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Sposdb selekcji iflub wzbogacania RNA, czasteczka RNA oraz jej zastosowanie

Przedmiotem wynalazku jest sposob selekcji i/lub wzbogacania RNA, zwlaszcza w czasteczki
mRNA, z puli czasteczek RNA, czasteczka RNA wyselekcjonowana ifflub wzbogacona tym sposobem
jak rowniez jej zastosowanie.

Nowy sposéb selekcji iflub wzbogacania RNA wedtug wynalazku znajduje zastosowanie
w anatlizach molekularnych, sekwencjonowaniu i diagnostyce. Selekcja i wzbogacanie RNA moga
zostat wykorzystane, na przyklad, do przygotowywania bibliofek do wysokoprzepustowego
sekwencjonowania RNA (RNA-Seq) lub do wzbogacania materialu RNA do detekcji w testach
di_agnosiycznych opartych o RNA patogenu.

W przyblizeniu 80% catkowitego RNA w komérkach eukariotycznych stanowi rRNA, kolejne
15% stanowi tRNA. W komérkach prokariotycznych rRNA i tRNA stanowig > 97% catkowitego RNA.
W obu przypadkach, czgsteczki mRNA i innych niekodujgcych RNA stanowig mnigj niz 5%
catkowitego RNA.

Analizy molekularne, takie jak na przykiad wysokoprzepustowe sekwencjonowanie RNA czy
analizy diagnostyczne oparte na kwasach nukleinowych, w ktorych obiektem badania jest wylacznie
czest transkryptomu kodujaca biatka, wymagaja zatem wzbogacenia proby catkowitego RNA
w czgsteczki informacyjnego RNA (mRNA). Etap wzbogacenia préby RNA w mRNA jest kluczowy dla
efektywnosci analiz molekularnych. -

Wysokoprzepustowe sekwencjonowanie RNA, RNA-Seq, jest obecnie jedng z gidwnych
metod badania transkryptomow, w tym analizy ekspresji genow, badania alternatywnego skiadania
mRNA oraz modyfikacji potranskrypcyjnych. Przygotowanie bibliotek cDNA do sekwencjonowania
RNA-Seq, w szczegoinosci do sekwencjonowania nowej generacji (NGS, ang. Next Generation
Sequencing), dostosowane jest natomiast do tego jaka czes¢ transkryptomu ma zostaé poddana
analizie. W przypadku gdy badaniu podlega wylgcznie czesé transkryptomu kodujgca biatka, proba
catkowitego RNA powinna zostaé poddana selekcji w celu usunigcia wysokokopijinych RNA (rRNA
i tRNA). Etap ten jest niezbedny aby uzyskaé dobrej jakosci wynik sekwencjonowania.

Do znanych metod wzbogacania préby RNA w sekwencje kodujace nalezy, miedzy innymi,
usuwanie rRNA przy pomocy komercyjnych zestawoéw, takich jak na przykiad RiboMinus™
{ThermoFisher Scientific, Invitrogen), kidre wykorzystuja specyficzne gatunkows sondy do
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selektywnego wychwytu sekwencji rybosomalnego RNA. Do usuwania rRNA stosowane sg réwniez
inne zestawy dostepne komercyjnie, takie jak NEBNext® rRNA Depletion Kit (New England Bioclabs)
czy Ribo-Zero™ rRNA Removal Kits (Epicenter, Illumina). Zestawy te posiadajg jednak swoje
ograniczenia. Na przykiad, zestawy RiboMinus {Invitrogen) zawierajg sondy LNA (LNA, ang. Locked
Nucleic Acid) zaprojektowane tak aby selektywnie i wydajnie usuwa¢ rRNA docelowego organizmu.
Popularne zestawy komercyjne oferujg sondy kompatybilne z RNA izolowanym z komorek cztowieka,
myszy, szczura, drozdzy i bakteri. O ile mogg by¢ one stosowane dia prob catkowitego RNA
izolowanych z innych organizmoéw niz te, do ktdrych dedykowany jest dany zestaw, o tyle wydajnos¢
deplecji rRNA jest wowczas znacznie obnizona. Pozbycie si¢ rRNA z prob izolowanych z organizmoéw,
ktore nie sa modelowe, jest zatem trudne, diugotrwate i kosztowne, gdyz wymaga przeprowadzenia
kilku nastepujgcych po sobie rund deplecji. W literaturze naukowej opisano migdzy innymi znaczace
réznice w efektywnosci deplecji rRNA w zaleznosci od tego, kiéry z dedykowanych komercyjnych
zestawow zostat wykorzystany (w bibliotece pozostawato od 0,5% do 76% sekwencji mapujacych do
rRNA, Petrova et al. (2017), Scientific Reports, 7(41114)).

Poza powy2zszymi metodami, usuwanie rRNA i tRNA prowadzi sie przy pomocy
egzorybonukleaz, jak na przykiad egzonukleazy Terminator™ 5-Phosphate Dependent Exonuclease,
ktora selektywnie degraduje czasteczki z grupg monofosforanowg na koficu §' lub przy pomocy
RNazy H i oligonukleotydéw komplementarnych do sekwencji rRNA.

Niektére z obecnie stosowanych metod selekcji RNA bazujg na fakcie, ze czasteczki mRNA
moga posiadaé réznego rodzaju modyfikacje na kofcu 3’ i na kofcu §'. W przypadku mRNA
organizméw eukariotycznych, wiekszo$¢ czasteczek mRNA jest poliadenylowana przez dodanie serii
adenozyn do konca 3' (ogon poliA). Charakterystyczng modyfikacjg korca 5' mRNA u organizmow
eukariotycznych jest natomiast obecnosé tzw. kapu (czapeczki), tj. zmodyfikowanego nukleozydu,
7-metyloguanozyny, 5' m7G, przylaczonego wigzaniem 5-5' trojfosforanowym do pierwszego
nukleotydu czasteczki RNA na koficu 5'. W zalezno$ci od pochodzenia RNA, wyr6zni¢ mozna roznego
rodzaju modyfikacje konca 5, takie jak na przykiad Kap 0, Kap 1, Kap 2. Obecnos¢ Kap 0 jest
charakterystyczna dla mRNA nizszych organizméw eukariotycznych i roslin a Kap 1 i1 Kap 2 posiada
dodatkowe modyfikacje i wystepuje w mRNA wyzszych eukarionttw. mRNA organizmow
prokariotycznych zawiera grupe trojfosforanowa na koncu 5.

Jedng z metod bazujgcych na modyfikacji konca czgsteczki jest metoda selekcji
i wzbogacania RNA oparta na selektywnym wychwycie czgsteczek mRNA zawierajgcych ogon poliA
na koncu 3'. Wzbogacanie badanej préby w czagsteczki RNA poliadenylowane na koficu 3’ mozna
przeprowadzié przy uzyciu komercyjnie dostepnych zestawodw, takich jak na przyktad NEBNext®
Poly(A) mRNA Magnetic Isolation Module (New England Biolabs), Dynabeads™ mRNA Purification
Kit (Invitrogen) lub Seg-Star™ poly(A) mRNA lIsolation Kit (Arraystar Inc). Metoda ta ma jednak swoje
ograniczenia. Przeprowadzenie selekcji poliA nie daje gwarancji usunigcia z badanej proby
czasteczek wysokokopijnych RNA. W efekcie préba moze nadal zawiera¢ duze ilosci rRNA, ktore ze
wzgledu na obecnosé odcinkéw wewnetrznych powtérzen sekwencji poliA mogg ulec wzbogaceniu
wraz z frakcjg mRNA. Ze wzgledu na fakt, ze poliadenylacja korfica 3’ dotyczy wylgcznie mRNA
z komérek eukariotycznych jest to metoda, ktéra nie znajduje zastosowania dla prob izo!owénych
Z bakterii. Nalezy mie¢ réwniez na uwadze, ze nie wszystkie eukariotyczne mRNA
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s3 poliadenylowane. Ogona poliA nie zawierajg np. mRNA bialek histonowych, dla ktérych metoda ta
rowniez nie moze zostaé zastosowana.

