STRESZCZENIE PRACY W JEZYKU POLSKIM

Tytul: Badanie oddzialywania aptamerow RNA z blonami pecherzykow lipidowych

Wytwarzanie przez komorke sktadajacych sie¢ z dwuwarstwy lipidowej pgcherzykow
btonowych, spotykane jest zarowno u bakterii, archeonow jak i eukariontow. Komorki
eukariotyczne wytwarzajg roznorodne pecherzyki, ktore przenosza substancje wewnatrz
komorki czy tez wydzielane sa na zewnatrz. Wtasnie posrod tych zewnatrzkomoérkowych
pecherzykoéw blonowych (ang. Extracellular Vesicles) wyrdzni¢ mozna egzosomy. Egzosomy
to zbudowane dwuwarstwy lipidowej i bialek btonowych pecherzyki, ktérych specyficzny
sktad lipidowy moze wptywaé na powstawianie domen w blonach egzosoméw tzw. tratw
lipidowych. Owe tratwy to ,mate (10-200 nm), heterogeniczne, wysoce dynamiczne,
wzbogacone w sterole 1 sfingolipidy domeny, ktére przedzielaja procesy komorkowe” [Pike
2006]. Obecno$¢ tych domen w blonach egzosomdéw, moze wspomagaé stabilnosé
pecherzykow. Egzosomy, transportujac wytworzone w komodrkach molekuly takie jak kwasy
nukleinowe, biatka czy lipidy, posrednicza w sygnalizacji komorkowe;.

W pecherzykach pochodzacych z réznorodnych komoérek znaleziono podobne grupy
RNA, co moze sugerowac, ze istnieje wspolny mechanizm selektywnego wprowadzania RNA
do egzosomow. W tym kontek$cie czynione sg proby wyjasnienia procesu tadowania RNA do
egzosomow. Oprdocz opisOw tego mechanizmu opartych o kompleksy biatkowe, pojawiaja si¢
hipotezy o mozliwym oddziatywaniu czasteczek RNA z blonami pecherzykdéw bez
posrednictwa biatek. W procesie tym, wskazuje si¢ na czynniki takie jak obecnos¢ regionu
tratwowego w blonie ciatek wielopecherzykowych czy tez wystepowanie specyficznych
motywow nukleotydowych w sekwencji RNA, jak: motywy egzosomowe (CCCU, GGAG,
UGAG i UCCU) lub motywy tratwowe (CCCU, UCCC, CUCC i UUGU). Celem niniejszej
pracy bylo zbadanie udziatu tych czynnikow w oddziatywaniach oligonukleotydow RNA z
btonami pecherzykow lipidowych.

Materialem do badan byty pecherzyki liposomalne modelujace btong tratwowa 1 nie-
tratwowa oraz izolowane z surowicy bydlegcej egzosomy. Z kolei materiat RNA stanowily
aptamery RNA pochodzace z badan [Janas i in., 2020] oraz zaprojektowane mutanty tych
aptamerow z wprowadzonymi modyfikacjami nukleotydowymi.

W toku prac w bazie oryginalnych aptameréw oraz mutantoéw znalezione zostaly
motywy sekwencyjne RNA: egzosomowe, tratwowe oraz 5-nukleotydowe wraz z ich
prawdopodobng lokalizacjg w czasteczkach badanych RNA. W przewidzianych za pomocg
programu Mfold faldowaniach czasteczek RNA, zostaty zidentyfikowane motywy struktury
drugorzedowej: sparowany odcinek (trzon), wybrzuszenia, petle wewnetrzne, petle
wieloramienne, petle typu spinki do wloséw oraz odcinki jednoniciowe przy koncach
czasteczki. Na podstawie wynikow przeszukiwan motywow oraz przewidzianych struktur
drugorzegdowych sporzadzono karty charakterystyki analizowanych aptamerow RNA oraz
mutantow RNA.

Badania oddzialywan RNA-btona prowadzone byly w oparciu o pomiary
fluorescencyjne z wykorzystaniem metody rezonansowego przeniesienia energii Forstera
(FRET). Przeprowadzone zostaty badania poziomu oddziatlywania aptameréw RNA z btonami
liposomow 1 egzosoméw, jak rowniez mutantow RNA z liposomami tratwowymi i
egzosomami. Na podstawie przeprowadzonych pomiaréw uzyskano wartosci statej dysocjacji
(Kp) dla wigkszosci badanych RNA.



