACGACGAUGACACGAUACUGUAGGACGUGUCUCUUCACCGUACUCACAAGAGCGGAGUGGUACAUACAUACGCCGAUCACAUGACCA

23
GGGACGACGAUGACACGAUAUCUGGCGCGCACGCAAACUUUCUUUCUCUUGCUCUCGACCACGCUGAGGACAUACGCCGAUCACAUGACCA

24
GGGACGACGAUGACACGAUACGCACUUACUAUGGCCCGUGUGGUUGCGAACCUUCCCUUCCCCUGUGUCAUGAUGAGAUCGGUCUUCUGGCAUACGCCGAUCACAUGACCA

25
GGGACGACGAUGACACGAUAAUGGCUAUAUAUGCGUCCUCCUUCUAGCCAUUUAUCGUAUCCUUCGAGUGCAUACGCCGAUCACAUGACCA

27
GGGACGACGAUGACACGAUAGAUUAGCUGCGAUGAGCUGCUUCGGACUCUGUGGUUAUUUGCCGGUGAUGCAUACGCCGAUCACAUGACCA

29
GGGACGACGAUGACACGAUAUUCGGUCUUUUCGCUUGUAUGAUAGUCUUGUGAUGAAGUUGCUUCCCCUUCAUACGCCGAUCACAUGACCA

30
GGGACGACGAUGACACGAUAGUGGUUCGACUUGUUCUCUCUUCCCGAUCGUCUAAUCCGGGGAUCAUAUGCAUACGCCGAUCACAUGACCA

31



GGGACGACGAUGACACGAUAUUGAAUAGGAUAGUAUCGUGACUCAUCUACUACUAGUACAACGCACUCUGCAUACGCCGAUCACAUGACCA
32

GGGACGACGAUGACACGAUAUCUGUCCACUGACUUCCUUGUUCAUGCUCAUCCCUCACUAGAAAUGUCCGCAUACGCCGAUCACAUGACCA

33
GGGACGACGAUGACACGAUAAGGUCUAUCGCAGUCUUUCUUCCCUUCAAGUCACUCUUCUAGUCCAUGGUCAUACGCCGAUCACAUGACCA

34
GGGACGACGAUGACACGAUAAGUUGUGUUGACCUAGCGUAUUAACUGGUCCGUCUUUGAUAGCGUUGCGUCAUACGCCGAUCACAUGACCA

35
GGGACGACGAUGACACGAUACGGCUCCCCACGUCAUAGCCGUCUUUUGGGUGUUGACCUUCUUAUAGCUGCAUACGCCGAUCACAUGACCA

36
GGGACGACGAUGACACGAUAUCGUGCGCUUCUUCUCUCUACCUUAUCGACUCUCCUAUACCCACUCACGUCCUGUGACUUCCCACACUGCAUACGCCGAUCACAUGACCA

37
GGGACGACGAUGACACGAUAGCUCGUUGGACUCUAGACGCCCGUUAUCCGCCAUUCACUUCCCGCGACAUACGCCGAUCACAUGACCA

38
GGGACGACGAUGACACGAUAUUGUGGGUUGGCGCACACCAUUCUUGCUCAUUUUCAUCUCUGGAAGUGCCAUACGCCGAUCACAUGACCA

39
GGGACGACGAUGACACGAUAAGUGCUUCAUGUAUUCUGGCGCUAUGCUCUAUCGUGUGCUUGCUCUCCUGCGCGAUUUCCCUCCUCCCGUCAUACGCCGAUCACAUGACCA

40
GGGACGACGAUGACACGAUAUGGCGCAUUGAGCAGUAACCUGCAAUCGACUACGCUAUCCCGGGACUGGCAUACGCCGAUCACAUGACCA

41