W publikacji Blower et al. (2013), PLoS ONE 8(10):e77700 wykorzystano biatko elF4E, kiére
wigze mRNA ze strukturg Kap 0 na koncu &'. Uzycie elF4E do wigzania mRNA z kapem jest dosy€
oczywiste, gdyz jest to biatko dobrze znane ze wzgledu na udziat w procesie inicjacji transiaciji.
Metoda ta ma jednak swoje ograniczenia - wymaga metylacji w pozycji 7G (nukleotydu na koricu
kapu) do petnej wydajnosci wigzania. W przypadku, gdy metylacja ta nie jest obecna lub zostala
utracona (przez rozpad chemiczny lub modyfikacje enzymatyczne), elF4E nie rozpozna takiego RNA.
elF4E nie rozroznia metylacji 2’0 na pierwszych nukleotydach, czyli nie rozroznia Kap 0 od Kap 1
i Kap 2, zatem nie rozréznia RNA nizszych eukariontéw od RNA wyzszych eukariontéw. Ponadto, nie
rozpoznaje ppp na koncu 5' RNA, a zatem nie znajduje zastosowania dla préb izolowanych z bakterii.
.Dodatkowo, gen kodujgcy biatko elF4E ulega ekspresji konstytutywnej w komorkach a biatko
wystepuje w komorkach w normalnych warunkach, zatem metoda obarczona jest ryzykiem
wystapienia artefaktéw powstatych przez oddziatywanie bialek komorkowych z elF4E.

Choé istnieje obecnie wiele metod selekcji | wzbogacania proby RNA w sekwencje kodujace,
wszystkie te metody majg swoje ograniczenia, nie s dostatecznie wydajne, czesto ograniczone tylko
do dedykowanych gatunkdw, a takze diugotrwale i kosztowne gdyz wymagajg przeprowadzenia wielu
rund selekgji.

Istnieje zatem potrzeba opracowania metody selekcji i wzbogacania proby RNA w pozadany
typ czasteczek, zwlaszcza w mRNA, do zastosowari w biologii molekularnej i diagnostyce, ktora
bytaby wydajna, uniwersalna gatunkowo a takze stosunkowo fatwa i szybka do wykonania, a zatem
korzystna ekonomicznie.

Tworcy wynalazku nieoczekiwanie stwierdzili, ze do selekcji i wzbogacania proby RNA, dla
zastosowan w biologii molekularnej, mozna wykorzysta¢ biatka z rodziny biatek IFIT otrzymujac
metode, ktora jest uniwersalna, szybka, oparta na prostych technikach laboratoryjnych, a takze
korzystna ekonomicznie.

Biatka IFIT (IFIT, ang. Interferon-induced proteins with tetratricopeptide repeats) wytwarzane
s3 w organizmie cziowieka w odpowiedzi na infekcje wirusowa. Geny kodujgce biatka IFIT ulegaja
ekspresji indukowanej interferonem w przebiegu stanow zapalnych wywotanych patogenem
wirusowym. Zatem bialtka IFIT nalezg do wrodzonego uktadu odpornos$ciowego a ich rola polega na
wychwytywaniu i blokowaniu translacji wirusowego RNA hamujgc w ten sposob namnazanie wirusa
w komérkach. Dotychczas scharakteryzowano cztery ludzkie biatka IFIT, w tym IFIT1 (znane rowniez
jako ISG56), IFIT2 (ISG54), IFIT3 (ISG60) oraz IFITS (ISG58).

Nieoczekiwanie okazato sie, ze biatka IFIT mogg zosta¢ z powodzeniem wykorzystane
w sposcbie selekcji | wzbogacania RNA dla zastosowan w biologii molekularnej, wedtug wynalazku.
O ile naturalnym celem dziatania bialek IFIT w organizmie czlowieka jest wirusowy RNA, tak metoda
wedtug wynalazku bazujaca na biatkach IFIT wychodzi szeroko poza naturaine czy sztuczne ligandy
RNA i proponuje wykorzystanie biatek IFIT celowo do selekcji i wzbogacania takze innych RNA,
réwniez z organizmow takich jak bakterie czy nizsze eukarionty takie jak na przykiad drozdze, ktére
nie sg naturalnymi celami dziatania IFIT.
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Przedmiotem wynalazku jest sposéb selekcji iflub wzbogacania RNA, zwlaszcza w czgsteczki
mRNA, z puli czasteczek RNA, obejmujacy etap, w ktérym inkubuje sie probke zawierajgcg pule
czasteczek RNA z biatkiem wigzgcym RNA do utworzenia komplekséw RNA-biatko wigzace RNA,
ktory to sposob charakteryzuje sie tym, ze jako biatko wigzgce RNA stosuje sig biatko z rodziny biatek
IFIT lub jego funkcjonalne warianty, homologi lub mutanty.

Korzystnie, w sposobie wediug wynalazku, biatkiem z rodziny biatek IFIT jest biatko
zawierajgce region powtorzen tetratrikopeptydowych TPR oraz strukturalny motyw o sekwenciji
aminokwasowej CHFXW, gdzie x oznacza T lub N lub inny aminokwas, wystepujacy w skrecie
helikalnym w petli miedzy alfa-helisami. Region powtérie:’a TPR jak i motyw CHFxW
sg charakterystyczne dla rodziny biatek IFIT, przy czym motyw CHFxW jest jednym z najbardziej
konserwowanych motywow wéréd homologéw IFIT, o ktérym wiadomo, 2e jest niezbedny dla
podtrzymania struktury biatka (mutacje w obrebie tego motywu powoduja niestabilnos¢ biatka).

Korzystnie, biatkiem z rodziny bialek IFIT jest biatko zawierajgce sekwencje aminokwasows,
ktora jest co najmniej w 20% identyczna z sekwencjg aminokwasowg ludzkiego biatka IFIT1
przedstawiong jako SEQ ID NO:1, lub jej funkcjonainy fragment. Rownie korzystnie, w sposobie
wedtug wynalazku.- biatkiem z rodziny biatek IFIT jest biatko zawierajace sekwencje aminokwasowa,
‘ktéra jest co najmniej w 20% identyczna z sekwencjg aminokwasowa ludzkiego biatka IFITS
przedstawiong jako SEQ ID NG:2, lub jej funkcjonalny fragment.

Najbardziej korzystnie, w sposobie wedlug wynalazku, biatko z rodziny biatek IFIT stanowi
ludzkie biatko IFIT1 o sekwencji aminokwasowej przedstawionej jako SEQ 1D NO:1 iflub ludzkie biatko
IFITS o sekwenciji aminokwasowej przedstawionej jako SEQ ID NO:2, lub ich mutanty.

Korzystnie, w sposobie wediug wynalazku, biatko z rodziny biatek IFIT stanowi funkcjonalny
wariant biatka IFIT1 iflub biatka IFIT5 z organizmu innego niz ludzki, lub ich mutanty.

W sposobie wedlug wynalazku korzystnie jest gdy biatko IFIT1 ilub biatko IFITS stanowi
biatko rekombinowane, ktdre dodatkowo moze zawiera¢ metke oligohistydynows, Strep-tag,
One-Strep lub inne elementy do oczyszczania lub unieruchamiania biatka oraz opcjonalnie miejsce
ciecia dla proteazy pomiedzy metkg a biatkiem do usuwania metki oraz opcjonalnie metke SUMO lub
inne domeny poprawiajace rozpuszczalno$é lub stabilnose biatka.

