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Tytut rozprawy: Konstrukcja biblioteki aptamerow DNA w oparciu o nowe modyfikowane
nukleotydy oraz jej zastosowanie do selekcji aptameréw wigzacych N-koncowa domeng

ludzkiego biatka MDM?2



Streszczenie

Aptamery to biomolekuty zbudowane z krotkich fragmentow kwaséw nukleinowych,
wykazujace zdolno$¢ wigzania wybranych celow molekularnych — antygenow — analogicznie
do przeciwcial. Selekcjonowane sg z losowych bibliotek oligonukleotydowych w pelni in vitro.
Jednakze, wywodzace si¢ z naturalnie wystepujacych kwasow nukleinowych aptamery ztozone
sg jedynie z czterech zasad azotowych, co moze powodowac trudnosci w ich dopasowaniu si¢

do niektorych celéw molekularnych, w szczegdlnosci hydrofobowych.

W niniejszej pracy podjalem si¢ opracowania technologii pozyskiwania, na drodze selekcji
in vitro, aptamerow DNA prezentujacych niewystepujace naturalnie grupy chemiczne. Aby
gama nowych modyfikacji mogla by¢ zbiorem otwartym wykorzystatem wszechstronng
technike syntezy chemicznej typu ,,click chemistry”, oparta o, katalizowang jonami miedzi (I)
reakcje cykloaddycji Huisgena (CuAAC, ang. (Huisgen's) Copper-catalyzed Azide-Alkyne
Cycloaddition)[1,2], pozwalajaca ze stosunkowag tatwosciag koniugowa¢ dwa zwigzki,
posiadajace ugrupowanie azydkowe oraz terminalng grupe etinylowag —C=CH. Dzigki temu
uzyskatem cztery nowe pochodne tymidyny, prezentujace takie ugrupowania jak chlorobenzen
czy pierscien indolowy, a nastepnie wykazalem, ze mozliwa jest ich inkorporacja do DNA na
drodze enzymatycznej. Tym samym nukleotydy te moga by¢ wykorzystane w technologii

selekcji in vitro modyfikowanych aptamerow.

W celu zweryfikowania opracowanej technologii przeprowadzitem selekcje nowych
aptamerow skierowanych wobec wybranego antygenu. Aby wykorzysta¢ potencjat
pozyskanych przeze mnie nukleotydow, prezentujacych ugrupowania o wysokim stopniu
hydrofobowosci, za molekularny cel selekcji obratem ludzkie biatko MDM2 (mouse double
minute 2), ktore posiada dobrze zdefiniowang hydrofobowsa kieszen w swojej N-koncowe;j

domenie.

Wykorzystujac  wybrany modyfikowany nukleotyd, uzyskalem najpierw biblioteke
oligonukleotydéw o losowej sekwencji. Nastgpnie otrzymatem na drodze nadprodukcji
W systemie bakteryjnym rekombinowang N-koncowa domeng¢ biatka MDM2, ktorej tozsamos¢
1 natywnos$¢ potwierdzitem za pomoca spektrometrii mas, dichroizmu kotowego oraz testu
funkcjonalnego (wigzanie znanego partnera — peptydu pochodzacego z biatka p53), opartego
0 technike roznicowej fluorymetrii skaningowej. Wykorzystujac technike selekcji in vitro
aptamerow SELEX (ang. Systematic Evolution of Ligand by EXponential enrichment),

dostosowang przeze mnie ze wzgledu na konieczno$¢ wprowadzania modyfikowanego



nukleotydu, wyizolowatem pule aptameréw potencjalnie wigzacych antygen — biatko MDM2.
Otrzymane, z kazdej z dwunastu rund, oligonukleotydy poddatem sekwencjonowaniu nowe;j
generacji (NGS, ang. Next Generation Sequencing), a nast¢pnie, za pomocg metod
bioinformatycznych, wytypowatem sekwencje potencjalnie reprezentujace klony wigzace cel

molekularny.

Wybrane zmodyfikowane chemicznie aptamery przetestowatem pod katem wigzania
N-koncowej domeny MDM2, stosujac technike testu immunoenzymatycznego (ELONA,
ang. Enzyme Linked OligoNucleotide Assay) oraz plazmonowego rezonansu plazmonowego
(SPR, ang. Surface Plasmon Resonance). Uzyskalem dwa aptamery specyficznie wiazgce
antygen, CLB-mc8 i CLB-mc14, oraz wykazatem, ze wigzanie celu molekularnego jest zalezne
od obecnosci w ich strukturze modyfikowanych nukleotydow. Stale wigzania aptamerow
CLB-mc8 oraz CLB-mcl4 zostaly oszacowane na submikromolarne (w modelu
rownowagowym). Tym samym potwierdzilem, Zze opracowana przeze mnie technologia
selekcji in vitro aptameréw DNA, modyfikowanych niewystgpujacymi w naturalnych kwasach
nukleinowych grupami chemicznymi, moze by¢ skuteczna w generowaniu aptamerow
specyficznych wobec biatkowych celow molekularnych, w szczegolnosci o wlasciwosciach

hydrofobowych.
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