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Zarzad Gléwny Polskiego Towa-
rzystwa Biochemicznego, na podsta-
wie opinii komisji w skladzie: prof.
Edward Barikowski, prof. Grzegorz
Bartosz, dr Karina Btachnio (Merck),
prof. Adam Dubin, prof. Jacek Kuz-
nicki, prof. Tomasz Twardowski,
prof. Stawomir Pikuta (przewodni-
czacy) oglasza, ze wéréd zgtoszonych
na konkurs prac doktorskich nagro-
de w wysokosci 4 500 zl otrzymata
Pani dr Katarzyna Kubiak za prace
doktorska p.t. ,Modulacja zdolnosci
krotkich interferujacych RNA do wy-
ciszania ekspresji genéw” wykonang
w Zakladzie Chemii Bioorganicz-
nej Centrum Badan Molekularnych
i Makromolekularnych Polskiej
Akademii Nauk w Lodzi pod kie-
runkiem prof. dr hab. Barbary Na-
wrot. Wreczenie nagrody odbylo sie
16.09.2009 r. podczas uroczystosci
inauguracji XXX Zjazdu Polskiego To-
warzystwa Biochemicznego w Lodzi.

SYLWETKA KATARZYNY KUBIAK

Katarzyna Kubiak (z d. Sipa) ukon-
czyla studia na Wydziale Biotechno-
logii i Nauk o Zywnosci Politechniki
Lodzkiej w 2003 roku, uzyskujac dy-
plom magistra inzyniera o specjalno-
Sci biotechnologia molekularna i bio-
chemia techniczna. Juz od etapu pracy
dyplomowej (,Konstrukcja i zastoso-
wanie plazmidéw kodujacych krét-
kie, interferujgce RNA skierowane
na mRNA biatka BACE”) pracowala
w Zakladzie Chemii Bioorganicznej
Centrum Badan Molekularnych i Ma-
kromolekularnych Polskiej Akademii
Nauk w todzi, w zespole prowadzo-

nym przez prof. dr hab. Barbare Na-
wrot, pdzniejszag promotorke pracy
doktorskiej. W Centrum Katarzyna
Kubiak ukoriczyla réwniez studium
doktoranckie. W latach 2003-2008
brata udziat w realizacji trzech pro-
jektow badawczych (Grant ICGEB
CPR/04/20, projekt Dwustronny Pol-
sko-Wloski z zespotem prof. Sandro
Sorbi oraz projekt zamawiany MNil
059/T09/09), dotyczacych konstruk-
cji r6znorodnych krotkich czasteczek
kwasow nukleinowych, obnizajacych
ekspresje genu biatka BACE1 (ang.
p-site APP Cleaving Enzyme). W 2006
roku Katarzyna Kubiak zostata laure-
atka VI edycji konkursu L'Oréal Pol-
ska dla kobiet i nauki przy wsparciu
polskiego komitetu UNESCO i otrzy-
mywala roczne stypendium dokto-
ranckie.

Publiczna obrona jej rozprawy
doktorskiej odbyta sie 1 lipca 2008 r.
Na wniosek obydwu recenzentéw,
ktérymi byli prof. dr hab. Czestaw
Cierniewski (Uniwersytet Medyczny,
L6dz) i prof. dr hab. Leszek Kaczma-
rek (Instytut Biologii Doswiadczalnej
im. M. Nenckiego PAN, Warszawa),
praca doktorska zostala wyrézniona
przez Rade Naukowg Centrum Ba-
daii Molekularnych i Makromoleku-
larnych PAN.

Katarzyna Kubiak jest wspoétau-
torka 5 publikacji oryginalnych w
czasopismach o zasiegu miedzynaro-
dowym oraz 4 artykuléw przeglado-
wych (w tym jednego w czasopismie
o zasiegu miedzynarodowym). Publi-
kacja, w ktérej dr Kubiak jest pierwsza
autorka (RNA, 2007, 13: 1-16) zostala
wyrézniona przez Polskie Towarzy-
stwo Biochemiczne w zeszlym roku,
jako najlepsza praca w dziedzinie
kwaséw nukleinowych powstata w
polskim laboratorium.