GGGACGACGAUGACACGAUAACGCGCCACCAUCCUCGCUUUGGUUUCGUCUUACCUCUGAAGGUUCCCUGCAUACGCCGAUCACAUGACCA

42
GGGACGACGAUGACACGAUAGGGCCGUGCUCAUCCAACGUCGCCGAACGGGCUCGAUUGACCCCAUGCCGCCGAAACGCUAUCCUCGACUCAUACGCCGAUCACAUGACCA

43
GGGACGACGAUGACACGAUAGAUUCCAGAAUCUGCAUGCUUGUAUAACAGUUCUCCCUAACUCCCGAGCCAUACGCCGAUCACAUGACCA

44
GGGACGACGAUGACACGAUAGCCUCUGUAUAUGCACUCUAUGGUCUGAAUCUUAGCUAGCCACCCUGGGCCAUACGCCGAUCACAUGACCA

45



GGGACGACGAUGACACGAUACGAUCUCCUUGGACAUCCUGUUUGACUGUUACAAUUCCCUAAACUCUAGCCAUACGCCGAUCACAUGACCA
46

GGGACGACGAUGACACGAUACUGACGAGAGCUAGCCUUUUUGUCACCGAACUUGCUUCUCGGAGGUUCCCUUGAUCUGAUUUCUCCCCCUCAUACGCCGAUCACAUGACCA

47
GGGACGACGAUGACACGAUAUGCCGGACACGCGAUUACGUCGUUUGUUCACUUUGCCAUCUAAGGACUAGCAUACGCCGAUCACAUGACCA

48
GGGACGACGAUGACACGAUACUUGUCAUGACCCCGUGUUUGUUAUCUCCGCUCUUUUCAUCUCAUAGUUUGUUCUUACGACUCGCUCUCUCAUACGCCGAUCACAUGACCA

49
GGGACGACGAUGACACGAUAUCGCUGCGUUAUUCUCCUUGCCGGGAGGCUCUUUCCCCGUUCGUCUUAUGCAUACGCCGAUCACAUGACCA

50
GGGACGACGAUGACACGAUAGCAACCGGUAUUGUAUCUGAGGCGAUUGUCCGUGGGUUGCGUUCUACUCGCAUACGCCGAUCACAUGACCA

51
GGGACGACGAUGACACGAUAACUUGUGAUCUGUCAUUAGGAUUUGGCCUUAUGAAUUAGUGUGCCCUAACCAUACGCCGAUCACAUGACCA

52
GGGACGACGAUGACACGAUACGUGAGGUUUGCAUCGUCGCAGCUUUGUCUUUUACGUUUACGUUCUGGUGCAUACGCCGAUCACAUGACCA

53
GGGACGACGAUGACACGAUAUUGCGGCUAUCGUUUCCGUCUUUCCCGUACGUGGUUCUAUACCCCCAGGACUCAUCCUCUCCCCUGUUUCCAUACGCCGAUCACAUGACCA

54
GGGACGACGAUGACACGAUACCCCUUCGCCCCUUCCUUGUUACACUAUCCUCCAUUGUACUCCCUUCCUGCAUACGCCGAUCACAUGACCA

55
GGGACGACGAUGACACGAUAGUAAACUCCGACUGUAAGAUAUUGCGCGAAUUUGGGUUGCCGGACACUACAUACGCCGAUCACAUGACCA

56
GGGACGACGAUGACACGAUAAGGUGCGGCUUGGAGCGCAUGUCCAGAGCAUCCUUCGCCUAUAGGCCCUGCAUACGCCGAUCACAUGACCA

59
GGGACGACGAUGACACGAUAGCGCUAUUCCCCUCUGGCGUUCGUCUCAACGUCUGGCCAAGACCCGAUAUACAUACGCCGAUCACAUGACCA

60