Poréwnanie wartos$ci Kp dla oddzialywania aptameréw RNA w kompleksach z btong
tratwowa 1 nie-tratwowa, wykazalo istnienie znaczacych réznic w poziomie powinowactwa
RNA-btona w zaleznosci od fazy blony. Wartosci Kp byty $rednio prawie dwukrotnie nizsze
dla oddziatywan aptameréw z liposomami tratwowymi w poréwnaniu z liposomami nie-
tratwowymi. Wyniki pomiaréw potwierdzajg wigc, ze stan blony moze regulowaé
powinowactwo RNA-btona. Generalna tendencja wskazuje, ze domeny tratwowe sprzyjaja
interakcji badanych aptameréw RNA z czgsteczkami lipidow 1 mogg stanowi¢ potencjalne
miejsce wigzania czasteczek RNA z blonami pecherzykow.

Przy badaniach z wykorzystaniem egzosomow, réznice w poziomach powinowactwa
RNA do blon egzosomoéw przypominaly réznice uzyskane dla tych samych RNA w
interakcjach z liposomami tratwowymi. Wartosci Kp dla oddziatywania RNA z egzosomami
charakteryzowaty si¢ jednak duzym rozrzutem, dlatego tez w przysztosci mozna by powtorzy¢
ta czes¢ eksperymentu.

Dla uzyskanych w badaniach wartosci Kp oddziatywania RNA-blona tratwowa,
przeprowadzone zostaly analizy zalezno$ci migdzy zmienno$cia Kp, a wystepowaniem
czynnikow takich jak: motywy sekwencyjne, motywy strukturalne wystepujace w
przewidzianym faldowaniu, a takze innych czynnikéw jak dlugosci tancucha RNA, sktad
nukleotydowy oraz energia swobodna fatdowania. Przeprowadzone analizy sugeruja ze:

= Niektore motywy sekwencyjne jak CCCU, GGAG czy UCCC mogg promowac

oddzialywanie RNA-btona. Mutanty wzbogacone o te motywy zasadniczo wykazywaty

wzrost powinowactwa w porownaniu z RNA bez modyfikacji.

= Chociaz staba, otrzymana korelacja miedzy warto$cig Kp, a liczbg spinek oraz wartoscia

Kp 1 obliczonym parametrem $wiadczacym o wystepowaniu matych spinek, moga

sugerowac, ze motyw strukturalny spinki do wlosow sprzyja powinowactwu RNA-

btona.

=  Obecnos¢ dlugiego jednoniciowego odcinka przy koncu czgsteczki oligonukleotydu,

moze ostabia¢ oddziatywanie aptameru RNA z tratwami blonowymi.

=  Wydaje si¢ rowniez, ze skrocenie petli spinki do wltosow (delecje) oraz wprowadzenie

motywu przez substytucje moze zwigksza¢ powinowactwo, z kolei powiekszenie 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 pgcherzykow lipidowych.

2. Napoziom oddziatywania aptameréw RNA z btonami moga wptywac¢ pewne sekwencje
nukleotydowe (motywy RNA), przy czym wplyw tych motywoéw wydaje si¢ by¢
powigzany z wystepowaniem motywow strukturalnych.

3. Obecno$¢ motywow struktury drugorzedowej moze mie¢ znaczenie w regulacji
poziomu powinowactwa RNA-btona. Wystgpowanie motywu spinki do wloséw (mata
spinka na stabilnym trzonie) moze sprzyja¢ oddziatywaniu RNA z blong, z kolei
obecno$¢ dlugiego jednoniciowego odcinka przy koncu czasteczki aptameru
prawdopodobnie nie sprzyja oddziatywaniom RNA-btona.

Podsumowujac, poziom powinowactwa aptameréw RNA do blon pgcherzykoéw wydaje sie
by¢ efektem wspotdziatania roznych czynnikow, takich jak analizowane w tej pracy motywy
sekwencyjne czy motywy strukturalne, a przypuszczalnie i innych. W przysztosci warto by
znalez¢ bardziej ztozony model, ktory moglby pelniej wyjasni¢ zmienno$¢ powinowactwa
RNA-btona pecherzykow.