Od lipca 2008 dr Kubiak pracuje w
zespole prof. dr hab. inz. Stanistawa
Bieleckiego w Instytucie Biochemii
Technicznej Wydziatu Biotechnologii
i Nauk o Zywnoéci Politechniki £.6dz-

kiej, w ktérym jest odpowiedzialna za
badania w obszarze biologii moleku-
larnej bakterii Gluconacetobacter xyli-
nus. Ze wzgledu na jej wczesniejsze
doswiadczenie, zainteresowania ba-
dawcze dr Kubiak skupione sa wokét
bakteryjnych regulatorowych RNA
(short RNA, sRNA) i ich udzialu w
procesie tworzenia biofilméw przez
mikroorganizmy.

Modulacja zdolnosci
kroétkich interferujacych
RNA do wyciszania
ekspresji genow
STRESZCZENIE PRACY

Katarzyna Kubiak™

“Instytut Biochemii Technicznej, Wydziat
Biotechnologii i Nauk o Zywnoéci Politech-
niki L.odzkiej, ul Stefanowskiego 4/10, 90-924
L6dz; e-mail: katarzyna.kubiak@p.lodz.pl

Wyciszanie genéw, ktérych pro-
dukty sa zidentyfikowanymi celami
terapeutycznymi, jest jedna ze strate-
gii rozwijang w ramach szeroko poje-
tej terapii genowej. Pomyst obnizania
ekspresji na poziomie potranskryp-
cyjnym za pomoca tzw. oligonukle-
otydoéw antysensowych narodzit sie
w latach osiemdziesigtych XX wieku.
Do pionierskich badah w tym obsza-
rze nalezy takze dorobek Zaktadu
Chemii Bioorganicznej CBMiM PAN
w todzi. Kilkanascie lat badaii nad
rozwojem metod chemicznej syntezy
i modyfikacji kwaséw nukleinowych
w celu nadania im pozadanych cech,
zakonczylo sie wprowadzeniem na
rynek farmaceutyczny dwoéch lekow
oligonukleotydowych. Ponad 10 lat
temu nastapil przefom na drodze do
wykorzystania kwaséw nukleino-
wych w medycynie dzieki odkryciu
zjawiska interferencji RNA (RNAj)
[1]. W przeciagu ostatnich kilku lat
dokonano ogromnego postepu w
zrozumieniu roli, jaka spelniaja male
RNA w rozmaitych procesach regu-
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Rycina 1. A. Schemat budowy dupleksow siRNA (takze stosowanych w niniej-
szej pracy); B. Struktura modyfikowanych zasad azotowych, wprowadzanych do
siRNA, badanych w ramach omawianego projektu. R = reszta rybozy. Przedsta-
wione symbole modyfikowanych zasad sg takze uzywane w tekscie.

Intensywne pra-
ce nad nadaniem
tym czasteczkom
cech pozadanych

lacji ekspresji genéw we wszystkich
organizmach zywych. Krétkie inter-
ferujace RNA (ang. short interfering
RNA, siRNA, Ryc. 1A), dupleksy
pelnigce centralng funkcje w me-
chanizmie RNAi, sa obecnie narze-
dziem powszechnie uzywanym do
badart funkcji genéw organizmow
eukariotycznych (zaréwno zwierzat
jak i roslin). Mechanizm wyciszenia
jest juz powszechnie znany i polega
na tworzeniu nukleoproteinowego
kompleksu RISC (ang. RNA induced
silencing complex), w ktérego skiad
wchodzi jedna z nici dupleksu siRNA
(tzw. ni¢ wiodaca, ang. guide strand)
stuzaca jako sonda do odnalezienia
komplementarnej sekwencji w cza-
steczce mRNA. Po zwigzaniu z doce-
lowym transkryptem kompleks RISC
katalizuje hydrolize jednego wigzania
fosfodiestrowego w obrebie rozpo-
znawanej sekwengji, znajdujacego sie
dokladnie w centrum dupleksu, utwo-
rzonego przez mRNA z nicig wiodaca
siRNA. Powstajace w ten sposéb dwa
fragmenty mRNA, pozbawione na no-
woutworzonych konicach ochronnych
sekwengji (cap’u i ogona poliadenylo-
wego) zostaja uwolnione z kompleksu
RISC (ktéry katalizuje kolejne reakcje
ukierunkowanej nukleolizy) i zdegra-
dowane przez egzosom. W efekcie
uruchomienia szlaku RNAi nastepuje
zatem wyciszenie ekspresji genu na
poziomie potranskrypcyjnym. Me-
chanizm ten moze by¢ wywolywany
przez siRNA dostarczane z zewnatrz
komoérki, poniewaz w organizmach
wyzszych funkcjonuje podobny do
RNAi mechanizm kontroli ekspresji
gendéw, angazujacy te same skladniki
biatkowe, ale oparty o regulatorowe
RNA kodowane w genomie, tzw. mi-
kro RNA. Pelne zrozumienie roli tych