GGGACGACGAUGACACGAUAUCGGAUUUCUCGCCUUUCCUUAUGCUCUCUGUAAUACGCCACUCCUGAACAUACGCCGAUCACAUGACCA

61



GGGACGACGAUGACACGAUAUAGGUAUGGUUUGUGUCCCUCCCUACCUAGCUCUAUGAUGUGGCCUAUUCGUCGUAGCACGCUGUGGCUUCAUACGCCGAUCACAUGACCA
62

GGGACGACGAUGACACGAUAGCGUGUCGUGAUUCAUUCUUGUUUCCCCCCUCGUGUCGUAUCGAGGUGCGUAUCGAUCGCUUACGCCCCCCAUACGCCGAUCACAUGACCA

64
GGGACGACGAUGACACGAUAUGUAGGAUGACGGUCCACCUAUUAUUCGUGCCCUAUUUCUUCCUUGCGUCAUACGCCGAUCACAUGACCA

66
GGGACGACGAUGACACGAUACUCUCCUGAUCUCAGACUAUGCGGUGAGCGCGAUCGUUCCAAAGCCUGCGCAUACGCCGAUCACAUGACCA

67
GGGACGACGAUGACACGAUAUCAGUUUUUGCGCGACCCCUGGCUCUCUGGCCUUUUGUUCGACUUUGCGCAUACGCCGAUCACAUGACCA

68
GGGACGACGAUGACACGAUACCUCUCGACUGAAAAUACUCGUAGCUCCGGCACGUUCUGUCUCCUCUGGCCAUACGCCGAUCACAUGACCA

69
GGGACGACGAUGACACGAUAGCCAUCGGCGUAUACCGGGGCAUUUCUGGCACACACUUAGAGUCAGUGCGUGCCUUGGGACACCCCACUG CAUACGCCGAUCACAUGACCA

70
GGGACGACGAUGACACGAUAGGGACAUCUGUUCUGCAAUCAAGGAAAUCUGCUCUCACAGUUCUGGGUCCAUACGCCGAUCACAUGACCA

71
GGGACGACGAUGACACGAUACGACCCGAUAGCUGCCCCCGAUGUGUUUAUGUCCCUGCGACCCUGCCGACCAUACGCCGAUCACAUGACCA

73
GGGACGACGAUGACACGAUAUCUCAGGGCUAUCUGUGCUCUCGUGGUAAGUACACAGCAACGAAUUGAUGCAUACGCCGAUCACAUGACCA

74
GGGACGACGAUGACACGAUACUCUGGUAAUCUGAUGGUCCGGCCCCUUGCCUGUGUUCUGUCUGGACGAUCAUACGCCGAUCACAUGACCA

75
GGGACGACGAUGACACGAUAAGUCGCCUCCUGGCCAAACGCUAUGUUGUACCUUUGAUGCUCAGUUGCGCCAUACGCCGAUCACAUGACCA

76
GGGACGACGAUGACACGAUACCUGUCUGGUGUUUCGGUCUAAUUACGUGGCUGGAUUAGUUCAACCCGAGAUGUCCGAAUCCUUGGUAUGCAUACGCCGAUCACAUGACCA

77
GGGACGACGAUGACACGAUAUGCAAGGUCUAGACUCAGUCAUGGAUCUAAUCUGACUUCAGCGCAAACGCCAUACGCCGAUCACAUGACCA

78



GGGACGACGAUGACACGAUAUUGCUCUAGUGAUCCACUUGCGUCUAUUGAGCGGCCUUUGCCACGGGUCACAUACGCCGAUCACAUGACCA
79
GGGACGACGAUGACACGAUACGUGCUACGUGUCUCAGCACGUAUCCUGUCAAGUAUCAUGAUCCGUGCCCUCAGCGUCCUCUGACAUCACCAUACGCCGAUCACAUGACCA

