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S u m m a r y

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’-O-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 s¹ z pojedynczego ³añcu-
cha polinukleotydowego, który fa³duj¹c siê tworzy, oprócz frag-
mentów dwuniciowych (helikalnych), rejony jednoniciowe oraz
szereg drugo- i trzeciorzêdowych motywów strukturalnych ta-
kich jak: struktury spinkowe, wybrzuszenia jednostronne i dwu-
stronne, pêtle wieloramienne czy pseudowêz³y. Ze struktur¹ RNA
nierozerwalnie zwi¹zana jest jego funkcja, dlatego w poznaniu
jego roli podstawowe jest okreœlenie struktury RNA.

Do badania struktury drugorzêdowej cz¹steczek RNA po-
wszechnie wykorzystuje siê kilka metod. Jedn¹ z nich jest metoda
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filogenetyczna, polegaj¹ca na porównywaniu sekwencji kilku homologicznych RNA
i okreœlaniu wspólnego dla wszystkich schematu oddzia³ywañ drugorzêdowych
(1,2). Inne podejœcie oparte jest na przewidywaniu termodynamicznie najtrwalszej
struktury RNA, w tym celu wykorzystuje siê takie programy komputerowe jak RNA-
structure czy Mfold (3,4). Kolejnym sposobem badania struktury RNA s¹ metody ma-
powania chemicznego i enzymatycznego (5,6). W mapowaniu chemicznym wykorzy-
stuje siê zdolnoœæ fragmentów jednoniciowych RNA do specyficznego reagowania
z okreœlonymi zwi¹zkami chemicznymi (m. in. DMS, CMCT, ketoksal). Czêsto wyko-
rzystuje siê tak¿e zdolnoœæ niektórych kationów (np. Pb2+) do selektywnego wi¹za-
nia z fragmentami jednoniciowymi RNA i nastêpczej hydrolizy s¹siaduj¹cych wi¹zañ
fosfodiestrowych (7). Do mapowania enzymatycznego wykorzystuje siê endonukle-
azy (np. S1, T1, V1), które specyficznie hydrolizuj¹ jedno- lub dwuniciowe fragmen-
ty RNA. Strukturê RNA mo¿na badaæ równie¿ na poziomie atomowym wykorzystuj¹c
metody biofizyczne takie jak krystalografia czy spektroskopia NMR. Dostêpne meto-
dy eksperymentalne daj¹ cenne informacje o strukturze RNA jednak¿e s¹ bardzo
czaso- i pracoch³onne. W czasach, kiedy w tak ogromnym tempie przybywa nowo
odkrytych RNA o nieznanej strukturze i funkcji staj¹ siê one niewystarczaj¹ce. Nie-
zbêdne jest zatem poszukiwanie nowych metod pozwalaj¹cych szybciej i dok³adniej
okreœlaæ struktury drugorzêdowe cz¹steczek RNA. Tak¹ mo¿liwoœæ stwarza metoda
mapowania mikromacierzowego.

2. Mapowanie mikromacierzowe jako nowa metoda badania struktury RNA

Mikromacierze s¹ bardzo u¿ytecznym narzêdziem badania kwasów nukleino-
wych. Obecnoœæ okreœlonych genów czy ich fragmentów mo¿e byæ analizowana za
pomoc¹ ró¿nego typu mikromacierzy DNA. Wielorakie aspekty wykorzystania mi-
kromacierzy DNA, zw³aszcza w badaniach biologicznych zosta³y przedstawione
w innych publikacjach tego wolumenu.

