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Isoenergetic microarrays, a new method to study the structure of RNA
Summary

RNA is one of the most important molecule essential for proper functioning
of the cell. However, there are a growing number of RNAs for which biological
function and structure are not known. Isoenergetic microarrays have been de-
signed and apply as a new method to study the structure and interactions of
RNAs. Isoenergetic microarrays are built with short modified RNA probes. The
2’-0-methylated and LNA-modified oligomer probes have been designed in such
a way, that the interaction of each probe with its complementary single
stranded fragment of target RNA has comparable thermodynamic stability (is
isoenergetic). This method was tested and optimized on several native RNAs.
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1. Wprowadzenie

Kwasy rybonukleinowe zbudowane sg z pojedynczego tancu-
cha polinukleotydowego, ktory fatdujac sie tworzy, oprécz frag-
mentéw dwuniciowych (helikalnych), rejony jednoniciowe oraz
szereg drugo- i trzeciorzedowych motywoéw strukturalnych ta-
kich jak: struktury spinkowe, wybrzuszenia jednostronne i dwu-
stronne, petle wieloramienne czy pseudowezly. Ze strukturg RNA
nierozerwalnie zwigzana jest jego funkcja, dlatego w poznaniu
jego roli podstawowe jest okreslenie struktury RNA.

Do badania struktury drugorzedowej czasteczek RNA po-
wszechnie wykorzystuje sie kilka metod. Jedna z nich jest metoda
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filogenetyczna, polegajgca na porownywaniu sekwencji kilku homologicznych RNA
i okres§laniu wspoélnego dla wszystkich schematu oddzialywan drugorzedowych
(1,2). Inne podejscie oparte jest na przewidywaniu termodynamicznie najtrwalszej
struktury RNA, w tym celu wykorzystuje sie takie programy komputerowe jak RNA-
structure czy Mfold (3,4). Kolejnym sposobem badania struktury RNA sa metody ma-
powania chemicznego i enzymatycznego (5,6). W mapowaniu chemicznym wykorzy-
stuje sie zdolnos¢ fragmentow jednoniciowych RNA do specyficznego reagowania
z okreslonymi zwigzkami chemicznymi (m. in. DMS, CMCT, ketoksal). Czesto wyko-
rzystuje sie takze zdolnos¢ niektérych kationéw (np. Pb2+) do selektywnego wigza-
nia z fragmentami jednoniciowymi RNA i nastepczej hydrolizy sgsiadujacych wigzan
fosfodiestrowych (7). Do mapowania enzymatycznego wykorzystuje sie endonukle-
azy (np. S1, T1, V1), ktére specyficznie hydrolizujg jedno- lub dwuniciowe fragmen-
ty RNA. Strukture RNA mozna bada¢ rowniez na poziomie atomowym wykorzystujgc
metody biofizyczne takie jak krystalografia czy spektroskopia NMR. Dostepne meto-
dy eksperymentalne dajg cenne informacje o strukturze RNA jednakze sg bardzo
czaso- i pracochfonne. W czasach, kiedy w tak ogromnym tempie przybywa nowo
odkrytych RNA o nieznanej strukturze i funkgcji stajg sie one niewystarczajace. Nie-
zbedne jest zatem poszukiwanie nowych metod pozwalajacych szybciej i doktadniej
okreslac struktury drugorzedowe czasteczek RNA. Taka mozliwos¢ stwarza metoda
mapowania mikromacierzowego.

2. Mapowanie mikromacierzowe jako nowa metoda badania struktury RNA

Mikromacierze sg bardzo uzytecznym narzedziem badania kwasow nukleino-
wych. Obecno$¢ okreslonych genéw czy ich fragmentéw moze by¢ analizowana za
pomocg réznego typu mikromacierzy DNA. Wielorakie aspekty wykorzystania mi-
kromacierzy DNA, zwlaszcza w badaniach biologicznych zostaly przedstawione
w innych publikacjach tego wolumenu.