Rekombinowane biatko IFIT1 ilub IFITS moze byé stosowane, zgodnie z wynalazkiem,
wpostaci wolnej lub, opcjonalnie, w postaci zwigzanej z czagsteczkg reporterowg, taka jak
wyznakowana czgsteczka RNA, ktéra wspéizawodniczy z pulg czgsteczek RNA o wiazanie z biatkiem
IFIT1 ilub IFIT5. Jesli w probce zawierajgcej pule czgsteczek RNA obecne sa czasteczki RNA, ktore
biatko IFIT wigze lepiej niz czagsteczke reporterowa, to czasteczka reporterowa ulega uwolnieniu,
a docelowa czgsteczka RNA zwigzaniu. Wowczas obecnos¢ wolnej czasteczki reporterowej bedzie
Swiadczy¢ o obecnosci w probce interesujacego nas RNA. Uwolniona czasteczka reporterowa, taka
jak wyznakowana czgsteczka RNA, moze dawaé sygnat fluorescencyjny, ktory w kompleksie
z biatkiemm nie mogt zosta¢ wykryty, bo ulegat wygaszeniu, na przykiad za pomocg quenchera
umieszczonego na biatku.
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Korzystnie, sposdb wedlug wynalazku charakteryzuje sig tym, Zze oprocz etapu, w ktorym
inkubuje sie probke zawierajaca pule czasteczek RNA z biatkiem wigzacym RNA do utworzenia
komplekséw RNA-biatko wigzace RNA, sposob dodatkowo zawiera etapy, w kiorych:

wytwarza sie biatko wigzace RNA w bakteryjnych systemach nadekspresji biatek,
oczyszcza si¢ biatko wiazace RNA,

c. przygotowuje sie bialko wigzace RNA w postaci wolnej lub, opcjonalnie, w postaci
zZwigzanej z czasteczkg reporterowa,

d. unieruchamia sie biatko wigzgce RNA na zloczu przed etapem inkubacji z RNA lub,
opcjonalnie, unieruchamia sig biatko wigzace RNA na ztoZu po etapie inkubacii z RNA
w postaci kompleksdw RNA-biatko wigzace RNA,

e. po inkubacji prébki zawierajgcej pule czgsteczek RNA z biatkiem wigzgcym RNA,
odpiukuje sie niezwigzane czasteczki RNA i, opcjonalnie, uwolniong czgsteczke
reporterowa,

f. opcjonalnie, uwalnia sie RNA z kompleksow RNA-biatko wigzgce RNA,

g. wykrywa sie wyselekcjonowane i/lub wzbogacone czgsteczki RNA, w postaci
uwolnionych czasteczek RNA lub w postaci komplekséw RNA-biatko wigzgce RNA.

Zgodnie z wynalazkiem, biatko wigzace RNA korzystnie wylwarza sie¢ w postaci
rekombinowanej, w bakteriach Escherichia coli lub w innych dogodnych bakteryjnych systemach
nadekspresji biatek. Oczyszczanie biatka wigzacego RNA korzystnie prowadzi sie za pomoca
chromatografii powinowactwa iflub filtracji Zelowej lub innej dogodnej metody. Korzystnie,
do unieruchamiania biatka wigzacego RNA lub komplekséw RNA-biatko wiazgce RNA stosuje sie
zloze niklowe lub inne dogodne zloZze. Uwalnianie RNA z komplekséw korzystnie prowadzi sig
poprzez trawienie biatka proteinazg K Jub za pomocyg ekstrakcji fenolem i chloroformem lub innej
dogodnej metody, przy czym uwalnianie RNA z kompleksow jest opcjonalne. Nie ma koniecznoSci
uwalniania RNA z kompleksow przed detekcjg, wowczas RNA wykrywa sie w postaci kompleksow z
biatkiem. Wykrywanie wyselekcjonowanych i/lub wzbogaconych czgsteczek RNA korzystnie prowadzi
sie przez odwrotng transkrypcje i amplifkacje kwasow nukieinowych, RT-PCR, lub wigzanie
wyznakowanej sondy do RNA, lub inng dogodng metoda, lub, opcjoﬁalnie stwierdza sie na podstawie
obecnosci uwolnionegj czgsteczki reporterowe;.

Do przeprowadzenia wszystkich powyzszych etapow sposcbu wediug wynalazku stosowacd
mozna dowolne dogodne metody znane w dziedzinie.

Korzystnie, sposéb wedlug wynalazku charakteryzuje sie tym, 2e czasteczki RNA
wyselekcjonowane iflub wzbogacone tym sposobem stanowig czasteczki RNA, zwlaszcza mRNA,
ze strukturg Kap O lub z grupg tréjfosforanowa na 5 konicu, przy czym struktura Kap 0 moze
obejmowac¢ m7Gppp i/lub jego formy réznigce sie metylacjg, takie jak Gppp. Ponadto, sposob wedtug
wynalazku charakieryzuje sie tym, ze czgsteczki RNA wyselekcjonowane iflub wzbogacone tym
sposobem stanowig czagsteczki RNA, zwitaszcza mRNA, ktére zawierajg region co najmniej 4
niesparowanych nukleotyddéw na 5" koricu. Wynika to z faktu, ze wiazanie biatek IFIT do RNA nie jest
zalezne od sekwencji a raczej od dostepnosci pierwszych kilku nukleotyddw. Dzieki denaturacji
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termicznej RNA wszystkie 5' konce mogg zostaé uwolnione ze struktury drugorzedowej i stac sig
dostepne dla biatek.

Korzystnie, sposob wedtug wynalazku charakteryzuje sig¢ rowniez tym, ze wyselekcjonowane
ilub wzbogacone czasteczki RNA stanowig czasteczki RNA, zwlaszcza mRNA, wirusow, bakterii,
grzybéw, pierwotniakow, bezkregowcow iflub roslin, lub mtRNA kregowcow, lub RNA bedacy stanem
posrednim w procesie dojrzewania RNA. Sposéb moze byé z powodzeniem stosowany bez
ograniczen gatunkowych, ale z wyraznym podziatem na nizsze organizmy eukariotyczne i rosliny,
ktérych mRNA zawierajg Kap 0 rozpoznawany przez biatko IFIT1, oraz bakterie, kiorych mRNA
zawierajg grupe trojfosforanowa na koricu 5' rozpoznawang przez biatko IFITS. IFIT1 specyficznie
i selektywnie wigze RNA ze strukturg Kap O na koticu §'. IFITS specyficznie i selektywnie wigze RNA
ze strukturg ppp na koncu 5', dzieki czemu rozpoznaje mRNA bakterii.

Zatem spos6b wediug wynalazku umozliwia selekcje i wzbogacanie RNA, zwlaszcza
w czasteczki mRNA, o pozadanej charakterystyce kofica 5' czasteczki RNA, tj. RNA ze strukturg Kap
0 i/lub grupa tréjfosforanowa na korncu 5, z puli czasteczek RNA. Nowy sposob selekcji | wzbogacania
RNA wedtug wynalazku wykorzystuje wiasciwosci biatek IFIT, ktére specyficznie wigzg czasteczki
RNA z odpowiednio zmodyfikowanym 5 koricem. Udowodniono, ze biatko IFIT1, umieszczone
w mieszaninie syntetycznych czasteczek RNA o réznych konicach 5' (OH, P, ppp, Kap 0), specyficznie
wigze RNA ze strukturg Kap 0, natomiast biatko IFITS specyficznie wigze RNA zawierajace grupe
trojfosforanowa (ppp) na koricu 5.

Odpowiednio, w sposobie wediug wynalazku stosuje sig¢ biatko IFIT1 do wzbogacania proby
RNA w czgsteczki ze strukturg Kap 0 (m7Gppp lub Gppp), do ktérych nalezg mRNA, snRNA oraz inne
niekodujgce RNA nizszych organizméw eukariotycznych oraz roélin, a takze biatko IFITS do
wzbogacania proby RNA w czasteczki z grupa trdjfosforanowg (ppp) na koncu &', do ktorych naleza
bakteryjne mRNA i nigktdre sRNA.

Metodag RT-gPCR pokazano rowniez wzbogacenie niekiorych RNA z puli catkowitego
komoérkowego RNA przy uzyciu ludzkich bialek IFIT: wzbogacone zostaty niektore mRNA drozdzowe
(ktére majg koniec Kap 0) przez pulldown na {FIT1 oraz bakteryjne sSRNA i mRNA (kibre zawierajg
5-ppp) przez pulldown na IFIT5. Zatem uzycie biatek IFIT moze pozwoli¢ na izolacjge lub wzbogacenie
czasteczek RNA o pozadanej charakterystyce 5' korica. Czasteczki RNA zwigzane z IFIT1 i IFITS
mogq zostaé uwolnione z komplekséw z biatkami i poddane dalszemu badaniu np. poprzez rozdziat
elektroforetyczny, RT-gPCR Iub sekwencjonowanie.

Przedmiotem wynalazku jest ponadto czgsteczka RNA wyselekcjonowana i/lub wzbogacona
sposobem wediug wynalazku. Korzystnie, stanowi jg czasteczka RNA, zwiaszcza mRNA, ze strukturg
Kap 0 lub z grupa tréjfosforanowa na §' koricu, przy czym struktura Kap O obejmuje m7Gppp iflub jego
formy réznigce sie metylacja, takie jak Gppp. Korzystnie, czgsteczka RNA wedtug wynalazku zawiera
region co najmniej 4 niesparowanych nukleotydéw na 5’ korncu, co czyni ja dostepng dla biatek IFIT.