Nowym podejœciem jest wykorzystanie mikromacierzy do badania struktury i od-
dzia³ywañ kwasów nukleinowych. Drugim novum przedstawionej metody jest u¿ycie
jako sond oligomerów RNA. Trzecim, wprowadzenie modyfikacji do sond, które
zwiêkszaj¹ trwa³oœæ termodynamiczn¹ dupleksów hybrydyzacyjnych, czyli duplek-
sów powsta³ych w wyniku oddzia³ywañ sond zlokalizowanych na mikromacierzy
z badanym kwasem nukleinowym. Pewne elementy wykorzystania mikromacierzy
do badania struktury RNA zosta³y przedstawione w pracach Southerna pod koniec
lat dziewiêædziesi¹tych ubieg³ego wieku (8-11). Otrzymywa³ on mikromacierz za-
wieraj¹c¹ szereg sond, o d³ugoœci od 1 do kilkunastu nukleotydów. Poniewa¿ by³a
to mikromacierz oparta na sondach DNA, trwa³oœæ tworzonych dupleksów hybrydy-
zacyjnych by³a stosunkowo niska. U¿ytecznoœæ uzyskanych w ten sposób mikroma-
cierzy w badaniach strukturalnych by³a zatem bardzo ograniczona. Przedstawiona
przez Southerna idea, jakkolwiek interesuj¹ca, wymaga³a odmiennego podejœcia do

Mikromacierze izoenergetyczne, nowa metoda badania struktury RNA

BIOTECHNOLOGIA 4 (83) 144-153 2008 145



tego problemu. Zaproponowane przez nasz¹ grupê badawcz¹ mapowanie mikroma-
cierzowe oparte jest na ogólnej wiedzy o strukturze drugorzêdowej RNA i termody-
namice dupleksów tworzonych podczas hybrydyzacji.

Analiza struktury drugorzêdowej dowolnego RNA pokazuje, ¿e tworz¹ j¹ frag-
menty jedno- i dwuniciowe. Te ostatnie powstaj¹ poprzez oddzia³ywanie komple-
mentarnych fragmentów jednoniciowych cz¹steczki RNA, a zatem nie mog¹ wi¹zaæ
siê do sondy mikromacierzy. Natomiast fragmenty jednoniciowe RNA mog¹ wi¹zaæ
siê z komplementarn¹ sond¹ oligonukleotydow¹ (rys. 1). Poniewa¿ badany RNA jest
fluorescencyjnie lub radioaktywnie wyznakowany to fakt jego wi¹zania do komple-
mentarnej sondy mo¿na ³atwo wykryæ. Informacja o jednoniciowych fragmentach
RNA jest bardzo u¿yteczna w przewidywaniu struktury drugorzêdowej RNA takimi
programami jak Mfold i RNAstructure. Wprowadzone do tych programów ograni-
czenia procesu fa³dowania struktury drugorzêdowej (tzw. wyznaczniki, ang. constra-

ints) RNA powoduj¹, ¿e generowane s¹ jedynie struktury drugorzêdowe o najni¿szej
energii swobodnej (�G°37), które równoczeœnie s¹ zgodne z wprowadzonymi dany-
mi eksperymentalnymi (rys. 1).

Poniewa¿ mapowanie mikromacierzowe s³u¿y okreœleniu struktury drugorzêdo-
wej RNA istotne jest, aby podczas hybrydyzacji badanego RNA do mikromacierzy nie
nastêpowa³o zaburzenie czy zmiana jego struktury. Analiza struktur drugorzêdo-
wych wielu RNA pokazuje, ¿e fragmenty jednoniciowe s¹ krótkie, zwykle 2-10-nu-
kleotydowe, przeciêtnie 4-6-nukleotydowe. Nale¿y jednak pamiêtaæ, ¿e nawet we
fragmentach jednoniciowych mamy zwykle do czynienia ze s³abymi, niekanoniczny-
mi oddzia³ywaniami zasad czy ich udzia³em w oddzia³ywaniach trzeciorzêdowych.
Fakt, ¿e fragmenty jednoniciowe w RNA s¹ krótkie oraz za³o¿enie, ¿e oddzia³ywania
sondy oligonukleotydowej i jednoniciowego fragmentu nie powinno zaburzaæ
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Rys. 1. Ogólny schemat oddzia³ywañ RNA istotnych dla mapowania mikromacierzowego i przewidy-
wania struktury drugorzêdowej RNA.



struktury badanego RNA sprawi³, ¿e do mapowania mikromacierzowego u¿yto krót-
kich, 5-7-nukleotydowych sond hybrydyzacyjnych.