z farmakokine-
tycznego punktu widzenia spowodo-
waly istotny postep w obszarze ich
przyszlego wykorzystania w medy-
cynie. Dzigki wiedzy o chemii i ter-
modynamice kwasow nukleinowych,
zdobytej podczas rozwoju strategii
antysensowej, ograniczenia zwigza-
ne zniska trwaloscia tych biomole-
kul w zywym organizmie zostaly w
znacznym stopniu przezwyciezone.
W ciggu ostatnich kilkunastu lat po-
jawily sie takze bardzo interesujace
mozliwosci wydajnego dostarczenia
tych zwigzkéw do komorek. Znane
s3 rozwigzania, zapewniajgce trans-
port tkankowo-specyficzny a nawet
przekroczenie bariery krew-moézg
[2]. Jednakze ciggle palacym proble-
mem pozostaje kwestia zmniejszenia
skutkow ubocznych, wywolywanych
przez krétkie interferujace RNA. Zr6-
dlem tych niepozadanych efektéw sa
zaréwno stymulacja systemu immu-
nologicznego [3], jak i niespecyficzne
wyciszenia (tzw. off-target silencing)
[4]. Przyczyn powstawania tych nie-
zaplanowanych zmian ekspresji wielu
genow na skutek podania siRNA moze
by¢ kilka. Przede wszystkim, w niekto-
rych przypadkach wystarczy komple-
mentarno$¢ tylko czesci regionu seed
(nukleotydy w pozycjach 2-8, Ryc. 1A)
nici wiodacej dupleksu siRNA aby wy-
wolaé degradacje mRNA. Znalezienie
unikalnej sekwencji o dtugosci 7 nt
w genomie cztowieka jest praktycznie
niemozliwe. Inng istotng przyczyna
efektéw ubocznych wywotywanych
przez siRNA jest wiaczanie do efekto-
rowego kompleksu RISC nici sensowej
siRNA (zwanej tez nicig-pasazerem,
komplementarnej do oryginalnie za-
projektowanej, jako ni¢ wiodaca). Sy-
tuacji tej moze w pewnym stopniu za-
pobiega¢ dobieranie sekwencji siRNA

W sposob gwarantujacy ich tzw. ter-
modynamiczng asymetrycznosé, czy-
li lokalizujac slabsze wigzania typu
Watsona-Cricka w poblizu 5’-korica
nici projektowanej jako wiodaca [5].
Jednak wybieranie ukladu nukleoty-
déw w nici siRNA jest ograniczone
przez warunek jej komplementarno-
Sci tylko do jednego mRNA. Przesu-
niecia w obrebie wybranej sekwencji
docelowej nie s3 mozliwe, zwlaszcza
w  przypadku allelo-specyficznych
siRNA. Kolejng przyczyna powsta-
wania efektéw ubocznych, po wy-
wolaniu interferencji RNA w organi-
zmach ssakéw, jest ryzyko wysycenia
enzymow uczestniczacych w procesie
regulacji ekspresji genéw na drodze
mikro RNA. Zbyt duze zaangazowa-
nie takich biatek jak np. eksportyna 5
w transport ,,obcych” shRNA, moze
spowodowaé zaklécenie szlakow
propagacji naturalnych pre-miRNA.
Regulatorowe RNA s3 zaangazowa-
ne w wiele podstawowych proceséw
komoérkowych, zatem zaburzenie ich
dziatania prowadzi do bardzo po-
waznych, negatywnych skutkéw w
calym organizmie. Poniewaz zakres
niepozadanych efektéw, niezaleznie
od ich zrédia, koreluje w znacznym
stopniu ze wzrostem zastosowanego
stezenia siRNA [6], przezwyciezenie
oméwionego problemu powinno by¢
osiggalne poprzez udoskonalanie tych
czgsteczek (np. na drodze modyfika-
ji chemicznych) w taki sposéb, aby
osiggnaé wysoka skutecznosé dziata-
nia przy minimalnej dawce.