82
GGGACGACGAUGACACGAUAUCGAUGCCGCCUCUUCUCGUGUUCACUUUCGUGCCGACGCAAGCAACACUUCUCUUUCGGCCCUGGUCUCCAUACGCCGAUCACAUGACCA

83
GGGACGACGAUGACACGAUAAGUAAUAGAGAUUUACUUUUCCGUUUUAUUAGGGACAAGCGUCUUCCGGUCAUACGCCGAUCACAUGACCA

84a
GGGACGACGAUGACACGAUACAGCAACCUCCUGAUACCACUAUUUGGCAGUAGUGGUUUCAGGCCUUUCCAUACGCCGAUCACAUGACCA

84b
GGGACGACGAUGACACGAUAACCUGUGGCGGGAUAUGUUAUCUUUGGUUCUAAAGGUUUAUUCCUGUGGUCAUACGCCGAUCACAUGACCA

86
GGGACGACGAUGACACGAUAACAUGGUGGUGGUCACUUCCUACCUUCCCGUCUCGGAAUCGCCUCCUAUGCAUACGCCGAUCACAUGACCA

87
GGGACGACGAUGACACGAUAUGUUGAGCUUGCGCGACCUCACAUACCCUGUCAAAACACGUCUUCGUGGGCAUACGCCGAUCACAUGACCA

88
GGGACGACGAUGACACGAUACGCUGCUGGUCCAGUUCGUAUCACUGUUCGCCUAUCCGCCGUUCUCUGACUGUUGUUUGGUUUAGCGAGCAUACGCCGAUCACAUGACCA

89
GGGACGACGAUGACACGAUACGCCUCACUGUAGUUGGUCGCCCGGCUAGGUCCGAUUGAUCCCUUUGUCUCAUACGCCGAUCACAUGACCA

90
GGGACGACGAUGACACGAUAAACGAUUAGUGGAGUUUACCUUCUCAUUUGUCGGGUCACUUCGGCAAGUGCAUACGCCGAUCACAUGACCA

92
GGGACGACGAUGACACGAUAGCACGCUAUUACUCCCGGUAGAUGAGUUAUGCUCACUCGUUCUAAAACGCCAUACGCCGAUCACAUGACCA

93
GGGACGACGAUGACACGAUAUCCGUCAAGGCGCGUUGCAAAUCCCGAGGUCUGUAUUUUCUUCGUUAGUCCUGCACAUUCUCCCUCGAACCAUACGCCGAUCACAUGACCA

94
GGGACGACGAUGACACGAUAGCUAGGCUAACAUUGUGCUCAUGGCCGAGCGUAUGGAUCUUACGGACUUACAUACGCCGAUCACAUGACCA

96



GGGACGACGAUGACACGAUACCGUUGGCACGCUCGCAGUUGUAGUGCACGUUCAUAUUAGGGUAGCCAUACGCCGAUCACAUGACCA
97
GGGACGACGAUGACACGAUAUGCGGAUAGUGGCGUACUAGACGCUUACCGUGAACUCCUACCCCACUGACCAUACGCCGAUCACAUGACCA