Na wstêpnym etapie badania prowadzone by³y na mikromacierzach zawiera-
j¹cych sondy 2’-O-metylo-heptanukleotydowe (12). Mikromacierze te zosta³y nazwa-
ne nieizoenergetycznymi, w przeciwieñstwie do wprowadzonych póŸniej i omówio-
nych poni¿ej mikromacierzy izoenergetycznych. U¿ycie 2’-O-metylowanych sond
oligonukleotydowych sprawi³o, ¿e trwa³oœæ termodynamiczna tworzonych duplek-
sów hybrydyzacyjnych by³a wy¿sza ni¿ w przypadku DNA czy RNA (13). Ponadto,
chemiczna synteza takich modyfikowanych sond oraz proces ich pozyskania jest
tañszy i ³atwiejszy. Do badañ modelowych zosta³ wybrany 5S rRNA z E. coli. Struktu-
ra drugorzêdowa tego RNA generowana programami Mfold czy RNAstructure zawie-
ra³a jedynie 27% par zasad struktury filogenetycznej 5S rRNA. Zastosowanie w pro-
gramie RNAstructure danych z mapowania nieizoenergetycznymi mikromacierzami
doprowadzi³o do struktury drugorzêdowej 5S rRNA, która zawiera³a a¿ 92% zgodno-
œci par zasad ze struktur¹ filogenetyczn¹ (12). Na podstawie tych badañ, oprócz wy-
kazania zalet metody mapowania mikromacierzowego, mo¿na by³o równie¿ zaob-
serwowaæ pewne jej niedogodnoœci, które wi¹za³y siê z ró¿n¹ trwa³oœci¹ termody-
namiczn¹ dupleksów hybrydyzacyjnych. Najogólniej wiadomo, ¿e sekwencja du-
pleksu hybrydyzacyjnego determinuje jego trwa³oœæ termodynamiczn¹. Zosta³o to
zilustrowane na przyk³adzie modelowej struktury spinkowej RNA (rys. 2). Na sche-
macie tym przedstawiono równoczeœnie koncepcjê mikromacierzy izoenergetycz-
nych. Jeœli jeden fragment pêtli jest bogaty w adenozyny i urydyny, a drugi w cytydy-
ny i guanozyny to dupleks hybrydyzacyjny bogaty w pary G-C bêdzie termodyna-
micznie trwalszy ni¿ dupleks zawieraj¹cy g³ównie pary A-U. Obliczone wartoœci
energii swobodnej dla obu dupleksów hybrydyzacyjnych wynosz¹ odpowiednio
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Rys. 2. Schematyczne przedstawienie oddzia³ywañ mikromacierzy izoenergetycznych z modelow¹
spink¹ RNA. Przekszta³cenie sond nieizoenergetycznych (lewa spinka RNA) w sondy izoenergetyczne
(prawa spinka RNA) poprzez zastosowanie modyfikowanych nukleotydów. Po prawej stronie diagram,
w którym porównano energie swobodne (�G°37 kcal/mol) fragmentu nieizoenergetycznej (bia³e s³upki)
i izoenergetycznej (szare s³upki) pentamerowej bibloteki oligonukleotydowej.