Korzystnie, czasteczke RNA wyselekcjonowang iflub wzbogacona sposobem wedtug
wynalazku stanowi czasteczka RNA, zwlaszcza mRNA, wirusow, bakterii, grzybéw, pierwotniakow,
bezkregowcow iflub roslin, lub MtRNA kregowcow, lub RNA bedacy stanem posrednim w procesie
dojrzewania RNA, przy czym wyrazny jest tu podziat, ze mRNA nizszych organizmow eukariotycznych
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i roslin, ktory zawiera Kap O bedzie wiazany przez biatko IFIT1, natomiast mRNA bakterii, ktory
zawiera grupe trojfosforanowa na koncu 5 bedzie wigzany przez biatko IFITS.

Przedmiotem wynalazku jest réwniez zastosowanie czasteczki RNA wyselekcjonowane] iflub
wzbogaconej sposobem wediug wynalazku do detekcji w testach diagnostycznych opartych o RNA
patogenu. Korzystnie, w zastosowaniu tym RNA patogenu stanowi RNA wiruséw, bakterii, grzybow,
pierwotniakow i/lub bezkregowcow a detekcje czasteczki RNA patogenu prowadzi sig przez odwrotng
transkrypcje i amplifikacje kwaséw nukieinowych, RT-PCR, lub wigzanie wyznakowanej sondy do
RNA patogenu, lub inng dogodng metods, lub, opcjonalnie stwierdza si¢ na podstawie obecnosci
uwolnionej czasteczki reporterowe;.

Odpowiednio, sposéb wedlug wynalazku mozna stosowa¢ do wzbogacania RNA patogenu
w probkach pobranych od pacjentdéw z podejrzeniem zakazenia, w celu wykrywania obecnosci
bakterii, wiruséw, drozdzy lub pasozytéw. Wzbogacenie RNA patogenu w badanej probce, jeszcze
przed zastosowaniem metod detekcji RNA, znacznie zwigksza czutos¢ i selektywnos¢ testow
diagnostycznych opartych o RNA patogenu.

Przedmiotem wynalazku jest ponadto zastosowanie czgsteczki RNA wyselekcjonowanej i/lub
wzbogaconej sposobem wedtug wynalazku do przygotowania bibliotek cDNA do sekwencjonowania
RNA lub do przygotowania prob do bezposredniego sekwencjonowania RNA, a korzystnie do
wysokoprzepustowego sekwencjonowania RNA, zwiaszcza sekwencjonowania NGS.

Sposéb selekcji i wzbogacania RNA wediug wynalazku umozliwia przygotowanie bibliotek
cDNA do sekwencjonowania nowej generacji RNA-Seq., na bazie puli RNA wzbogaconej w czasteczki
mRNA (o odpowiednio zmodyfikowanym koricu 5', czyli ppp np. u bakterii oraz Kap 0 np. u drozdzy),
atym samym pozwala na pozbycie sie z badanej proby czasteczek RNA z innymi
(nierozpoznawanymi przez dane biatko IFIT) grupami na koncach 5, w tym rybosomainego
i transportujgcego RNA (rRNA i tRNA), ktére zazwyczaj utrudniajg procedure RNA-Seq. Zatem,
spos6éb wediug wynalazku mozna z powodzeniem stosowaé do wzbogacenia bibliotek do RNA-Seq
w doswiadczeniach majgcych na celu m.in. analize frakcji transkryptomu, ktéra odpowiedzialna jest za
kodowanie biatek. Biblioteki NGS przygotowane sposobem wediug wynalazku s3 znaczaco
wzbogacone, przede wszystkim, w sekwencje kodujace bialka ale takze w sekwencje czasteczek,
ktére maja odpowiednio -zmodyfikowane korice 5 i zazwyczaj wystepuja w komaorkach w znikomych
ilosciach, np. regulatorowe RNA.

Mozliwe jest znalezienie takze dodatkowych zastosowan dla biatek IFIT w innych procedurach
biologii molekularnej, na przykiad do identyfikacji tozsamosci grupy na &' koficu w przypadku RNA
w organizmach mniej poznanych pod wzgledem metabolizmu RNA. Zatem, dodatkowo, wykorzystanie
biatek IFIT w sposobie selekcji 1 wzbogacania proby RNA bedzie mialo znaczenie poznawcze,
ze wzgiedu na fakt, ze stan koricow 5 dla niektorych RNA (np. regulatorowych) nie zostat jeszcze
poznany. W takich przypadkach wzbogacenie bibliotek NGS w dane sekwencje bedzie rowniez
informacig o zaistniatej modyfikacji ich korica 5.

Spos6b selekgji | wzbogacania proby RNA wedtug wynalazku jest uniwersalny, szybki, oparty
na prostych technikach laboratoryinych, a takze korzystny ekonomicznie.
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Spos6b wediug wynalazku jest uniwersalny i powtarzalny dla wiekszosci organizméw nizszych
eukariontow, wszystkich bakterii oraz niektorych wirusdw. Sposob moze by¢ z powodzeniem
stosowany bez ograniczeh gatunkowych, ale z wyraznym podzialem na nizsze organizmy
eukariotyczne i rogliny, ktorych mRNA zawierajg Kap 0 rozpoznawany przez bialkko IFIT1,
oraz bakterie, ktérych mRNA zawierajg grupe tréjfosforanowa na koricu 5’ rozpoznawang przez biatko
IFIT5. IFIT1 specyficznie i selektywnie wigze RNA ze strukturg Kap 0 na koncu 5. Rozroznia
metylacije 2’0 na pierwszych nukleotydach, czyli rozréznia Kap 0 od Kap 1 i Kap 2, dzigki czemu
rozpoznaje mMRNA nizszych eukariontow craz roslin. IFITS specyficznie i selektywnie wigze RNA
ze strukturg ppp na konicu 5', dzieki czemu rozpoznaje mRNA bakterii. Biatka IFIT nie wigzg
czasteczek, ktorych koniec 5 zawiera grupe monofosforanowg (np. rRNA, tRNA) lub —OH (produkty
rozpadu RNA, np. produkty autokatalizy RNA lub rozpadu zwigzanego z preparatykg podczas izolacii).
Przeprowadzona z ich uzyciem selekcja bedzie niezalezna od sekwencji nukleotydowej RNA.
Ponadto, z uwagi na fakt, ze Kap 0 dodawany jest do czasteczek mRNA kotranskrypcyinie
i w pierwszej kolejno$ci podczas procesu dojrzewania RNA, w puli wigzanych przez IFIT1 czgsteczek
powinny znalez¢ sie zaréwno dojrzate mRNA, jak réwniez czagsteczki prekursorowe informacyjnego
RNA (pre-mRNA) na roznych etapach procesowania {ang. splicing). Zatem, spos6b wedtug wynalazku
moze byé z powodzeniem stosowany dla gatunkéw, ktére nie s3 modelowe i w przypadku ktérych nie
ma mozliwosci zastosowania dedykowanych komercyjnych zestawow do usuwania rRNA
Proponowane rozwiazanie moze by¢ stosowane zamiennie badZz razem z innymi metodami
wzbogacania proby RNA w mRNA.

