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ROZPRAWA DOKTORSKA

Oligonukleotydy antysensowe i ich nanostruktury skoniugowane z klastrami
boru; charakterystyka fizykochemiczna i biologiczna

STRESZCZENIE

Zgodnie z dostepnymi danymi epidemiologicznymi liczba pacjentow z chorobami
nowotworowymi stopniowo rosnie w skali globalne]. Najczesciej diagnozowane rodzaje raka
u ludzi to rak ptuc, skdry, piersi, jajnika, watroby, okreznicy i mézgu. Co ciekawe, wszystkie z
nich charakteryzujg sie wysokim stezeniem onkogenu kodujgcego receptor naskérkowego
czynnika wzrostu (EGFR). W organizmie ludzkim stymulowany EGFR przekazuje odpowiedz do
whnetrza komorki i uczestniczy w réznych procesach komérkowych, w tym w proliferacji
komarek, ich przezyciu, wzroscie i rozwoju. Nieprawidtowe funkcjonowanie onkogenu EGFR i
jego zwiekszona ekspresja majg kluczowe znaczenie w rozwoju nowotwordéw ztosliwych i ich
przerzutach do innych narzaddw organizmu. Dlatego rozwdj terapii genowych majgcych na
celu inhibicje ekspresji gendw odpowiedzialnych za rozwdj choroby jest pilng potrzeba

wyleczenia pacjentow z rakiem i poprawy jakosci ich zycia.

Moja rozprawa doktorska dotyczy dekorowanych klastrami boru oligonukleotydéw
antysensowych (B-ASO), zaréwno w ich postaci liniowej, jak i zawartych w nanostrukturach,
skierowanych na mRNA kodujgce biatko EGFR. B-ASO sg zaprojektowane tak, aby petnity
podwadjng role w terapii przeciwnowotworowej. Z jednej strony majg prowadzi¢ do obnizenia
poziomu ekspresji receptora EGFR, a tym samym hamowaé wzrost i rozwéj komédrek
nowotworowych. Z drugiej strony sg ,nosicielami” atomoéw boru potrzebnych w radioterapii

BCNT majacej na celu zabijanie komorek nowotworowych.

Pierwszym celem moich badan byto opracowanie testu podwdjnej fluorescencji opartego na
ekspresji plazmidu fuzyjnego kodujgcego gen biatka zielonej fluorescencji z genem EGFR oraz

plazmidu kodujacego biatko czerwonej fluorescencji (GFP-EGFR / RFP) (DFA). Wykorzystujac



DFA zbadatem aktywnos$¢ wyciszajgcg biblioteki liniowych modeli B-ASO ozdobionych trzema
réoznymi klastrami boru i wykazatem, ze testowane B-ASO s3 niezwykle aktywne jako
inhibitory ekspresji EGFR w komodrkach Hela. Co ciekawe, oligonukleotydy B-ASO
wielokrotnie modyfikowane resztami metalakarboranu (FESAN) skutecznie obnizaty poziom
EGFR, pomimo bogatej dekoracji klastrami boru. Ponadto, wolne klatki boru i te, wbudowane

w taiicuch ASO wykazujg silne powinowactwo do biatek i kwasow nukleinowych.

Nastepnie zaprojektowalismy specjalny dipod B-ASO (zsyntetyzowany przez nasz zespoét), w
ktorym klatka 1,2-dikarba-closo-dodekarboranu postuzyta jako platforma do koniugacji z
dwoma ni¢mi ASO ukierunkowanymi na gen EGFR. Odkrytem, ze taki dipod B-ASO anty-EGFR
jest w stanie tworzy¢ struktury wyzszego rzedu ze swoim komplementarnym odpowiednikiem
(B-anty-ASO). Analizy mikroskopowe AFM i cryo-TEM dostarczyty cennych informacji o
strukturze, ksztatcie i rozmiarze tych struktur wyzszego rzedu. Okazato sie, ze byty to
pierscieniowe nano-obiekty ztozone z fragmentéw DNA (ASO / anty-ASO) o tacznej liczbie od
44 do 176 par zasad. Nanostruktury wykazywaty zwiekszong stabilnos¢ nukleolityczng i
wysoka aktywnos¢ hamujgcg wobec EGFR zaréowno w modelu egzogennym DFA, testowanym
w 3 liniach komérek nowotworowych (A431, Hela, MCF-7), jak i w komdrkach A431

(endogenny poziom EGFR okre$lony metodg Western Blot).

Co ciekawe, nanostruktury nie indukowaty stanu zapalnego makrofagéw pozyskanych od
zdrowych dawcdéw, co jest korzystng witasciwoscia nosnikow boru. Analiza ICP MS
potwierdzita, ze nanostruktury sg w stanie dostarczy¢ wystarczajacy ilos¢ atomow boru do

komédrek A431, spetniajgc wymagania terapii BNCT.