– 2,38 i –5,93 kcal/mol. Mimo ¿e sondy oligonukleotydowe mog¹ utworzyæ duplek-
sy hybrydyzacyjne z obydwoma komplementarnymi fragmentami pêtli RNA, to jed-
nak detekcja dupleksu hybrydyzacyjnego bogatego w pary A-U (�G°37 = -2,38 kcal/mol)
jest praktycznie niemo¿liwa. Powoduje to istotne problemy z interpretacj¹ wyników
mapowania mikromacierzowego. Rozwi¹zaniem tych trudnoœci by³o stworzenie no-
wego typu mikromacierzy – mikromacierzy izoenergetycznych. Jak to obrazuje
modelowa spinka RNA pokazana na rysunku 2, wprowadzenie w okreœlone pozycje
sond modyfikowanych nukleotydów powoduje, ¿e trwa³oœæ termodynamiczna du-
pleksów hybrydyzacyjnych utworzonych przez modyfikowane izoenergetyczne son-
dy jest wy¿sza i bardzo do siebie zbli¿ona (równa odpowiednio –8,2 i –8,0 kcal/mol),
zatem niezale¿na od sekwencji. W konsekwencji, w przypadku mikromacierzy izo-
energetycznych jedynie obecnoœæ fragmentu jednoniciowego komplementarnego
do sondy decyduje o detekcji hybrydyzacji. Jest to ogromn¹ zalet¹ w stosunku do
mikromacierzy nieizoenergetycznych, zawieraj¹cych jako sondy niemodyfikowane
oligonukleotydy, w których o detekcji hybrydyzacji decyduj¹ dwa czynniki, a miano-
wicie obecnoœæ fragmentu jednoniciowego komplementarnego do sondy oraz wy-
starczaj¹ca do detekcji trwa³oœæ termodynamiczna dupleksu hybrydyzacyjnego.

Stworzenie mikromacierzy izoenergetycznych by³o mo¿liwe dziêki przeprowa-
dzonej kilka lat temu syntezie modyfikowanych kwasów nukleinowych o usztywnio-
nej konformacji tzn. LNA (ang. Locked Nucleic Acids) (14-16). Obecnoœæ dodatkowego
mostka metylenowego powoduje zmianê konformacyjn¹ w obrêbie rybozy, co pro-
wadzi do zwiêkszania trwa³oœci termodynamicznej dupleksów RNA i DNA. Stwier-
dzono, ¿e obecnoœæ pojedynczego nukleotydu typu LNA zwiêksza trwa³oœæ termo-
dynamiczn¹ dupleksów 2’-O-metyloRNA/RNA przeciêtnie o oko³o 1,5 kcal/mol i ma
charakter addytywny (17). Nale¿y zaznaczyæ, ¿e modyfikacja sond oligonukleotydo-
wych nukleotydami typu LNA nie zmienia ich zdolnoœci selektywnego rozpoznania
i wi¹zania siê z komplementarnym jednoniciowym fragmentem RNA. Na podstawie
badañ modelowych wykazano, ¿e trwa³oœæ termodynamiczna (�G°37) dupleksu hy-
brydyzacyjnego wiêksza ni¿ -6 kcal/mol jest wystarczaj¹ca, aby wykryæ taki dupleks.
Zwiêkszenie trwa³oœci dupleksów hybrydyzacyjnych dziêki wprowadzeniu modyfi-
kowanych nukleotydów, pozwoli³o zmniejszyæ d³ugoœæ stosowanych sond hybrydy-
zacyjnych do pentanukleotydów. Jest to o tyle istotne, ¿e 1024 oligomery stanowi¹
pulê wszystkich mo¿liwych pentanukleotydów, a w przypadku heptanukleotydów
mo¿liwych oligonukleotydów jest ju¿ 16 384. Dodatkowo, oprócz zastosowania nu-
kleotydów typu LNA, zwiêkszenie trwa³oœci i izoenergetycznoœæ sond mikromacie-
rzy uzyskano poprzez zast¹pienie w okreœlonych pozycjach adenozyny jej analo-
giem, a mianowicie 2,6-diaminopurynorybozydem. Pochodna ta dziêki obecnoœci
dodatkowej grupy aminowej, w stosunku do adenozyny, pozwala tworzyæ o jedno
wiêcej wi¹zanie wodorowe z urydyn¹, co w praktyce przek³ada siê na zwiêkszenie
trwa³oœci termodynamicznej dupleksów hybrydyzacyjnych (18). Dla szeregu sond
izoenergetycznych, zw³aszcza tych bogatych w urydyny, na koñcu 3’ sondy dodano
LNA guanozynê. Poprzez niekanoniczne oddzia³ywania wzmacnia ona trwa³oœæ du-
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pleksu hybrydyzacyjnego bez zaburzania selektywnoœci pentanukleotydowej sondy
(19).