Ponadto, sposdb wedlug wynalazku jest metodg szybkg i korzystng ekonomicznie, a jego
wykonanie jest stosunkowo proste. Selekcja i wzbogacanie préby RNA trwa do kilku godzin i nie
wymaga specjalistycznego sprzetu laboratoryjnego, wykorzystuje proste techniki laboratoryjne
i urzadzenia bedace standardowym wyposazeniem wigkszosci laboratoridw. Co istotne, procedura nie
wprowadza modyfikacjii RNA. Fakt, 2e biatkka IFIT nie wystepujg w normalnych warunkach
w komorkach, a jedynie u kregowedw i w warunkach indukowanych infekcjg wirusowg lub indukcig
stanu zapa|nego, moze dawacé dodatkowg przewage nad innymi metodami w postaci mniejszego
ryzyka artefaktow powstalych przez oddziatywanie biatek komérkowych z IFIT. Dodatkowo, zalets -
biatek IFIT jest {atwa, szybka i wydajna nadprodukcjia w bakteryjnych systemach ekspresji biatek.
Na N-koficach bialek IFIT umieszczane sg znaczniki, kidre mogg byé wykorzystane w celu
oznakowania lub unieruchamiania biatek IFIT na ziozach i nie wplywajg na ich aktywnosé. Biatka (FIT
sg stosunkowo mate (IFIT1 56 kDa, IFITS 58 kDa), stabilne {moga by¢ bezpiecznie przechowywane
diugookresowo w temperaturze — 20 °C lub — 80 °C oraz krotkookresowo w temperaturze 4°C} oraz
podatne na inzynierie. Nie wykazuja aktywnosci enzymatycznej zwigzanej np. 2 modyfikowaniem czy
fragmentacja RNA, co oznacza, 2e zwigzane z nimi RNA mozna z fatwoscig odzyskac | wykorzystac
w kolejnych procedurach, na przyklad do amplifikacji i sekwencjonowania. Nie wymagajg rowniez
labilnych kofaktoréw takich jak ATP.
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Wynalazek zostat zilustrowany na rysunku, na ktorym:

Fig. 1 przedstawia schemat sposobu wedtug wynalazku ilustrujgcy selekcjg i wzbogacanie czasteczek
RNA z odpowiednig modyfikacja korica 5’ za pomoca biatka rhiFIT1 (A) oraz rhIFITS (B) .
Biatka sg unieruchamiane na zlozu niklowym, nastepnie umieszczane w mieszaninie
czasteczek RNA z réznymi koncami 5. Po odmyciu niezwigzanych czasteczek RNA,
kompleksy rhIFIT1 z 5Kap 0-RNA i rhIFITS z 5ppp-RNA s3g rozbijane a czasteczki RNA
uwolnicne z kompleksow oczyszczane i analizowane.

Fig. 2 przedstawia obrazy po rozdziale RNA w Zzelu poliakrylamidowym mieszaniny syntetycznych
czgsteczek RNA o roznych korficach §' oraz czgsteczek RNA uwolnionych z kompleksow
z biatkiem IFIT1 (A) lub IFITS (B) po do$wiadczeniu typu pull-down {préba badana
~HFITHRNA" i negatywna proba kontrolna —IFIT+RNA™. M — marker wielkosci, PAA — Zel
poliakrylamidowy o danej zawartosci poliakrylamidu.

Fig. 3 przedstawia wykresy wzbogacenia wybranych mRNA z drozdzy Saccharomyces cerevisiae
po reakeji pull-down z rhiFIT1 wzgledem 185 rRNA. Wyniki RT-qPCR analizowano metoda
wzglednej kwantyfikacji, Actt - aktyna 1, Tdh3 - dehydrogenaza aidehydu
3-fosfoglicerynowego, RPS26A — komponent malej jednostki rybosomainej 40S, GCN4 — bialko
generainej kontroli 4.

Fig. 4 przedstawia wykresy wzbogacenia wybranych RNA z bakterii Listeria monocytogenes
po reakcji pull-down z IFITS. A) Wzgledem 16S rRNA; B) Wzgledem 23S rRNA. C) wzrost
wartosci Cq oznacza mniejsze ilosci rRNA w prébkach poddanych pulldown z IFITS
(np. ré2nica Cq réwna 1 oznacza dwukrotny spadek ilosci RNA).

Fig. 5 przedstawia obraz po rozdziale RNA w zelu poliakrylamidowym mieszaniny syntetycznych
czasteczek RNA o roznych konhcach 5' oraz czgsteczek RNA uwolnionych z kompleksow
Z biatkiem rriFIT1 po doswiadczeniu typu pull-down (préba badana +IFIT+RNA, M - marker
wielkosci.

Fig. 6 przedstawia poréwnanie i okreslenie % identycznosci sekwencji aminowasowej homologow
biatka IFIT5 u roznych gatunkéw zwierzat. Zestawione zostaly Wybrane wyniki przeszukiwania
bazy sekwencji biatkowych NCBI algorytmem BLAST-P przy uzyciu sekwencji hIFITS (SEQ ID
NQO:2). Podane sg parametry dla wybranych sekwenciji homologéw ludzkich (H), kréliczych (R),
z&wich (T), rybich (F) oraz bezkregowcdéw (N). Biatka oznaczone (*) w ostatniej rubryce
sg najprawdopodobniej biatkami z powtorzeniami TPR, kidre nie sg strukturalnymi
i funkcjonalnymi homologami IFIT, gdy2 nie zawierajg motywu CHFxXW (Fig. 7).

Fig. 7 przedstawia uliniowienie wybranych homologbw biatek IFIT w rejonie konserwowanego motywu
strukturalnego CHFTW. H, sekwencje ludzkich bialek, F, sekwencje rybich bialek,
N* sekwencje biatek bezkregowcow najprawdopodobniej niebedacych  strukturalnymi
i funkcjonalnymi odpowiednikami biatek IFIT.

Fig. 8 przedstawia obraz rozdziatu podeczas elekiroforezy kapilarne] w urzgdzeniu Bioanalyzer, Agilent
czgsteczek RNA uzyskanych po doswiadczeniach typu pull-down opisanych w Przykiadzie 2
(A) i Przykiadzie 3 (B).
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Wynalazek zostat szczegdlowo przedstawiony w przyktadach wykonania zamieszczonych
ponizej. Przykiady wykonania nie ograniczajg zakresu wynaiazku.

Przykiady wykonania
Przykiad 1

Sposéb selekcji i/lub wzhogacania RNA w czasteczki RNA ze strukturg Kap 0 na koticu §’
i w czasteczki RNA z grupa tréjfosforanowa na koricu 5, z puli syntetycznych czasteczek RNA
o roznych koricach &

W sposobie selekcji i wzbogacania RNA wykorzystano rekombinowane ludzkie biatko I1FIT1
(rhiFIT1Y o SEQ ID NO:1 oraz rekombinowane ludzkie biatko IFITS (rhIFIT5) o sekwencji
SEQ 1D NO:2, oba w postaci fuzji z metka histydynows (His-tag).

Biatka rhIFIT1 i rhiFITS otrzymano w bakteryjnym systemie nadekspresji bialek przy uzyciu
standardowych technik, wykorzystujac szczep Escherichia coli BL21-CodonPlus (DE3)-RIL. Plazmid
z sekwencjg kodujacg biatko rhiFIT1 lub rhIFITS wprowadzano do komdérek bakteryjnych metoda
szoku cieplnego, nastepnie selekcjonowano klony bakteryjne, ktore pobraty wprowadzany materiat
genetyczny poprzez hodowle na ziozach selekcyjnych LB z antybiotykami. Produkcje biatek
indukowano po osiggnieciu przez hodowle bakteryjing ODsoo 0.6 poprzez dodanie izopropylo-B-D-
galaktopiranozydu (IPTG) do koncowego stezenia 0.5 mM. Po zaindukowaniu produkcji biatka,
hodowle bakterii kontynuowano przez noc (ckolo 16 godzin) w temperaturze 25°C wytrzasajac
z predkoscig 1200 - 1600 rpm. Po zakornczonej hodowli bakterie zwirowano (4000 rpm, 20 min. 4°C),
usunieto nadsacz, a pozostaly osad zawieszono w buforze lizujgcym (50 mM Tris pH 7.5, 0.5 M NaCl,
20 mM imidazol, 10% glicerol, 0.5 mM TCEP), do kidrego dodano inhibitor proteaz oraz lizozym
(Sigma). Zawiesine bakterii poddano sonikacji {rozbijaniu ultradéwigekami), a nastepnie odwirowano
(20000 rpm, 40 min. 4°C) i zebrano klarowny lizat bakteryjny zawierajacy m.in. rozpuszczaine biatka
IFIT wyprodukowane w komorkach bakterii.

