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Globalny problem $wiata to choroby cywilizacyjne, gldwnie nowotwory oraz choroby sercowo-
naczyniowe, ktore powoduja najwigksza Smiertelno$¢. Szacuje si¢, ze w ciggu najblizszych 3 lat liczba
wykrytych przypadkow pacjentow z choroba nowotworowa przekroczy 17 mln. Rozwdj nowoczesnych
terapii moze poprawi¢ komfort Zycia tych pacjentow oraz obnizy¢ $miertelnos¢. U ludzi, informacja
genetyczna zakodowana jest w okoto 30 000 genach oraz okoto 85 000 ro6znych czasteczek mRNA, ktore sa
matrycg dla syntezy biatek. Zsekwencjonowanie ludzkiego genomu w Projekcie HUGO (Projekt poznania
ludzkiego genomu, ang. Human Genome Project) byto krokiem milowym dla potrzeb rozwoju nowoczesnej
farmakoterapii. Znajomo$¢ sekwencji genu odpowiedzialnego za chorobg jest podstawa dla projektowania
lekéw skierowanych na konkretng chorobe uwarunkowang genetycznie na poziomie mRNA lub genu.
Przyktadem takiego podejscia jest terapia antysensowa polegajaca na zastosowaniu jednoniciowego DNA
lub RNA, ktore wigzg si¢ specyficznie do nici mRNA za pomocg wigzan Watsona-Cricka tworzac regularny
dupleks. Po utworzeniu kompleksu nici antysensowej z mRNA dostep rybosomu do informacji zakodowanej
w mRNA jest zablokowany, dochodzi do przecigcia mRNA co prowadzi do zahamowania ekspresji
niepozadanego genu. Pierwsze dane $wiadczace o mozliwosci zahamowania syntezy biatek za pomocg 13-
nukleotydowego fragmentu DNA komplementarnego do RNA wirusa opublikowat Zamecnik i Stephenson w
roku 1978. Kilkanascie lat p6zniej w roku 2013 amerykanska FDA zatwierdzita Mipomersen, jako pierwszy
ASO leczacy homozygotyczng hipercholesterolemi¢ rodzinng spowodowang mutacja genu receptora APOB-
100. Obecnie juz 6 oligonukleotydéw antysensownych jest zatwierdzonych, jako leki a kilka innych jest na
etapie badan klinicznych.

Translacja, obok transkrypcji, jest podstawowym procesem regulujacym przeptyw informacji
genetycznej. Antysensowe oligonukleotydy, bogate w reszty guanozyny (Q-ASQO) ze wzgledu na mozliwo$¢
zmiany struktury mRNA poprzez utworzenie G-kwadrupleksu moga stanowi¢ efektywne narzedzie do
kontrolowania ekspresji genow. G-kwadrupleksy to czteroniciowe, niekanoniczne struktury zbudowane z
oddziatujgcych warstwowo tetrad guanozynowych. Struktury te wystepuja in vivo w obrebie sekwencji
bogatych w reszty guanozyny i sa wykorzystywane, jako cele molekularne w terapii nowotworowej oraz w
leczeniu chordob neurodegeneracyjnych u cztowieka. Ponadto zidentyfikowano liczne ligandy wiazace si¢ do
struktur G-kwadrupleksow, ktore jednocze$nie wykazujg minimalne powinowactwo do duplekséw badz
pojedynczych nici. Majac na uwadze te dane, chcemy otrzymaé dwufunkcyjne Q-ASO oraz dwufunkcyjne i
trojfunkcyjne antysensowe oligonukleotydow z przytaczonym kowalencyjnie ligandem selektywnym
wzgledem G-kwadrupleksow (L-Q-D, L-D). Zaprojektowane modelowe oligonukleotydy antysensowe beda
stuzy¢ do kontrolowanego tworzenia struktur hybrydowych typu ligand-kwadrupleks-dupleks z
wytypowanym fragmentem mRNA. Struktury hybrydowe maja dziata¢, jako sztuczne systemy regulacji
ekspresji genoéw i zapewnia¢ bardzo wysoka efektywnos$¢ i selektywnos¢ wyciszania chorobotworczych
gendéw. Koncepcja dwu- i tréjfunkcyjnych uktadow antysensowych oparta jest na kooperatywnym
wspotdziataniu domen, w celu otrzymania stabilnych kompleksow modelowych Q-ASO z mRNA. Domena
dupleksowa (ASO) bedzie rozpoznawa¢ docelowy mRNA i tworzy¢ z nim dupleks. Wazng rolg tego
fragmentu jest sekwencyjne nakierowanie pozostatych domen na wlasciwy fragment mRNA. Z kolei domena
kwadrupleksu (Q) zawierajagca dwa sgsiadujgce bloki guanozynowe ma rozpoznawaé analogiczny fragment
bogaty w reszty guanozyny w mRNA i utworzy¢ z nim strukture G-kwadrupleksu. Domena liganda (L) ma
dodatkowo stabilizowa¢ strukture G-kwadrupleksu. Uwazamy, ze st¢zenie modelowych L-Q-ASO
wymagane do wyciszenia ekspresji genu bedzie znaczaco nizsze niz w przypadku tradycyjnego
oligonukleotydu antysensowego (ASO). Spodziewamy si¢, ze poziom wyciszenie genu bedzie
proporcjonalny do stabilnosci kompleksu modelowych L-Q-ASO z mRNA. Utworzenie ukladu
hybrydowego typu kwadrupleks-dupleks z mRNA powinno hamowaé proces syntezy biatka poprzez
steryczng zawade dla rybosomow.

Tworzenie struktur hybrydowych typu kwadrupleks-dupleks monitorowane bedzie za pomoca
spektroskopii magnetycznego rezonansu jadrowego (NMR). Charakterystyka fizyko-chemiczna wtasciwosci
uktadéw hybrydowych oraz okreslenie ich oddzialywania z ligandami badane bgdzie za pomoca takich
metod jak spektroskopia UV, dichroizm kotowy, fluorescencja czy elektroforeza w zelu natywnym. Dla
wybranych modelowych uktadow antysensowych efekt wyciszenia ekspresji genu w ekstrakcie z komorek
krolika bedzie badany w ukladzie opartym na ekspresji biatka lucyferazy (RL) oraz na wybranych
sekwencjach ludzkiego mRNA, takich jak EGFR, EGFR-L858R lub c-MYC.

Nowe trojfunkcyjne uktady antysensowe, L-Q-ASO, moga stanowi¢ szans¢ na selektywng i
efektywna regulacje gendw a tym samym moga stanowiC obiecujaca szans¢ w nowoczesnej terapii
antynowotworowe;j.