Przygotowanie biblioteki izoenergetycznych sond pentanukleotydowych poprze-
dzone by³o bardzo szczegó³owymi badaniami termodynamicznymi okreœlaj¹cymi
wp³yw nukleotydów typu LNA na trwa³oœæ dupleksów 2’-O-metyloRNA/RNA, w zale¿-
noœci od natury i po³o¿enia nukleotydu LNA w dupleksie (17,18). Jako modelowe zo-
sta³y wybrane dupleksy 2’-O-metyloRNA/RNA, gdy¿ najlepiej oddaj¹ one naturê od-
dzia³ywañ izoenergetycznych mikromacierzy i badanego RNA. Mianowicie, 2’-O-me-
tylowy oligonukleotyd odpowiada sondzie mikromacierzy izoenergetycznej a oligo-
rybonukleotyd jest modelem badanego RNA. Na podstawie badañ modelowych wy-
kazano, ¿e najwiêksz¹ stabilizacjê dupleksu hybrydyzacyjnego uzyskuje siê wprowa-
dzaj¹c nukleotyd typu LNA w pozycje œrodkow¹ dupleksu i wynosi ona od 0,8 do
2,5 kcal/mol, przeciêtnie oko³o 1,5 kcal/mol. Natomiast wprowadzenie nukleotydu
typu LNA w pozycje 5’- lub 3’-terminaln¹ powoduje zwiêkszenie trwa³oœci termody-
namicznej przeciêtnie o 0,5 i 1,0 kcal/mol, odpowiednio dla pozycji 5’- i 3’-termi-
nalnej. Poniewa¿ badania termodynamiczne prowadzone by³y na du¿ej grupie mo-
delowych dupleksów 2’-O-metyloRNA/RNA, zawieraj¹cych ró¿nego typu i w ró¿nych
pozycjach nukleotydy LNA, mo¿liwe by³o obliczenie wszystkich parametrów termo-
dynamicznych modelu najbli¿szego s¹siedztwa. W konsekwencji pozwala to obli-
czyæ z ponad 95% dok³adnoœci¹ trwa³oœæ termodynamiczn¹ dowolnego dupleksu
2’-O-metyloRNA/RNA zawieraj¹cego dowolne nukleotydy typu LNA.

W przypadku mikromacierzy izoenergetycznych, które dedykowane s¹ badaniu
struktury RNA, bardzo wa¿ne jest poznanie jak obecnoœæ pojedynczych niesparo-
wañ z udzia³em nukleotydów typu LNA zmienia trwa³oœæ dupleksu hybrydyzacyjne-
go. W badaniach wp³ywu szeregu pojedynczych niesparowañ wykazano, ¿e destabi-
lizuj¹ one dupleksy o 1,6 – 7,0 kcal/mol, zale¿nie od typu niesparowania i jego
po³o¿enia w dupleksie 2’-O-metyloRNA/RNA (17,18).