98
GGGACGACGAUGACACGAUAGUAACUGAAUUGACCGGCACUAACCGCUUCCUACGACUCUAUUAUUGCUGAUUUUUUGGCUAACCUGCACCAUACGCCGAUCACAUGACCA

99a
GGGACGACGAUGACACGAUAUCAGUUUAUCGCCCCCCCUAAUGCUCAUACGCCGAUCACAUGACCA

99b
GGGACGACGAUGACACGAUAUCAGUUUAUCGCCCCCCCUAAUGCUCCAGACAUCGUGAGGAUCAUACUACAUACGCCGAUCACAUGACCA

100
GGGACGACGAUGACACGAUAUCUGCCUCGCUCACCCUGCUCAUGCCCAUAUCCUGUGCUCGACCUACCUGCAUACGCCGAUCACAUGACCA

102
GGGACGACGAUGACACGAUACCAAUACCAUGGAUUGGUCCCUUUAUCCAGCUUCUUAACCCUUACCUGUUCAUACGCCGAUCACAUGACCA

103
GGGACGACGAUGACACGAUAGUUCGGCGUGCCAUUAUGUCCAUUGUAUGGUCGAUAUGGCCUUGCACCUCCAUACGCCGAUCACAUGACCA

104
GGGACGACGAUGACACGAUAGUGGUGCUGUGCCUCAAGGUAUGUCAGGCGCUAUGUCUUCGUACCCUAUUCAUACGCCGAUCACAUGACCA

106
GGGACGACGAUGACACGAUAUCCUAACAUUGGCAGCGUUUUAGGUUCAUCGGUUCAUUAGCCUUCCCUUAGCUUCGUCGCUCACACGUUUCAUACGCCGAUCACAUGACCA

107
GGGACGACGAUGACACGAUAUCAGAUUCUCGCCUUCAGGCACGUUGGUAAUGUAGGAAGCUUCCAAUCUGCAUACGCCGAUCACAUGACCA

108
GGGACGACGAUGACACGAUACGAUCCGGAAUUUUGUCCACCGCCUCUCUCUUCUUAUCUGGCGUCUUAGUCAUACGCCGAUCACAUGACCA

109
GGGACGACGAUGACACGAUAACGCGACAGGGUCUGACAGGCGUCUCCUUCCCUUUUGCAUAAUCUCCCGUCAUACGCCGAUCACAUGACCA

110
GGGACGACGAUGACACGAUAGCGAGUUGCGUAUUGCUUGCUCUUGUUCUCAUUGCCCGUCGCGCUUGGUUCAUACGCCGAUCACAUGACCA

111



GGGACGACGAUGACACGAUACUAUCAGAAUAAUGUGUUCUUUGGUUCUGUGCACACGCUGUUUCAGGGCUCAUACGCCGAUCACAUGACCA
112
GGGACGACGAUGACACGAUAUCGUGUUGUGAAUUGCUUUUAGGCCUCGCAGCGUAAACGGCUUACCCUGUCAUACGCCGAUCACAUGACCA