Biatka IFIT oczyszczono za pomocg chromatografii powinowactwa oraz filtracji Zelowej. W tym
celu lizat bakteryjny przepuszczano przez kolumng HisTrap HP crude {(GE Healthcare Life Sciences).
Biatko rhIFIT1 lub rhIFITS eluowano z kolumny w gradiencie buforu z wysokg zawartoscig imidazoiu
(50 mM Tris pH 7.5, 0.5 M NaCl, 500 mM imidazol, 10% glicerol, 0.5 mM TCEP). taczono zebrane
frakcje zawierajgce oczyszczane biatko. Probe rozcieficzano 5x w buforze zawierajgcym 50 mM Tris
pH 7.5, 10% glicerol, 0.5 mM TCEP i przepuszczano przez kolumne HiTrap Heparin HP
(GE Healthcare Life Sciences) zrownowazong buforem heparinA (50 mM Tris pH 7.5, 100 mM NaCl,
10% glicerol, 0.5 mM TCEP). Biatko rhIFIT1 lub rhIFITS eluowano z kolumny heparynowej
w gradiencie buforu heparinB z wysoka zawarto$cig soli (50 mM Tris pH 7.5, 1 M NaCl, 10% glicero!,
0.5 mM TCEP). tgczono zebrane frakcje zawierajgce oczyszczane biatko. Probe zageszczano
do objetosci 1 ml uzywajgc filtrbw membranowych (Vivaspin 20, Sartorius) i przepuszczano przez
kolumne Superdex 200 Increase (GE Healthcare Life Sciences) w buforze SEC (50 mM Tris pH 7.5,
150 mM NaCli, 5% glicerol, 0.5 mM TCEP). Oczyszczone w ten sposéb biatka rhIFIT przechowywano
w temperaturze 4°C przez kitkka dni lub zamrazano w strumieniu cieklego azotu i przechowywano
w temperaturze -80°C.



11

Biatka rhIFIT1 oraz rhIFIT5 wykorzystano nastepnie do do$wiadczen typu pull-down, ktére
rozpoczeto od unieruchomienia biatka do ztoza nikiowego Ni Sepharose 6 Fast Flow (GE Healthcare).
W tym celu 10 pi ztoza przenoszono do probowki typu eppendorf, przemywano 1 mi wody wolnej od
RNaz, a nastepnie 1 ml buforu wigzacego {BB, ang. Binding Buffer) o skiadzie: 50 mM Tris pH 7.5,
150 mM NaCl, 1 mM DTT, 5 mM imidazol, 3 mM MgCI2, 0.01% Tween 20, kazdorazowo wirujac
z predkoscig 100 rpm, 4°C, przez 1 min. i usuwajac nadsacz. Do przygotowanego ztoza dodawano
1 mi buforu BB i 2 pg (35 pmoti) biatka rhiFIT1 lub rhIFITS. Prébg inkubowano przez 30 min.
w temperaturze 4°C, delikatnie mieszajgc. Po zwiazaniu biatka do zloza prébe wirowano jak
poprzednio, zloze przemywano 1 ml buforu BB i ponownie odwirowywano.

Do zioza dodawano 1 ml mieszaniny zawierajacej bufor BB, okoto 10 ug RNA i poly(didC)
(ang. Poly(deoxyinosinic-deoxycytidylic) acid sodium salt, Sigma) w stezeniu koricowym 2 pg/mil.
Wigzanie biatka z RNA prowadzono przez 60 min. w temperaturze 4°C, delikatnie mieszajac.
Alternatywnie, wiazanie biatka do RNA przeprowadzano przed unieruchomieniem biatka na ziozu,
poczynajac od zmieszania 2 ug biatka rhIFIT1 lub rhIFITS 2 okolo 10 uyg RNA w 1 mil buforu BB.
Wigzanie bialkka z RNA prowadzono przez 60 min. w temperaturze 4°C, delikatnie mieszajac.
Nastepnie utworzone kompleksy biatek z RNA unieruchamiano na zlozu niklowym poprzez inkubacje
préby z dodatkiem poly(didC) w stezeniu koficowym 2 ug/ml ze ztozem (przemytym woda i buforem
BB) przez 30 min. w temperaturze 4°C, delikatnie mieszajgc. W obu przypadkach, po okresie inkubacji
i unieruchomieniu, usunigto czasteczki RNA, ktore sie nie zwigzaly z biatkiem, poprzez ich odptukanie.
W tym celu, unieruchomione na ztozu niklowym kompleksy biatek z RNA trzykrotnie przemywano 1 ml
buforu ptuczacego (WB, ang. Wash Buffer) o skiadzie: 50 mM Tris pH 7.5, 250 mM NaCl, 1 mM DTT,
5 mM imidazol, 3 mM MgCI2, 0.01% Tween 20, kazdorazowo wirujgc z predkoscig 100 rpm, 4°C,
przez 1 min. i usuwajgc nadsacz.

W ostatnim etapie uwolniono RNA z kompleksow z biatkiem IFIT1 i IFITS, przez usunigcie
biatek. W tym celu do zloza z uniéruchomionymi kompleksami dodawano 400 pi buforu WB
z dodatkiem proteinazy K (Sigma) w stezeniu koncowym 50 ug/ml. Probe inkubowano 60 min.
w temperaturze 37°C, wytrzasajac z predkoscig 800 rpm, nastepnie wirowano z predkoscig 100 rpm,
4°C, przez 1 min. Zbierano nadsacz, dodawano do niego 5 i liniowego akrylamidu (Sigma) i 2.5
objetosci 100% etanolu. Alternatywnie, do zloza z unieruchomionymi kompleksami dodawano 400 pi
buforu WB i nastepnie oczyszczano RNA poprzez ekstrakcje fenolem i chloroformem. RNA wytrgcano
dodajgc do oczyszczonej proby 1/10 objetosci 3M octanu sodu pH 4.8, 5 yi liniowego akrylamidu
(Sigma) i 2.5 objetosci 100% etanolu. Proby inkubowano przez noc w temperaturze -20°C, nastepnie
wirowano minimum 30 min. w temperaturze 4°C przy maksymalnej predkosci. Usuwano nadsacz
a osad przemywano 1 ml 80% etanolu i wirowano przez 15 min jak poprzednio. Osad RNA suszono
(5-10 minut) w temperaturze pokojowej, nastepnie rozpuszczano w 10-20 pl wody wolnej od RNaz.

Schemat ilustrujacy opisane doswiadczenie typu pull-down, majgce na celu selekcje
i wzbogacanie czasteczek RNA za pomoca biatek IFIT, przedstawia Fig. 1.

Aby sprawdzié czy z pomocg biatek rhIFIT mozna dokona¢ selekcji iflub wzbogacania proby
RNA w czasteczki RNA ze strukturg Kap 0 na koficu 5’ i w czgsteczki RNA z grupg trojfosforanowa na
koncu 5 przeprowadzono pull-down z wykorzystaniem biatka rhiFIT1 lub rhIFITS oraz puli
syntetycznych czasteczek RNA o réznych koficach 5. W tym celu przygotowano mieszaning czterech.
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typow syntetycznych czgsteczek RNA, uzyskanych na drodze transkrypcji in vifro (2 wykorzystaniem
zestawu HiScribe™ T7 In Vitro Transcription Kit, New England Biolabs, zgodnie z protokolem
producenta) i enzymatycznej modyfikacji konicéw &'. Modyfikacje 5OH uzyskano poprzez inkubacie
RNA z defosforylaza CIP (ang. Alkaline Phosphatase, Calf Intestinal, New England BiolLabs, zgodnie
z protokolem preducenta). Modyfikacje 5'p uzyskano poprzez trawienie RNA pirofosfohydrolazg 5'
RNA (RppH, New England Biolabs, zgodnie z protokctem producenta). Modyfikacja 5'ppp jest
naturalnym efektem transkrypcji in vitro. Modyfikacje 5" Kap 0 uzyskano z wykorzystaniem enzymu
kapujacego z wirusa krowianki (korzystajgc z zestawu Vaccinia Capping System, New England
BioLabs, zgodnie z protokolem producenta). Mieszaning przygotowano poprzez zmieszanie
70 pikomoli kazdego typu czasteczek:

RNA 80mer (5'0OH} 2 ug (70 pmoli)
RNA 100mer (5'p) 2.4 ug (70 pmoli)
RNA 135mer (5'ppp) 3.2 ug (70 pmoli)
RNA 160mer (5'Kap 0} 3.8 ug (70 pmoli)

Przygotowang w ten sposéb prébe RNA dodano do biatka rhIFIT1 lub rhIFITS
unieruchomionego nha ziozu niklowym i przeprowadzano wigzanie bialka z RNA a nastepnie
odzyskiwano wyselekcjonowane czasteczki RNA z kompleksow postepujac zgodnie z protokotem pull-
down opisanym powyzej. Pozyskane RNA rozdzielono poprzez rozdziat elektroforetyczny w 12% zelu
poliakrylamidowym zawigrajacym 7M mocznik, a na koniec wizualizowano barwiac zel odczynnikiem
SYBR™ Gold Nucleic Acid Gel Stain (Thermo Fisher Scientific) i udokumentowano przy pomocy
urzadzenia ChemiDoc MP Imaging System Bio-Rad (Fig. 2).