Pewn¹ niedogodnoœci¹ mikromacierzy zawieraj¹cych krótkie sondy oligonukleoty-
dowe jest mo¿liwoœæ wystêpowania tej samej sekwencji w badanym RNA wiêcej ni¿ je-
den raz. Mo¿e to stworzyæ problemy zwi¹zane z interpretacj¹ wyników hybrydyzacji.
Niew¹tpliw¹ jednak korzyœci¹ mikromacierzy izoenergetycznych zawieraj¹cych krót-
kie modyfikowane pentanukleotydowe sondy jest ich zwiêkszona selektywnoœæ. Obec-
noœæ pojedynczego niesparowania w dupleksie hybrydyzacyjnym utworzonym przez
krótk¹ sondê wprowadza wzglêdnie znacznie wiêksze zmiany w jego trwa³oœci termo-
dynamicznej ni¿ w tym utworzonym przez d³ug¹ sondê oligonukleotydow¹. Ca³a bi-
blioteka to 1024 pentanukleotydy, jest ona zatem ma³a i ³atwa do przygotowania i roz-
powszechnienia w postaci mikromacierzy przez firmy komercyjne. Dodatkowo, ma³y
rozmiar biblioteki umo¿liwia przygotowanie mikromacierzy uniwersalnych czyli za-
wieraj¹cych wszystkie mo¿liwe sondy pentanukleotydowe. W konsekwencji nie wy-
maga to przygotowania ka¿dorazowo mikromacierzy dedykowanych okreœlonym RNA,
gdy¿ uniwersalne izoenergetyczne mikromacierze mog¹ byæ narzêdziem badania
struktury i oddzia³ywañ dowolnego RNA.
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3. Omówienie mapowania mikromacierzowego na przyk³adzie 5’
koñcowego fragmentu retrotranspozonowego RNA z Bombyx mori

Izoenergetyczne mikromacierze zosta³y u¿yte do badania struktury koñca 5’
otwartej ramki odczytu (ORF) R2 RNA z Bombyx mori (R2Bm 5’RNA) (20). Jest to 323-
-nukleotydowy, niedawno odkryty regulatorowy RNA, który wp³ywa na zmianê funk-
cji bia³ka R2 podczas retrotranspozycji. Ustalano, ¿e R2Bm 5’RNA decyduje o wi¹za-
niu DNA przez bia³ko R2 powy¿ej miejsca insercji i odpowiednio ustawia bia³ko R2
umo¿liwiaj¹c hydrolizê drugiej nici tego DNA (21). Mimo okreœlenia wa¿nej funkcji
biologicznej R2Bm 5’RNA, jego struktura nie by³a znana.

Izoenergetyczne mikromacierze dla R2Bm 5’RNA by³y z³o¿one z 232 specyficz-
nych sond, komplementarnych „krok po kroku” do sekwencji RNA, z czego 45 sond
posiada³o 2 miejsca wi¹zania, 7 sond trzy mo¿liwe miejsca wi¹zania w docelowym
RNA. £¹cznie sondy izoenergetyczne pokrywa³y 291 miejsc wi¹zania, co stanowi
91% wszystkich mo¿liwych miejsc wi¹zania dla pentanukleotydowych sond. Ze wzglê-
du na przewidywan¹ zbyt nisk¹ stabilnoœæ termodynamiczn¹ dupleksów hybrydyza-
cyjnych podczas konstrukcji mikromacierzy pominiêto 28 sond. Œrednia przewidy-
wana energia swobodna dla dupleksów hybrydyzacyjnych biblioteki izoenergetycz-
nej u¿ytej dla R2Bm 5’RNA wynosi³a –9,8 ± 1,2 kcal/mol czyli o 4,8 kcal/mol korzyst-
niej ni¿ œrednia wartoœæ energii swobodnej dupleksów hybrydyzacyjnych analogicz-
nej biblioteki z³o¿onej z niemodyfikowanych sond pentanukleotydowych.