Glownym celem badan podjetych
w ramach pracy doktorskiej byto
poszukiwanie modyfikacji, prowa-
dzacych do zwiekszenia potencjatu
wyciszajacego siRNA. Jako obiekt
zainteresowarn wybrano modyfiko-
wane zasady azotowe, wystepujace w
funkcjonalnych czasteczkach RNA,
takich jak tRNA. Byly nimi trzy nu-
kleozydy: 2-tiourydyna (s*U), pseu-
dourydyna (W) i dihydrourydyna (D),
ktérych wzory strukturalne przedsta-
wiono na Ryc. 1B. Wszystkie oligory-
bonukleotydy sktadowe do badanych
duplekséw siRNA  syntetyzowano
w ZChB CBMiM PAN i oczyszczo-
no stosujac procedure odblokowania
ORN i oddzielenia krétszych produk-
tow syntezy, opracowana w ramach
niniejszej rozprawy (amidofosforyny
s’U i D otrzymano z laboratorium
prof. dr hab. E. Sochackiej z Wydzia-
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Rycina 2. Schemat predefiniowania nici wiodacej siRNA zastosowanego w

reszty  2-tiourydyny
(s’U) na koricu prze-
ciwleglym (Ryc. 3) [7].
Badania  aktywnosci
wyciszajacej  wszyst-
kich otrzymanych du-
plekséw siRNA prze-
prowadzono w opra-
cowanym do tego celu
ukladzie modelowym
w komérkach Hela.
Byl on oparty o przej-
Sciowa ekspresje biatek
fluorescencyjnych, z
ktérych jedno petnito
funkcje  wewnetrznej
kontroli ~ wydajnosci
transfekcji  (RFP, red

hydroliza mRNAZ

rozprawie doktorskiej. A. W przypadku niemodyfikowanych siRNA istnie- ﬂuorescence protein) a

je ryzyko wiaczenia do kompleksu RISC obu nici dupleksu; B. Wprowa-
dzenie modyfikacji na korice siRNA indukuje asymetrie termodynamiczng
dupleksow, co definiuje ni¢ wiodaca - degradacji ulega tylko mRNA zapro-
jektowane jako docelowe. Symbole na dupleksie siRNA: czerwona kulka =
modyfikacja stabilizujgca dupleks (np. s?U); zielona kulka = modyfikacja

destabilizujaca dupleks (np. D).

mRNA drugiego byto
docelowym dla bada-
nych czgsteczek siRNA
(GFP lub BACEL) [7].
Tu prezentowany jest

tu Chemicznego PL). Pierwsze dwa
z wymienionych analogéw urydyny
(s’U i W) maja wiasciwosci wzmac-
niajace trwatosé struktury dwunicio-
wej RNA, a ostatnia (D) przeciwnie
— wystepuje w obszarach jednonicio-
wych. Rozprawa doktorska zawiera
pelna charakterystyke wpltywu tych
modyfikacji na strukture iaktyw-
noé¢ siRNA, zawierajacych badane
nukleozydy w centrum i na koncach
duplekséw. Badania termodynamicz-
ne (widma dichroizmu kolowego,
krzywe miekniecia i wyznaczone z
nich parametry termodynamiczne)
pozwolily udowodnié¢ silny wpltyw
pojedynczych modyfikacji zasad na
strukture i stabilnos¢ siRNA. Zgod-
nie z oczekiwaniami 2-tio-urydyna
wplywata wyraznie stabilizujaco na
strukture typu A duplekséw, nawet,
gdy w jej sasiedztwie wystepowala
silnie destabilizujgca para wahadiowa
(G : U)[7].