Whyniki przedstawione na Fig. 2 pokazujg, ze uzyskano znaczne wzbogacenie préby
w czqstéczki RNA ze strukturg Kap 0 w stosunku do pozostatych RNA w przypadku zastosowania
biatka rhIFIT1 oraz w czasteczki RNA z grupg trdjfosforanowa w przypadku zastosowania biatka
rhiFITS. Proby RNA odzyskane z kompleksow 2 biatkami rhIFIT1 i rhIFITS sg dobrej jakosci (brak
$ladéw degradacji RNA), co pozwala na ich wykorzystanie w dalszych procedurach: przepisaniu na
DNA, amplifikacji i sekwencjonowaniu lub detekcji znakowang sondg. Opracowano wobec tego
wydajny, szybki i prosty sposdb selekcji i wzbogacania badanej proby RNA w czgsteczki RNA ze
strukturg Kap 0 iflub grupg tréjfosforanowg na koncu 5

Na tej podstawie zaloZono, 2e sposob selekcji | wzbogacania RNA wykorzystujacy biatka
rhIFIT1 i rhIFITS wedtug wynalazku jest uniwersalny | umozliwia selektywny wychwyt czasteczek RNA
z Kap 0 i grupa trojfosforanowg na 5 koficu réwniez w ziozonych probach catkowitego RNA
izolowanych z komoérek lub tkanek réznych organizmdw, ktdrych RNA posiada ckreslone struktury
Kap 0 i ppp na koricu &'

W celu weryfikacji powy2zszego przeprowadzono dogwiadczenia typu pull-down analogiczne
do przedstawionych powyZzej z wykorzystaniem biatka rhIFIT1 oraz catkowitege RNA izolowanego
z drozdzy Saccharomyces cerevisiae, szczep BY4741 (Przyktad 2), a takze dla biatka rhiFITS
z catkowitym RNA 2z bakierii gatunku Listeria monocytogenes, szczep EGDe, (Przykiad 3)
hodowanych w warunkach stresowych stymulujgcych transkrypcje genodw aktywnych podczas infekgji.
Na tej podstawie stwierdzono uniwersalno$é sposobu pod wzgledem pochodzenia prébki RNA, gdyz
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sposob dziata dla wzbogacania czasteczek RNA z organizméw nalezacych nawet do odleglych
krolestw takich jak grzyby czy bakterie.

Dodatkowo, w celu potwierdzenia, ze w sposobie wediug wynalazku stosowac mozna nie
tylko biatka rhilFiT1 i rhIFIT5 pochodzenia ludzkiego ale rowniez inne niz ludzkie homologi biatek
rhlFIT1 i rhIFITS, dokonano poréwnania sekwencji aminokwasowej tychze bialek (Przykiad 5)
a nastepnie wykorzystano w dalszych eksperymentach kroliczy homolog biatka rhIFIT1 (Przykiad 4)
oraz rybi homolog biatka rhiFITS (Przykiad 4).

Przyktad 2

Sposéb selekcji iflub wzbogacania RNA izolowanego z drozdzy w czgsteczki mRNA
ze struktura Kap 0 na koricu 5’ za pomoca hiatka rhIFIT1

Spos6b selekcji i wzbogacania, w tym doswiadczenia typu pull-down przeprowadzono
analogiczne do przedstawionych powyzej w Przykladzie 1, z ta roéznicg, ze pule czasteczek RNA
stanowita préba calkowitego RNA izolowanego z drozdzy Saccharomyces cerevisiae, szczep BY4741,
poprzez ekstrakcie z wykorzystaniem fenolu i chioroformu. Stosowanym biatkiem byto rhiFIT1
o sekwencji SEQ ID NO:1, w fuzji z metka His-tag.

Po doswiadczeniach typu pull-down, RNA uwolniony z kompleksow z biatkiem rhiFIT1 zostat
poddany reakcji odwrotnej transkrypcji (z wykorzystaniem komercyjnego zestawu, np. First Strand
cDNA Synthesis Kit, Roche, zgodnie z protokotem producenta). Otrzymany ¢DNA wykorzystano do
reakcji ilosciowego PCR w czasie rzeczywistym (RT-qPCR). Wyniki analizowano metoda wzglednej
kwantyfikacji przyrownujac poziom wybranych transkryptow: Actl (aktyna 1), Tdh3 (dehydrogenaza
aldehydu 3-fosfoglicerynowego), RPS26A — (komponent malej jednostki rybosomalnej 40S), GCN4
(biatko generalnej kontreli 4, czynnik transkrybeyjny) do poziomu 188 rRNA. Nastepnie wyznaczono
wzbogacenie materialu w wybrane czasteczki RNA przez porownanie wzglednej ilosci przed i po
procedurze pull-down.

Wyniki przedstawione na Fig. 3 pokazujg, ze zastosowanie biatka rhiFIT1 wzbogaca probe
RNA pochodzenia drozd?>owego w czasteczki mRNA od kilku do Kilkudziesieciu razy wzgledem 18S
rRNA.

Przykiad 3

Sposéb selekcji iflub wzbogacania RNA izolowanego z hakteril w czasteczki RNA z grupa
trojfosforanowa na koricu 5’ za pomoca biatka rhiIFITS

Spos6b selekcji | wzbogacania, w tym eksperymenty typu pull-down przeprowadzono
analogiczne do przedstawionych powyZej w Przyktadzie 1 z tg roznicg, ze pule czgsteczek RNA
stanowila préba calkowitego RNA izclowanego z bakterii Listeria monocytogenes hodowanych w
warunkach stresowych, stymuivjacych transkrypcje gendw zwigzanych z wirulencja, a stosowanym
biatkiem byt rhIFITS o sekwencji SEQ ID NO:2, w fuzji z metkg His-tag.
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RNA uwolniony z kompleksoéw z bialkiem rhIFIT5 po eksperymentach pull-down zostat
poddany reakeji odwrotnej transkrypcji (z wykorzystaniem komercyjnego zestawu, np. First Strand
cDNA Synthesis Kit od Roche)., Otrzymany cDNA wykorzystano do reakcji iosciowego PCR w czasie
rzeczywistym (RT-qPCR). Wyniki analizowano metoda wzglednej kwantyfikacji przyréwnujgc poziom
wybranych transkryptéw do poziomu rybosomalnych RNA. Nastepnie wyznaczono wzbogacenie
materialu w wybrane czgsteczki RNA przez poréwnanie wzglednej ilosci przed i po procedurze pull-

down.

Whyniki przedstawiono na Fig. 4. Po procedurze z wykorzystaniem biatka rhIFIT5S ecdnotowano
okcto 10-krotne wzbogacenie wzgledem 165 rRNA (Fig. 4A) oraz ponad 20-krotne wzbogacenie
wzgledem 23S rRNA (Fig. 4B). Wzbogaceniu ulegly czasteczki nalezace do frakcji mRNA (Lmo2210)
a takze matych niekodujgcych sRNA (LhrC).

Przykiad 4

Sposéb selekeji illub wzbogacania RNA w czasteczki RNA ze strukturg Kap 0 na koncu 5 za
pomoca homologa biatka IFIT z organizmu innego niz ludzki — na przykladzie rriFIT4
{kréliczego homologa biatka rhIFIT1) lub rfIFIT12B (rybiego homologa biatka IFIT1)

Spos6b selekcji | wzbogacania, w tym eksperymenty typu pull-down przeprowadzono
analogiczne do przedstawionych powyZej w Przykiadzie 1 z ta réznica, ze biatko stanowilo krélicze
biatko rrIFIT1 o sekwencji SEQ 1D NO:3 lub rybie biatko fIFIT12B o sekwencji SEQ ID NO:4, w fuzji
z metkami SUMO-tag i His-tag. Miesz]ani’ne czterech typow syntetycznych czgsteczek RNA o roznych
koncach 5', uzyskanych na drodze transkrypeji in vifro, przygotowano w sposéb opisany
w Przykiadzie 1.