Mikromacierze przygotowano na p³ytkach mikroskopowych pokrytych 2% aga-
roz¹, aktywowan¹ nadjodanem sodu. Sondy oligonukleotydowe posiada³y C6 ami-
nolinker na koñcu 5’, który umo¿liwia³ wi¹zanie chemiczne do aktywowanej agaro-
zy. Po naniesieniu sond i 4 godzinach inkubacji grupy aldehydowe by³y redukowane
za pomoc¹ wodorku borosodowego, nastêpnie p³ytki by³y p³ukane i suszone. Prze-
prowadzono hybrydyzacjê znakowanego radioaktywnie R2Bm 5’RNA na mikroma-
cierzach izoenergetycznych w wybranych warunkach: 1) 200 mM NaCl, 5 mM MgCl2,
10 mM Tris-HCl, pH 8 oraz 2) 1 M NaCl, 5 mM MgCl2, 10 mM Tris-HCl, pH 8. Hybry-
dyzacjê przeprowadzano w temperaturze pokojowej przez 18 godzin, nastêpnie mi-
kromacierz p³ukano i wirowano. Rezultat hybrydyzacji obserwowano przy u¿yciu
komputerowego skanera materia³ów znakowanych radioizotopowo (phosphorimager).
Wyniki analizowano nastêpnie w programie ImageQuant.

Rezultaty hybrydyzacji w temperaturze pokojowej w 200 mM NaCl, 5 mM MgCl2,
10 mM Tris-HCl pH 8 by³y wykorzystane do okreœlenia struktury drugorzêdowej R2Bm
5’RNA. Wybrane warunki gwarantowa³y dobr¹ specyficznoœæ, a jednoczeœnie by³y
u¿ywane w eksperymentach biologicznych z cz¹steczk¹ R2Bm 5’RNA. Sekwencje sil-
nie wi¹¿¹cych sond by³y poddawane analizie w programie RNAstructure pod k¹tem
alternatywnych miejsc wi¹zania. Na podstawie tej analizy i przewidywanej energii
wi¹zania do poszczególnych fragmentów R2Bm 5’RNA wybrano wyznaczniki (ang.
constraints), które po wprowadzeniu do programu RNAstructure pozwoli³y na wyge-
nerowanie struktury drugorzêdowej zgodnej z danymi mapowania mikromacierzo-
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wego. Wyznacznikami by³y œrodki komplementarnych fragmentów RNA silnie
wi¹¿¹cych sondy. Struktura drugorzêdowa R2Bm 5’RNA otrzymana na podstawie
mapowania mikromacierzowego zosta³a przedstawiona na rysunku 3.

Na pocz¹tkowym etapie badañ, w celu zweryfikowania otrzymanej struktury
i potwierdzenia u¿ytecznoœci metody mapowania za pomoc¹ mikromacierzy izo-
energetycznych, zastosowano tradycyjne mapowanie chemiczne. Stwierdzono, ¿e
wyniki mapowania chemicznego s¹ w zgodzie z zaproponowan¹ na podstawie ma-
powania mikromacierzowego struktur¹ drugorzêdow¹ R2Bm 5’RNA. Równie¿ wpro-
wadzenie do programu RNAstructure wyznaczników jednoczeœnie z mapowania mi-
kromacierzowego i chemicznego skutkowa³o w generowaniu tej samej struktury, co
po zastosowaniu jedynie wyznaczników mapowania mikromacierzowego. Jedynie
silne modyfikacje chemiczne zosta³y u¿yte jako wyznaczniki, jakkolwiek równie¿
po³o¿enie nukleotydów ulegaj¹cych œredniej modyfikacji podczas mapowania (z wy-
j¹tkiem modyfikacji w pozycji 127) by³o zgodne z przewidzian¹ struktur¹ R2Bm 5’RNA.

Niewielk¹ dostêpnoœæ do wi¹zania sond wykazuje rejon G50-G123, pomimo ¿e
przewidziana struktura posiada du¿¹ wewnêtrzn¹ pêtlê (po 5 nukleotydów z ka¿dej
strony). To samo dotyczy nukleotydów 94-98 bêd¹cych w pêtli. W badaniach NMR
fragmentu R2Bm 5’RNA pomiêdzy 50 a 123 nukleotydem dowiedziono mo¿liwoœci
alternatywnego pofa³dowania tego rejonu w pseudowêze³ pokazany na rysunku 3.