Nowym podejsSciem jest wykorzystanie mikromacierzy do badania struktury i od-
dziatywan kwasow nukleinowych. Drugim novum przedstawionej metody jest uzycie
jako sond oligomeréw RNA. Trzecim, wprowadzenie modyfikacji do sond, ktoére
zwiekszajg trwato$¢ termodynamiczng dupleksow hybrydyzacyjnych, czyli duplek-
séw powstatych w wyniku oddziatywan sond zlokalizowanych na mikromacierzy
z badanym kwasem nukleinowym. Pewne elementy wykorzystania mikromacierzy
do badania struktury RNA zostaly przedstawione w pracach Southerna pod koniec
lat dziewiecdziesigtych ubiegtego wieku (8-11). Otrzymywat on mikromacierz za-
wierajacg szereg sond, o diugosci od 1 do kilkunastu nukleotydéw. Poniewaz byla
to mikromacierz oparta na sondach DNA, trwato$¢ tworzonych duplekséow hybrydy-
zacyjnych byfa stosunkowo niska. Uzytecznos$¢ uzyskanych w ten spos6b mikroma-
cierzy w badaniach strukturalnych byta zatem bardzo ograniczona. Przedstawiona
przez Southerna idea, jakkolwiek interesujgca, wymagata odmiennego podejscia do
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tego problemu. Zaproponowane przez nasza grupe badawczg mapowanie mikroma-
cierzowe oparte jest na ogolnej wiedzy o strukturze drugorzedowej RNA i termody-
namice duplekséow tworzonych podczas hybrydyzagji.

Analiza struktury drugorzedowej dowolnego RNA pokazuje, ze tworzg ja frag-
menty jedno- i dwuniciowe. Te ostatnie powstajg poprzez oddziatywanie komple-
mentarnych fragmentow jednoniciowych czgsteczki RNA, a zatem nie mogg wigzac
sie do sondy mikromacierzy. Natomiast fragmenty jednoniciowe RNA moga wigzac
sie z komplementarng sondg oligonukleotydowg (rys. 1). Poniewaz badany RNA jest
fluorescencyjnie lub radioaktywnie wyznakowany to fakt jego wigzania do komple-
mentarnej sondy mozna fatwo wykry¢. Informacja o jednoniciowych fragmentach
RNA jest bardzo uzyteczna w przewidywaniu struktury drugorzedowej RNA takimi
programami jak Mfold i RNAstructure. Wprowadzone do tych programéw ograni-
czenia procesu faldowania struktury drugorzedowej (tzw. wyznaczniki, ang. constra-
ints) RNA powoduja, ze generowane sg jedynie struktury drugorzedowe o najnizszej
energii swobodnej (AG®37), ktére rownoczesnie sg zgodne z wprowadzonymi dany-
mi eksperymentalnymi (rys. 1).

Poniewaz mapowanie mikromacierzowe stuzy okresleniu struktury drugorzedo-
wej RNA istotne jest, aby podczas hybrydyzacji badanego RNA do mikromacierzy nie
nastepowato zaburzenie czy zmiana jego struktury. Analiza struktur drugorzedo-
wych wielu RNA pokazuje, ze fragmenty jednoniciowe sa krotkie, zwykle 2-10-nu-
kleotydowe, przecietnie 4-6-nukleotydowe. Nalezy jednak pamieta¢, ze nawet we
fragmentach jednoniciowych mamy zwykle do czynienia ze stabymi, niekanoniczny-
mi oddziatywaniami zasad czy ich udzialem w oddziatywaniach trzeciorzedowych.
Fakt, ze fragmenty jednoniciowe w RNA sg krotkie oraz zatozenie, ze oddziatywania
sondy oligonukleotydowej i jednoniciowego fragmentu nie powinno zaburzaé
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Rys. 1. Ogolny schemat oddzialywan RNA istotnych dla mapowania mikromacierzowego i przewidy-
wania struktury drugorzedowej RNA.
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struktury badanego RNA sprawil, ze do mapowania mikromacierzowego uzyto krét-
kich, 5-7-nukleotydowych sond hybrydyzacyjnych.