113
GGGACGACGAUGACACGAUACCUUUGGCUCGGUAUUGAGUCCUUAGCCUUCUCCAUGGUUUUUUCCCUUCCAUACGCCGAUCACAUGACCA

114
GGGACGACGAUGACACGAUAUGCUUUUGCCUGUCAUGCCUACUGCACUUCGAUCAAUGCCUUCCCUCGUACAUACGCCGAUCACAUGACCA

115
GGGACGACGAUGACACGAUACUCCUUGUUCUGUGUACUGGUUGACUUUCGUCGGUGUCUGCGUCCGAGGGCAUACGCCGAUCACAUGACCA

116
GGGACGACGAUGACACGAUAUGCCAGACGGCGCACUCUCCAGCUAUUGACGUUGAUCAUUCGCCACGCAUCAUACGCCGAUCACAUGACCA

117
GGGACGACGAUGACACGAUAUCUACGGCUUUUGUUUCAUCGUUGCGUUCUCUGUCGACACUGAGUGCCUACAUACGCCGAUCACAUGACCA

118
GGGACGACGAUGACACGAUAUUUGCCGGCCUCUGAUUAAGCUAUCCACUCACUAUACAACGCAAAUUCGCGUUGUCUGUUUUGUUCCGUUCAUACGCCGAUCACAUGACCA

119
GGGACGACGAUGACACGAUAUUUUCCCUCAUGUAUUCGUAUUGGCCGUUGUCCCUGCUCAUCCCCUGGUCAUACGCCGAUCACAUGACCA

120
GGGACGACGAUGACACGAUAAUCCGAUGUUCCGGGAUCUCGAUUACUCUGUCAUCUCGGCAGUCCGCUGUCAUACGCCGAUCACAUGACCA

121
GGGACGACGAUGACACGAUAGUAUUCGCAUGUGUGUGAUCAGGUCAUUAUGUUUGUCCUGUGGAUGUAACCAUACGCCGAUCACAUGACCA

122
GGGACGACGAUGACACGAUAGGCUGUGGCUUCCGUCCUCAGGCGAUUUGUCUCGUGUUGCUUGACUAGGUUGGUCAUACGCCGAUCACAUGACCA

123
GGGACGACGAUGACACGAUAAAAUGCAAUUCGUAGUGGUCGAGAUGAAUCGUUUGUCAAGUUACCCUCCGCAUACGCCGAUCACAUGACCA

124
GGGACGACGAUGACACGAUAACCGGAAAUUAGUGUGCAUCCUCCUCUACGUUCAUCGAUCUUCCUUGCGUCAUACGCCGAUCACAUGACCA

125



GGGACGACGAUGACACGAUAUCUGGGUCUGUCUACUCGAUCACGUGCGCGUGGAAGUAGGUGUAUAUCAGCAUACGCCGAUCACAUGACCA
126
GGGACGACGAUGACACGAUACCCAGGAAUUGUGUUUUGACUAGCGCCCGUUCUCAUGUUGUGUGGGUGUGCAUACGCCGAUCACAUGACCA

127
GGGACGACGAUGACACGAUACUAUGCACUCGAUGCCGUAUGCGAACUGCUCAACUGUUUUAUUCCGCCAUCAUACGCCGAUCACAUGACCA

128
GGGACGACGAUGACACGAUAAUUCUUCCCGGCACCUACUCGUCUACAUCUUGCCAUCGGGCCCCCUUGGACAUACGCCGAUCACAUGACCA

129
GGGACGACGAUGACACGAUAAGAGUUGCAAAUUGACUUCAUCCGGUCGCUUUUGAACUACUUGAUCCUUUGGAUUAUGCCUAUCCCCUGUCAUACGCCGAUCACAUGACCA

131
GGGACGACGAUGACACGAUAGCUCAGUUGGGUAGUAUUGUAUUGGCUGUAUCCUACCGCGUCCAGAAUGACAUACGCCGAUCACAUGACCA

132
GGGACGACGAUGACACGAUAACUUCUAAUAGGGUGCAUGUUAUUUGUGCUCAUACCUCAAUACCCCUGCUCAUACGCCGAUCACAUGACCA

133
GGGACGACGAUGACACGAUAUCGUAAACUACGUUGGACUGCAUUCCGAAAUAUGUCUAUAUGCGCCUACUCAUACGCCGAUCACAUGACCA

134
GGGACGACGAUGACACGAUAAACUGAGCUUGUCUUGUAUUCGUUUGCUUUGAGCGGCCGAUUCUAAGAGCAUACGCCGAUCACAUGACCA

135
GGGACGACGAUGACACGAUACAGAUUGGGCCAUCUGUCAUAGUGAUUCUUCUUCCCAGGUAUCCACUCUACAUACGCCGAUCACAUGACCA

136
GGGACGACGAUGACACGAUAGCAAUCAUUUGCGUCUCUUUGCUGUUGCUUAUGUGUUCGCCGCUUUAAGGCAUACGCCGAUCACAUGACCA

137
GGGACGACGAUGACACGAUAUGUUCUGUGGAUGGUCAUAUUGUAUCGUUCCCUGAUCUGUGCUCCCGUACUGCCAACUGUCCUACGCCCAUACGCCGAUCACAUGACCA

138
GGGACGACGAUGACACGAUAGUUCUGGAUCUCUAGCCUUUCCCCCUCUGAAUCCUCCCUUUCGCAACGCGCAUACGCCGAUCACAUGACCA

139
GGGACGACGAUGACACGAUAGCUCCGGUACUAGAAUAGUGUUCUUGUGCUUGUUUCUCUACCUCGACUCACAUACGCCGAUCACAUGACCA

140



GGGACGACGAUGACACGAUAUCGUUUUAUCUCCUCCUUUGAUCUUCCUCCCAAUUUGCUACUGAUCCAGCCCGUUGGCUGUCCCAGCUUGCAUACGCCGAUCACAUGACCA
141
GGGACGACGAUGACACGAUAUCUGCGCGUCUGACGUAUCAAGAAGUAUGGACCCUGAGUAUUUAUCUGCACAUACGCCGAUCACAUGACCA