Najwazniejszym osiggnieciem tej
czesci rozprawy bylo znalezienie
mozliwosci zwiekszenia aktywnosci
czasteczek siRNA (niezaleznie od ich
sekwencji docelowej) poprzez prede-
finiowanie jednej z nici dupleksu jako
wiodacej (Ryc. 2). Efekt ten osiggnieto

przyktad analizy ak-

tywnosci serii siRNA
SYM, ktérego sekwencja (skierowana
na mRNA biatka BACE1) zostata do-
brana w taki sposéb, aby na konicach
znajdowaly sie pary zasad tworzace
te samg liczbe wigzan wodorowych
(Ryc. 3A). Modyfi-

dupleksu niemodyfikowanego (40%)
(Ryc. 3B).

Otrzymane wyniki aktywnosci
siRNA potwierdzono dla 3 ré6znych
sekwengcji docelowych w przypadku
kazdej z serii modyfikowanych du-
plekséw. Pozwolilo to na sformuto-
wanie ogoélnych wnioskéw na temat
zaleznosci pomiedzy struktura kon-
cow dupleksow a ich aktywnoscia.
Decydujacy wplyw na asymetrie, a
co za tym idzie, zdolnos¢ wycisza-
jaca siRNA, maja sily wigzan two-
rzonych jedynie przez dwie skrajne
pary zasad w dupleksie. Wartym
podkreslenia jest fakt, ze badane mo-
dyfikowane zasady azotowe wyste-
puja naturalnie w komérkach ludz-
kich, zatem proponowane zmiany
w skladzie chemicznym siRNA nie
powoduja zwiekszenia toksycznosci
tych potencjalnych terapeutykéw
(co potwierdzily przeprowadzone
testy cytotoksycznosci) [7]. Ponad-
to, w trakcie realizacji niniejszego
projektu ukazaly sie publikacje do-
kumentujace brak stymulacji recep-
torow TLR (ang. Toll like receptor)
przez czasteczki RNA, zawieraja-
ce modyfikowane zasady azotowe
(m.in. s?U) [8]. Receptory TLR sa
odpowiedzialne za indukcje odpo-
wiedzi immunologicznej organizmu
po podaniu duplekséw siRNA. Za-
tem proponowane modyfikacje siR-
NA moga ogranicza¢é wywolywane

kacje destabilizujaca 4
strukture dupleksu
(dihydrourydyne)
wprowadzono  w
pozycje 20 nici sen-
sowej, natomiast
1, 2 lub 3 jednostki
2-tio-urydyny (sta-
bilizujacej dupleks)
w poblize korica 3’
nici wiodacej (Ryc.
3A). Obecnosé juz
pojedynczych mo-
dyfikowanych za-
sad nukleinowych
(dupleksy: s_s2U2_
D20/a i s_D20/
a_s2U20)  spowo-
dowato dwukrotny
wzrost aktywnosci
(obnizenie do 20%
wyjsciowej ekspres;ji
genu docelowego)
w poréwnaniu do

Rycina 3. A. Sekwencja siRNA SYM. Wytluszczonym drukiem zaznaczono 3'- i
5’-koricowe pary Watsona-Cricka, ktore tworza takg sama liczbe wigzar wodo-
rowych. Podkreslono miejsca wprowadzania modyfikacji: kolorem zielonym
oznaczono pozycje dihydrouryny, czerwonym - 2-tiourydyn. B. Aktywnos¢
siRNA SYM, modyfikowanych na koncach duplekséw. Wykres wzglednego
poziomu ekspresji biatka BACE-GFP w komorkach HeLa transfekowanych
plazmidami pBACE-EGFP i pDsRed2-N1 oraz siRNA wyréznionymi na wy-
kresie (w stezeniu 1 nM). Stupki bledéw odpowiadajg odchyleniom standardo-
wym wynikéw z co najmniej 3 niezaleznych doswiadczen. Na palnelu z prawej
strony - schematyczne przedstawienie pozycji wprowadzonych modyfikacji.
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przez nie efekty uboczne zaréwno
dzieki definiowaniu nici wiodacej,
zwiekszeniu ich potencjalu wyci-
szajacego, jak iprawdopodobnie
poprzez ograniczenie odpowiedzi
odpornosciowej organizmu.
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