Na wstepnym etapie badania prowadzone byly na mikromacierzach zawiera-
jacych sondy 2’-O-metylo-heptanukleotydowe (12). Mikromacierze te zostaly nazwa-
ne nieizoenergetycznymi, w przeciwienstwie do wprowadzonych p6zniej i omoéwio-
nych ponizej mikromacierzy izoenergetycznych. Uzycie 2’-O-metylowanych sond
oligonukleotydowych sprawito, ze trwalo$¢ termodynamiczna tworzonych duplek-
sow hybrydyzacyjnych byta wyzsza niz w przypadku DNA czy RNA (13). Ponadto,
chemiczna synteza takich modyfikowanych sond oraz proces ich pozyskania jest
tanszy i tatwiejszy. Do badan modelowych zostat wybrany 5S rRNA z E. coli. Struktu-
ra drugorzedowa tego RNA generowana programami Mfold czy RNAstructure zawie-
rala jedynie 27% par zasad struktury filogenetycznej 5S rRNA. Zastosowanie w pro-
gramie RNAstructure danych z mapowania nieizoenergetycznymi mikromacierzami
doprowadzito do struktury drugorzedowej 5S rRNA, ktora zawierata az 92% zgodno-
Sci par zasad ze strukturg filogenetyczng (12). Na podstawie tych badan, oprocz wy-
kazania zalet metody mapowania mikromacierzowego, mozna byto rowniez zaob-
serwowac pewne jej niedogodnosci, ktore wigzaly sie z r6zng trwafoscig termody-
namiczng duplekséw hybrydyzacyjnych. Najogolniej wiadomo, ze sekwencja du-
pleksu hybrydyzacyjnego determinuje jego trwalo$¢ termodynamiczng. Zostato to
zilustrowane na przykladzie modelowej struktury spinkowej RNA (rys. 2). Na sche-
macie tym przedstawiono réwnocze$nie koncepcje mikromacierzy izoenergetycz-
nych. Jesli jeden fragment petli jest bogaty w adenozyny i urydyny, a drugi w cytydy-
ny i guanozyny to dupleks hybrydyzacyjny bogaty w pary G-C bedzie termodyna-
micznie trwalszy niz dupleks zawierajgcy gléwnie pary A-U. Obliczone wartosci
energii swobodnej dla obu dupleksé6w hybrydyzacyjnych wynoszg odpowiednio

u modyfikowans sondy
niemedyfikowans sondy

~
AGYy, e ——— GUCGU
-5.93 keal/mol S— GUCGG
p——_ e By
o = —— ey |
e o —— e
P —— U0
modyfikacja p———— GCEC
o — e B
sond — G UCAL
-~ GUCAG
) S ———] 1AL
AG",, G-C AGy, e ——— 4,01
Rt =4
-238 kealimol 7 % 82 keal/mol  UTA e [
: G-C s s e —— oy
G-¢ G-C B — — e Eped
S : ] AGCGC
4C-6 €6 e