142
GGGACGACGAUGACACGAUAUUUUGCGAACGAGCUUCAUGCCCUCUUUGAAGACUGCCUGUGUUCUCCUCCAUACGCCGAUCACAUGACCA

143
GGGACGACGAUGACACGAUAGGCCUCUGCUAAGACCACUGCGUUGCAACACAUUCCUGAUCCACCUCCAACAUACGCCGAUCACAUGACCA

144
GGGACGACGAUGACACGAUAUAUCCGGGCGUACGAUUCGCAUGAGAGUUCCCUGUAAUUUACGGCCUGGUCAUACGCCGAUCACAUGACCA

145
GGGACGACGAUGACACGAUAGACAUAUAUUGGGUGCUGUCGACGUGUUUAUUAAUCGCCUUUUGCAUACGCCGAUCACAUGACCA

146
GGGACGACGAUGACACGAUAAUGUGAGGAGUCGCGGUUUCUUCUGGUUUUGGUCCCAUUGGCCGAGUCAACAUACGCCGAUCACAUGACCA

148
GGGACGACGAUGACACGAUAGCAAAGUGUAUGCGGAUCUUUGCUCGCAGUCAUUCAUCAUCUCCUAUCUGGUUGUUUCGUCCUACUGUCUCAUACGCCGAUCACAUGACCA

149
GGGACGACGAUGACACGAUAUCGCUCAUCACUCUCCCUACUCGUCUGUAUUCUGUCCUUGACCCCCGAUGCAUACGCCGAUCACAUGACCA

151
GGGACGACGAUGACACGAUAUCUGUCUUCUUCGCUCUGACGCGAUUUUUCCGUGCGAUUUGCGUCUUUGUCAUACGCCGAUCACAUGACCA

152
GGGACGACGAUGACACGAUAUCACCUCAUCGCCCACGAAGAAUUGCGCCGAUCUCGGAUGGCUAUGGUUCGCAACGUGCGUUAACAGAAGCAUACGCCGAUCACAUGACCA

153
GGGACGACGAUGACACGAUAAGUAGCCUGUGUCUUUUAGCCCUUUAGUACUACUCAACUUGUUCUCUUGCCUUUUGUUAUCUUUCCUCCUCAUACGCCGAUCACAUGACCA

154
GGGACGACGAUGACACGAUAUGGUUUAGCAUCGUGGCUACUAAACCUGUCGCAUCCAUCUGCCUUCCGCGCAUACGCCGAUCACAUGACCA

155
GGGACGACGAUGACACGAUAUUUCAUGUGCUUUUGGGCGCCCUUGAGACAAAUUGGUCCUCUUUGACUCAUACGCCGAUCACAUGACCA

156



GGGACGACGAUGACACGAUAUGCCCACAUUGACGACCUCCAGACCGUGAUGGCACCCGUGGAUACCUCGACAUACGCCGAUCACAUGACCA
157

GGGACGACGAUGACACGAUAUGUACCAUGGCAUAUCAGCUCACAUUCUUCCUGCGCCCUCCUCCCCUGCUCAUACGCCGAUCACAUGACCA

158
GGGACGACGAUGACACGAUAGCUAUUCGGAUACGCAUCGUGUCCACCGCCGAGUCAUCGGUCGGCGCGCGCAUACGCCGAUCACAUGACCA

159
GGGACGACGAUGACACGAUAGCUGCUAGUUGAACAGUCUUAAGCUUGAUCCCUUUCCCAAUCAACCUCCCAUACGCCGAUCACAUGACCA

160
GGGACGACGAUGACACGAUAGGCGAGUGCUUUUCCUCGUCCACUGCGUUUUGUCAAAGGUUCACUGAGUCCAUACGCCGAUCACAUGACCA

161
GGGACGACGAUGACACGAUACAGAGCUUCGGUCAUCAUCGCGCUGGGUCCAUAAAGGCCGAUAUACAGAGCAUACGCCGAUCACAUGACCA

162
GGGACGACGAUGACACGAUAUCUCGGCUUAUCGCGUUACCGUUGUGAGUAUAGCUCCUCAAACCGUCUUGCAUACGCCGAUCACAUGACCA

163
GGGACGACGAUGACACGAUAGCAUUUUAAGCGUGAAUUCUUUCGCGUUUUCGUCGGGCUAUUCCUGCCUCCAUACGCCGAUCACAUGACCA

164

GGGACGACGAUGACACGAUAUCAGCCUACCGUAUUUUGUCUAGUGUUCAUACUAAUACGACUCCAGAACGGUCAUGAUCACGGGUCUUGUCAUACGCCGAUCACAUGACCA

165
GGGACGACGAUGACACGAUAUAGACUCGUCGAUUGGCCAUCGAUGGUCACUGCUCGGAGAUUGUUAGGGCCAUACGCCGAUCACAUGACCA

166
GGGACGACGAUGACACGAUAUAAACCAUAGGCACCUCGUUUGGAUGGAUACACGUUUCAGCCCCCUGAUGCAUACGCCGAUCACAUGACCA

167
GGGACGACGAUGACACGAUAAUCGCAGUUCAGUUCUCAUCGCCUUGGUCCUUAGUACUCCGACCCUGCUGCAUACGCCGAUCACAUGACCA