Zarówno mapowanie mikromacierzowe jak i chemiczne ukazuj¹ bardzo zwart¹
strukturê R2Bm 5’RNA. Przewidziane rejony pêtlowe s¹ potwierdzone przez siln¹
reaktywnoœæ G33, U34, A35, A36 i A37 oraz œredni¹ U285, G286, G287, G288 i U289
obserwowan¹ podczas mapowania chemicznego. Rejon od A182 to A200 jest rów-
nie¿ dostêpny dla mapowania chemicznego i wykazuje œredni¹ reaktywnoœæ.
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Rys. 3. Struktura drugorzêdowa R2Bm 5’RNA wygenerowana przez program RNAstructure z wyko-
rzystaniem wyznaczników z mapowania mikromacierzowego i chemicznego. Po lewej stronie fragment
R2Bm 5’RNA (pomiêdzy 50 a 123 nukleotydem), który tworzy strukturê pseudowêz³a.



4. Perspektywy wykorzystania mikromacierzy izoenergetycznych
do badania oddzia³ywañ i dynamiki struktury RNA

Na podstawie ogólnych zasad analizy struktury RNA za pomoc¹ mikromacierzy
przypuszcza siê, ¿e metoda mapowania mikromacierzowego mo¿e byæ tak¿e u¿y-
tecznym sposobem badania kompleksów RNA z innymi biomoleku³ami, zw³aszcza
takimi jak bia³ka, antybiotyki, oligosacharydy czy ró¿nego typu metabolity. Informa-
cji o fragmentach RNA uwik³anych w oddzia³ywania z biomoleku³ami mo¿na uzyskaæ
poprzez porównanie obrazu hybrydyzacji samego RNA i jego kompleksu z biomole-
ku³¹. Te fragmenty jednoniciowe RNA, które bior¹ udzia³ w tworzeniu kompleksu
nie bêd¹ hybrydyzowa³y do komplementarnych sond mikromacierzy. Przeprowa-
dzono pierwsze badania kompleksów RNA-bia³ko za pomoc¹ mapowania mikroma-
cierzowego. Dotyczy³y one kompleksów bia³ka opiekuñczego Hfq z regulatorowymi
OxyS i DsrA RNA z E. coli i wykazano, ¿e jest to bardzo obiecuj¹ca metoda badania
kompleksów.

Na przyk³adzie 5S rRNA z E. coli wykazano, ¿e mapowanie mikromacierzowe jest
skuteczne w odró¿nianiu dwóch konformerów tego RNA: A i B (12). Mikromacierze
izoenergetyczne mo¿na tak¿e wykorzystaæ do badania dynamizmu konformacyjne-
go RNA i wynikaj¹cych z tego zmian struktury RNA spowodowanych wi¹zaniem li-
gandów czy kationów metali dwuwartoœciowych.

5. Podsumowanie

Zaproponowano now¹ metodê badania struktury i oddzia³ywañ RNA, z wykorzy-
staniem mikromacierzy. Dla uproszczenia i optymalizacji tej metody wprowadzono
nowy typ mikromacierzy, opartych na krótkich, LNA modyfikowanych izoenerge-
tycznych sondach oligonukleotydowych. Izoenergetyczny charakter sond sprawia,
¿e trwa³oœæ termodynamiczna wszystkich dupleksów hybrydyzacyjnych jest bardzo
podobna, w konsekwencji jedynie obecnoœæ jednoniciowego fragmentu w badanym
RNA decyduje o hybrydyzacji. W przeprowadzonych badaniach struktury szeregu
cz¹steczek RNA wykazano, ¿e uzyskane wyniki s¹ zgodne z tymi z mapowania che-
micznego RNA. Czas prowadzenia mapowania mikromacierzowego, jego uniwersal-
noœæ i prostota sprawiaj¹, ¿e metoda ta mo¿e byæ alternatyw¹ metody mapowania
chemicznego czy enzymatycznego RNA.

Praca powsta³a w ramach realizacji projektów badawczych finansowanych przez MNiSW, granty
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