bt AGCCU

; ———
SAGCUA —— D GCUD'G i frproits

5 CGOGE e 5'CGC'GC ——— GG A

&

4 4 2 0 a6y

Rys. 2. Schematyczne przedstawienie oddzialywan mikromacierzy izoenergetycznych z modelowg
spinkg RNA. Przeksztalcenie sond nieizoenergetycznych (lewa spinka RNA) w sondy izoenergetyczne
(prawa spinka RNA) poprzez zastosowanie modyfikowanych nukleotydow. Po prawej stronie diagram,
w ktorym poréwnano energie swobodne (AG°37 kcal/mol) fragmentu nieizoenergetycznej (biate stupki)
i izoenergetycznej (szare stupki) pentamerowej bibloteki oligonukleotydowej.
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— 2,381 -5,93 kcal/mol. Mimo ze sondy oligonukleotydowe mogg utworzy¢ duplek-
sy hybrydyzacyjne z obydwoma komplementarnymi fragmentami petli RNA, to jed-
nak detekcja dupleksu hybrydyzacyjnego bogatego w pary A-U (AG®37 = -2,38 kcal/mol)
jest praktycznie niemozliwa. Powoduje to istotne problemy z interpretacja wynikéw
mapowania mikromacierzowego. Rozwiazaniem tych trudnosci bylo stworzenie no-
wego typu mikromacierzy — mikromacierzy izoenergetycznych. Jak to obrazuje
modelowa spinka RNA pokazana na rysunku 2, wprowadzenie w okreslone pozycje
sond modyfikowanych nukleotydéw powoduje, ze trwalo$¢ termodynamiczna du-
plekséw hybrydyzacyjnych utworzonych przez modyfikowane izoenergetyczne son-
dy jest wyzsza i bardzo do siebie zblizona (rowna odpowiednio -8,2 i —8,0 kcal/mol),
zatem niezalezna od sekwencji. W konsekwencji, w przypadku mikromacierzy izo-
energetycznych jedynie obecno$¢ fragmentu jednoniciowego komplementarnego
do sondy decyduje o detekcji hybrydyzacji. Jest to ogromng zaletg w stosunku do
mikromacierzy nieizoenergetycznych, zawierajacych jako sondy niemodyfikowane
oligonukleotydy, w ktérych o detekcji hybrydyzacji decyduja dwa czynniki, a miano-
wicie obecno$¢ fragmentu jednoniciowego komplementarnego do sondy oraz wy-
starczajgca do detekcji trwato$¢ termodynamiczna dupleksu hybrydyzacyjnego.
Stworzenie mikromacierzy izoenergetycznych byto mozliwe dzieki przeprowa-
dzonej kilka lat temu syntezie modyfikowanych kwasow nukleinowych o usztywnio-
nej konformagji tzn. LNA (ang. Locked Nucleic Acids) (14-16). Obecnos¢ dodatkowego
mostka metylenowego powoduje zmiane konformacyjng w obrebie rybozy, co pro-
wadzi do zwiekszania trwatosci termodynamicznej duplekséw RNA i DNA. Stwier-
dzono, ze obecno$¢ pojedynczego nukleotydu typu LNA zwieksza trwato$¢ termo-
dynamiczng duplekséw 2’-O-metyloRNA/RNA przecietnie o okofo 1,5 kcal/mol i ma
charakter addytywny (17). Nalezy zaznaczy¢, ze modyfikacja sond oligonukleotydo-
wych nukleotydami typu LNA nie zmienia ich zdolnosci selektywnego rozpoznania
i wigzania sie z komplementarnym jednoniciowym fragmentem RNA. Na podstawie
badan modelowych wykazano, ze trwalo$¢ termodynamiczna (AG°37) dupleksu hy-
brydyzacyjnego wieksza niz -6 kcal/mol jest wystarczajgca, aby wykry¢ taki dupleks.
Zwiekszenie trwalos$ci duplekséw hybrydyzacyjnych dzieki wprowadzeniu modyfi-
kowanych nukleotydéw, pozwolifo zmniejszy¢ dtugos¢ stosowanych sond hybrydy-
zacyjnych do pentanukleotydéw. Jest to o tyle istotne, ze 1024 oligomery stanowia
pule wszystkich mozliwych pentanukleotydéw, a w przypadku heptanukleotydow
mozliwych oligonukleotydéw jest juz 16 384. Dodatkowo, oprécz zastosowania nu-
kleotydéw typu LNA, zwiekszenie trwatosci i izoenergetyczno$¢ sond mikromacie-
rzy uzyskano poprzez zastgpienie w okreslonych pozycjach adenozyny jej analo-
giem, a mianowicie 2,6-diaminopurynorybozydem. Pochodna ta dzieki obecnosci
dodatkowej grupy aminowej, w stosunku do adenozyny, pozwala tworzy¢ o jedno
wiecej wigzanie wodorowe z urydyna, co w praktyce przekiada sie na zwiekszenie
trwato$ci termodynamicznej duplekséw hybrydyzacyjnych (18). Dla szeregu sond
izoenergetycznych, zwlaszcza tych bogatych w urydyny, na koncu 3’ sondy dodano
LNA guanozyne. Poprzez niekanoniczne oddziatywania wzmacnia ona trwato$¢ du-
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pleksu hybrydyzacyjnego bez zaburzania selektywnosci pentanukleotydowej sondy
(19).

Przygotowanie biblioteki izoenergetycznych sond pentanukleotydowych poprze-
dzone byto bardzo szczeg6towymi badaniami termodynamicznymi okreslajgcymi
wpltyw nukleotydéw typu LNA na trwato$¢ duplekséw 2’-O-metyloRNA/RNA, w zalez-
nosci od natury i potozenia nukleotydu LNA w dupleksie (17,18). Jako modelowe zo-
staly wybrane dupleksy 2’-O-metyloRNA/RNA, gdyz najlepiej oddaja one nature od-
dziatywan izoenergetycznych mikromacierzy i badanego RNA. Mianowicie, 2’-O-me-
tylowy oligonukleotyd odpowiada sondzie mikromacierzy izoenergetycznej a oligo-
rybonukleotyd jest modelem badanego RNA. Na podstawie badan modelowych wy-
kazano, ze najwiekszg stabilizacje dupleksu hybrydyzacyjnego uzyskuje sie wprowa-
dzajac nukleotyd typu LNA w pozycje srodkowa dupleksu i wynosi ona od 0,8 do
2,5 kcal/mol, przecietnie okoto 1,5 kcal/mol. Natomiast wprowadzenie nukleotydu
typu LNA w pozycje 5'- lub 3’-terminalng powoduje zwiekszenie trwalosci termody-
namicznej przecietnie o 0,5 i 1,0 kcal/mol, odpowiednio dla pozycji 5'- i 3’-termi-
nalnej. Poniewaz badania termodynamiczne prowadzone byty na duzej grupie mo-
delowych duplekséw 2’-O-metyloRNA/RNA, zawierajacych réznego typu i w réznych
pozycjach nukleotydy LNA, mozliwe byto obliczenie wszystkich parametréw termo-
dynamicznych modelu najblizszego sasiedztwa. W konsekwencji pozwala to obli-
czy¢ z ponad 95% dokfadnoscig trwalos¢ termodynamiczng dowolnego dupleksu
2’-0-metyloRNA/RNA zawierajgcego dowolne nukleotydy typu LNA.