Zalacznik 2. Tabela wariantow faldowania badanych RNA

Lokalizacja motywow RNA w zaproponowanych alternatywnych strukturach aptamerow wygenerowanych przez program Mfold. W tabeli nie pominigto apta-
mery, dla ktorych uzyskano tylko jedna strukture, te przedstawiono wezesniej w kartach charakterystyki. Dla aptamerow z przynajmniej dwoma zaproponowa-
nymi fatdowaniami, dla poréwnania podano wszystkie fatdowania. Motyw egzosomowo-tratwowy CCCU jest zaznaczony na zielono, pozostate motywy egzo-
somowe (GGAG, UGAG i UCCU) sg zaznaczone na czerwono, zas motywy tratwowe (UCCC, CUCC, UUGU) na niebiesko. Energia swobodna kazdego

wariantu strukturalnego jest podana ponizej struktury RNA.

Numer
RNA

Lokalizacja ~ motywow
strukturze 2-rzgdowej
najnizszej energii swobodnej

w
(0]

Lokalizacja motywoéw RNA w alternatywnych strukturach

13

Struktura 1 : AG =-20.10 kcal/mol,

Struktura 2 : AG = -19.80 kcal/mol,

Struktura 3 : AG= -19.60 kcal/mol,
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Struktura 1 : AG = -31.40 kcal/mol,

Struktura 2 : AG =-30.10 kcal/mol,
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Struktura 2 : AG =-10.80 kcal/mol,
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Struktura 1 : AG =-20.20 kcal/mol,

Struktura 2 : AG =-20.00 kcal/mol,
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-19.20 kcal/mol,
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Struktura 1 : AG = -22.90 kcal/mol
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Struktura 1 : AG =-19.20 kcal/mol, Struktura 3 : AG =-19.10 kcal/mol, | Struktura 4 : A.GI= -19.00 kcal/mol, | Struktura 5 : AG = -18.90 kcal/mol,
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Struktura 1 : AG =-12.90 kcal/mol, | Struktura 2 : AG =-12.40 kcal/mol,
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Struktura 2 : AG = -21.70 kcal/mol
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Struktura 1 : AG -16.06 i(cal/mol,

Struktura 2 : AG - -15.40 kcal/mol,

10,78 bty 15 ) 1545 TANA

Struktura 3 : AG = -1
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Struktura 2 : AG = -19.50 kcal/mol
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Struktura 1 : AG
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Struktura 2 : AGV -14.80 kcal/mol,
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Struktura 3 : AG = -14.50 kcal/mol