W przypadku mikromacierzy izoenergetycznych, ktére dedykowane sg badaniu
struktury RNA, bardzo wazne jest poznanie jak obecnos$¢ pojedynczych niesparo-
wan z udziatem nukleotydéw typu LNA zmienia trwalo$¢ dupleksu hybrydyzacyjne-
go. W badaniach wplywu szeregu pojedynczych niesparowan wykazano, ze destabi-
lizuja one dupleksy o 1,6 — 7,0 kcal/mol, zaleznie od typu niesparowania i jego
pofozenia w dupleksie 2’-O-metyloRNA/RNA (17,18).

Pewna niedogodnos$cia mikromacierzy zawierajacych krétkie sondy oligonukleoty-
dowe jest mozliwo$¢ wystepowania tej samej sekwencji w badanym RNA wiecej niz je-
den raz. Moze to stworzy¢ problemy zwigzane z interpretacja wynikéw hybrydyzacji.
Niewatpliwa jednak korzy$cig mikromacierzy izoenergetycznych zawierajacych krot-
kie modyfikowane pentanukleotydowe sondy jest ich zwiekszona selektywnos¢. Obec-
nos¢ pojedynczego niesparowania w dupleksie hybrydyzacyjnym utworzonym przez
krotka sonde wprowadza wzglednie znacznie wigksze zmiany w jego trwatos$ci termo-
dynamicznej niz w tym utworzonym przez dluga sonde oligonukleotydowg. Cata bi-
blioteka to 1024 pentanukleotydy, jest ona zatem mata i fatwa do przygotowania i roz-
powszechnienia w postaci mikromacierzy przez firmy komercyjne. Dodatkowo, maly
rozmiar biblioteki umozliwia przygotowanie mikromacierzy uniwersalnych czyli za-
wierajgcych wszystkie mozliwe sondy pentanukleotydowe. W konsekwencji nie wy-
maga to przygotowania kazdorazowo mikromacierzy dedykowanych okreslonym RNA,
gdyz uniwersalne izoenergetyczne mikromacierze mogg by¢ narzedziem badania
struktury i oddziatywan dowolnego RNA.
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3. Oméwienie mapowania mikromacierzowego na przykladzie 5’
koficowego fragmentu retrotranspozonowego RNA z Bombyx mori

Izoenergetyczne mikromacierze zostaly uzyte do badania struktury konca 5’
otwartej ramki odczytu (ORF) R2 RNA z Bombyx mori (R2Bm 5’'RNA) (20). Jest to 323-
-nukleotydowy, niedawno odkryty regulatorowy RNA, ktéry wptywa na zmiane funk-
¢ji biatka R2 podczas retrotranspozycji. Ustalano, ze R2Bm 5’'RNA decyduje o wigza-
niu DNA przez biatko R2 powyzej miejsca insercji i odpowiednio ustawia biatko R2
umozliwiajac hydrolize drugiej nici tego DNA (21). Mimo okre$lenia waznej funkgji
biologicznej R2Bm 5’'RNA, jego struktura nie byta znana.

Izoenergetyczne mikromacierze dla R2Bm 5'RNA byly ztozone z 232 specyficz-
nych sond, komplementarnych ,krok po kroku” do sekwencji RNA, z czego 45 sond
posiadato 2 miejsca wigzania, 7 sond trzy mozliwe miejsca wigzania w docelowym
RNA. Lacznie sondy izoenergetyczne pokrywaly 291 miejsc wigzania, co stanowi
91% wszystkich mozliwych miejsc wigzania dla pentanukleotydowych sond. Ze wzgle-
du na przewidywang zbyt niskg stabilno$¢ termodynamiczng duplekséw hybrydyza-
cyjnych podczas konstrukcji mikromacierzy pominieto 28 sond. Srednia przewidy-
wana energia swobodna dla duplekséw hybrydyzacyjnych biblioteki izoenergetycz-
nej uzytej dla R2Bm 5’RNA wynosita -9,8 = 1,2 kcal/mol czyli o 4,8 kcal/mol korzyst-
niej niz srednia wartosc¢ energii swobodnej duplekséw hybrydyzacyjnych analogicz-
nej biblioteki zlozonej z niemodyfikowanych sond pentanukleotydowych.

Mikromacierze przygotowano na ptytkach mikroskopowych pokrytych 2% aga-
rozg, aktywowana nadjodanem sodu. Sondy oligonukleotydowe posiadaly C6 ami-
nolinker na koncu 5’, ktéry umozliwiat wigzanie chemiczne do aktywowanej agaro-
zy. Po naniesieniu sond i 4 godzinach inkubacji grupy aldehydowe byly redukowane
za pomoca wodorku borosodowego, nastepnie plytki byty ptukane i suszone. Prze-
prowadzono hybrydyzacje znakowanego radioaktywnie R2Bm 5’'RNA na mikroma-
cierzach izoenergetycznych w wybranych warunkach: 1) 200 mM NaCl, 5 mM MgCl2,
10 mM Tris-HCI, pH 8 oraz 2) 1 M NaCl, 5 mM MgCl2, 10 mM Tris-HCl, pH 8. Hybry-
dyzacje przeprowadzano w temperaturze pokojowej przez 18 godzin, nastepnie mi-
kromacierz ptukano i wirowano. Rezultat hybrydyzacji obserwowano przy uzyciu
komputerowego skanera materialéw znakowanych radioizotopowo (phosphorimager).
Wyniki analizowano nastepnie w programie ImageQuant.

Rezultaty hybrydyzacji w temperaturze pokojowej w 200 mM NaCl, 5 mM MgCl,,
10 mM Tris-HCI pH 8 byty wykorzystane do okre$lenia struktury drugorzedowej R2Bm
5'RNA. Wybrane warunki gwarantowaly dobra specyficznos¢, a jednoczesnie byty
uzywane w eksperymentach biologicznych z czasteczka R2Bm 5'RNA. Sekwencgje sil-
nie wigzacych sond byly poddawane analizie w programie RNAstructure pod katem
alternatywnych miejsc wigzania. Na podstawie tej analizy i przewidywanej energii
wigzania do poszczeg6lnych fragmentéow R2Bm 5’'RNA wybrano wyznaczniki (ang.
constraints), ktére po wprowadzeniu do programu RNAstructure pozwolily na wyge-
nerowanie struktury drugorzedowej zgodnej z danymi mapowania mikromacierzo-
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Rys. 3. Struktura drugorzedowa R2Bm 5’'RNA wygenerowana przez program RNAstructure z wyko-
rzystaniem wyznacznikoéw z mapowania mikromacierzowego i chemicznego. Po lewej stronie fragment
R2Bm 5’RNA (pomiedzy 50 a 123 nukleotydem), ktéry tworzy strukture pseudowezla.

wego. Wyznacznikami byly $rodki komplementarnych fragmentéw RNA silnie
wiazacych sondy. Struktura drugorzedowa R2Bm 5'RNA otrzymana na podstawie
mapowania mikromacierzowego zostata przedstawiona na rysunku 3.

Na poczatkowym etapie badan, w celu zweryfikowania otrzymanej struktury
i potwierdzenia uzytecznosci metody mapowania za pomocg mikromacierzy izo-
energetycznych, zastosowano tradycyjne mapowanie chemiczne. Stwierdzono, ze
wyniki mapowania chemicznego sg w zgodzie z zaproponowang na podstawie ma-
powania mikromacierzowego strukturg drugorzedowg R2Bm 5’'RNA. Réwniez wpro-
wadzenie do programu RNAstructure wyznacznikéw jednoczesnie z mapowania mi-
kromacierzowego i chemicznego skutkowato w generowaniu tej samej struktury, co
po zastosowaniu jedynie wyznacznikow mapowania mikromacierzowego. Jedynie
silne modyfikacje chemiczne zostaly uzyte jako wyznaczniki, jakkolwiek rowniez
polozenie nukleotydéw ulegajacych sredniej modyfikacji podczas mapowania (z wy-
jatkiem modyfikacji w pozycji 127) byto zgodne z przewidziang strukturg R2Bm 5’RNA.

Niewielka dostepnos¢ do wigzania sond wykazuje rejon G50-G123, pomimo ze
przewidziana struktura posiada duzg wewnetrzng petle (po 5 nukleotydéw z kazdej
strony). To samo dotyczy nukleotydow 94-98 bedacych w petli. W badaniach NMR
fragmentu R2Bm 5’'RNA pomiedzy 50 a 123 nukleotydem dowiedziono mozliwosci
alternatywnego pofatdowania tego rejonu w pseudowezet pokazany na rysunku 3.

Zaréwno mapowanie mikromacierzowe jak i chemiczne ukazujg bardzo zwartg
strukture R2Bm 5’RNA. Przewidziane rejony petlowe sg potwierdzone przez silng
reaktywnos$¢ G33, U34, A35, A36 i A37 oraz $rednig U285, G286, G287, G288 i U289
obserwowang podczas mapowania chemicznego. Rejon od A182 to A200 jest row-
niez dostepny dla mapowania chemicznego i wykazuje $rednig reaktywnosc.
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4. Perspektywy wykorzystania mikromacierzy izoenergetycznych
do badania oddziatywan i dynamiki struktury RNA

Na podstawie ogélnych zasad analizy struktury RNA za pomocg mikromacierzy
przypuszcza sie, ze metoda mapowania mikromacierzowego moze by¢ takze uzy-
tecznym sposobem badania komplekséw RNA z innymi biomolekutami, zwtaszcza
takimi jak biatka, antybiotyki, oligosacharydy czy roznego typu metabolity. Informa-
¢ji o fragmentach RNA uwiktanych w oddziatywania z biomolekutami mozna uzyskaé
poprzez poréwnanie obrazu hybrydyzacji samego RNA i jego kompleksu z biomole-
kutg. Te fragmenty jednoniciowe RNA, ktore biorg udzial w tworzeniu kompleksu
nie bedg hybrydyzowaly do komplementarnych sond mikromacierzy. Przeprowa-
dzono pierwsze badania komplekséw RNA-biatko za pomoca mapowania mikroma-
cierzowego. Dotyczyly one kompleksow biatka opiekunczego Hfq z regulatorowymi
OxyS i DsrA RNA z E. coli i wykazano, ze jest to bardzo obiecujgca metoda badania
kompleksow.

Na przyktadzie 5S rRNA z E. coli wykazano, ze mapowanie mikromacierzowe jest
skuteczne w odréznianiu dwoch konformerow tego RNA: A i B (12). Mikromacierze
izoenergetyczne mozna takze wykorzysta¢ do badania dynamizmu konformacyjne-
go RNA i wynikajacych z tego zmian struktury RNA spowodowanych wigzaniem li-
gandow czy kationéow metali dwuwartosciowych.

5. Podsumowanie

Zaproponowano nowa metode badania struktury i oddziatywan RNA, z wykorzy-
staniem mikromacierzy. Dla uproszczenia i optymalizacji tej metody wprowadzono
nowy typ mikromacierzy, opartych na krotkich, LNA modyfikowanych izoenerge-
tycznych sondach oligonukleotydowych. Izoenergetyczny charakter sond sprawia,
ze trwalto$¢ termodynamiczna wszystkich dupleksow hybrydyzacyjnych jest bardzo
podobna, w konsekwencji jedynie obecnos$¢ jednoniciowego fragmentu w badanym
RNA decyduje o hybrydyzacji. W przeprowadzonych badaniach struktury szeregu
czasteczek RNA wykazano, ze uzyskane wyniki sa zgodne z tymi z mapowania che-
micznego RNA. Czas prowadzenia mapowania mikromacierzowego, jego uniwersal-
nos$¢ i prostota sprawiaja, ze metoda ta moze by¢ alternatywg metody mapowania
chemicznego czy enzymatycznego RNA.

Praca powstala w ramach realizacji projektow badawczych finansowanych przez MNiSW, granty
nr 2P04A 03729 i N301 3383 33.
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