Wyniki przedstawione na Fig. 5 pokazuja, ze podobnie, jak w przypadku zastosowania rhiFIT1,
przy pomocy krdliczego homologa uzyskano znaczne wzbogacenie préby w czasteczki RNA
ze strukiurg Kap 0. Préby RNA odzyskane z kompleksow z bialkiem sg dobrej jakosci (brak sladdw
degradacji RNA), mozna je wyk’orzystaé w dalszych procedurach: przepisaniu na DNA, amplifikaci
i sekwencjonowaniu lub detekgji znakowang sonds.

Na tej podstawie stwierdzono, ze sposéb selekcji | wzbogacania RNA, w kiorym wykorzystuje sie
homolog biatka IFIT1 z organizmu innego niz czlowiek, umozliwia selektywny wychwyt czasteczek
RNA z Kap 0.

Przykiad 5

Poréwnanie | okre$lenie konserwacji sekwencji aminokwasowej homologéw bialek IFIT1 i IFITS
u réznych gatunkow zwierzat

Porownania sekwencji aminokwasowej dokonano przy uzyciu algorytmu BLASTp.
przeszukujacego baze danych NCBI, dostepnego pod adresem hitps://blast nchinlm.nih.gov, przy
uzyciu sekwencji ludzkiego biatka IFIT1 (SEQ ID:1) fub IFITS (SEQ ID:2). Uzyskane wyniki dla

wybranych znalezionych sekwencji przedstawiono na Fig. 6, gdzie zestawiono punkiacje oraz %

identycznosci sekwencji przy danym pokryciu sekwencji ludzkiego IFITS w indywidualnych



15

uliniowieniach. Wybrano przyktady homologicznych biatek IFIT z réznych organizméw - cztowieka,
krolika, z6twia i ryb, przy czym niektore rybie homologi IFIT posiadaly sekwencje podobng w ok. 20%
do sekwencji ludzkiego biatka IFITS. Stwierdzono, 2e homologi bialek IFIT1 i IFITS
sg rozpowszechnione wérod kregowcow | ustalono dolng granice identycznosci sekwencji dia
prawdopodobnych homologéw IFIT na 20% przy pokryciu wigkszo$ci sekwencii ludzkiego biatka IFIT.

Na Fig. 6 podano réwniez kilka przykladow biatek bezkrggowcow, ktore zostaty w bazie
danych NCBI oznaczone jako homologi biatek IFIT oraz enzym UDP-N-acetylglucosamine--peptide N-
acetylglucosaminyltransferase, ktéry byt czestym wynikiem wyszukiwania. Niektére z tych biatek
posiadaja motywy TPR oraz % identycznosci sekwencji przekraczajgcy 20% w porownaniu do
ludzkich biatek IFIT, choé sg mato prawdopodobnym strukturalnym i funkcjonalnym odpowiednikiem
biatka IFIT. Wprowadzono wiec pomocnicze kryterium dla identyfikacji homologéw biatek IFIT, ktérym
jest wystepowanie waznego strukturalnie motywu o sekwencji CHFxW (gdzie x jest aminokwasem
bedacym przewaznie T). Motyw CHFXW przyjmuje konformacje helikalnego skretu migdzy helisami
alfa w poddomenie | biatek IFIT i jest najprawdopodobniej istotny dla prawidtowego zwijania lub
stabilnoéci biatka IFIT. Strukturalne homologi biatek IFIT, dla ktérych dostepna jest petna sekwencja w
bazie danych NCBI, charakteryzuja sie obecnoscig motywu CHFXW, co pokazuje uliniowienie biatek
IFIT w tym rejonie pokazane na Fig. 7 (osiggniete przy pomocy algorytmu Clustal Omega dostepnego
w narzedziach NCBI}.

Przykiad 6

Ocena jakosci i skiadu proby RNA uzyskanej sposobem wedtug wynalazku po
doswiadczeniach typu pull-down

Czasteczki RNA wyselekcjonowane sposobem wedtug wynalazku opisanym w Przyktadzie 1
z zastosowaniem rhIFIT1 i catkowitego RNA z drozdzy oraz rhiFITS i catkowitego RNA z bakterii
analizowano za pomoca elektroforezy kapilarnej w urzadzeniu Bioanalyzer (z zestawem Agilent RNA
6000 Nano Kit, zgodnie z protokotem producenta).

Wykazano, ze frakcja rRNA w prébach RNA pozyskanych na drodze do$wiadczen typu pull-down
jest znacznie zredukowana (Fig. 8), co wskazuje, ze sposéb wedlug wynalazku mozna wykorzystaé
do rybodeplecji (usuniecia rRNA) i wzbogacenia w czasteczki mRNA i niektérych niekodujgcych
regulatorowych RNA w celu przygotowania préby do sekwencjonowania RNA.

Przyktad 7

Wzbogacanie materiatu RNA sposobem wedtug wynalazku do przygotowania préby RNA do
wysokoprzepustowego sekwencjonowania opartego na nanoporach

Czasteczki RNA wyselekcjonowane sposobem wediug wynalazku opisanym w Przykiadzie 1
z zastosowaniem rhIFIT1 i catkowitego RNA z drozdzy oraz rhiFITS i catkowitego RNA z bakterii
wykorzystano do przygotowania RNA do bezposredniego sekwencjonowania na nanoporach. RNA
uwolnione z kompleksdw z biatkami [FIT zostaty poddane poliadenylacji (Poly(A) (z wykorzystaniem
zestawu Tailing Kit, Invitrogen, zgodnie z protokolem producenta). Nastepnie przeprowadzono



16

wysokoprzepustowe sekwencjonowanie z wykorzystaniem urzgdzenia MinlON (Oxford Nanopore,

zgodnie z protokolem producenta).

Wstepna analiza uzyskanych wynikéw wykazala, ze proba RNA po dos$wiadczeniach - typu
pull-down jest wzbogacona w czasteczki mRNA, natomiast frakcja rRNA i tRNA ulegla zmniejszeniu.

Przyktad 8

Wzbogacanie materialu RNA sposobem wediug wynalazku do detekcji RNA patogenu
w testach diagnostycznych

Sposdb selekcji iflub wzbogacania RNA wedtug wynalazku, w tym eksperymenty typu pull-
down przeprowadzono analegiczne do przedstawionych powyzej w Przykiadzie 3. Nastgpnie,
wzbogacony RNA poddano dalszej analizie w kierunku wykrycia obecnosci specyficznego RNA
pochodzgcego od patogenu;Listeria monocytogenes w badanej prébce poprzez test kolorymetryczny.
z uzyciem komercyjnego zestawu do RT-LAMP (np. WarmStart® Colorimetric LAMP 2X Master Mix
(DNA & RNA), New England Biolabs, wediug zalecer producenta). Test RT-LAMP {gczy odwrotng
transkrypcje, izotermiczng amplifikacie kwaséw nukleinowych i odczyt przez zmiang kotoru reakcji
w jednym.

‘Wstepne wyniki wykazaly wzbogacenie RNA uzyskanego sposobem wediug wynalazku
w poréwnaniu z prébka wyjsciowq i wynikajaca ze sposobu zwigkszong czutos¢ testu. Wykazano,
ze wzbogacenie czasteczek RNA moze stanowic etap testu diagnostycznego stuzgcego wykrywaniu
obecnosci patogenu. Wzbogacenie materiatu RNA patogenu w probkach pobranych od pacjentow
Z podejrzeniem zakazenia zwieksza czulosce i selektywno$é testéw diagnostycznych.

Zgtaszajacy: Uniwersytet Warszawki
Petnomocnik: Karina Kaczkowska
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Lista sekwencji
‘SEQ ID NO:1 - sekwencja aminokwasowa ludzkiego biatka IFIT1

MSTNGDDHQVKDSLEQLRCHFTWELSIDDDEMPDLENRVLDQIEFLDTKYSVGIHNLLAYVKHLKGQ

NEEALKSLKEAENLMQEEHDNQANVRSLYTWGNFAWMYYHMGRLAEAQTYLDKVENICKKLSNPFR
YRMECPEIDCEEGWALLKCGGKNYERAKACFEKVLEVDPENPESSAGYAISAYRLDGFKLATKNHKP
FSLLPLRQAVRLNPDNGYIKVLLALKLQDEGQEAEGEKYIEEALANMSSQTYVFRYAAKFYRRKGSVD
KALELLKKALQETPTSVLLHHQIGLCYKAQMIQIKEATKGQPRGQNREKLDKMIRSAIFHFESAVEKKP

TFEVAHLDLARMYIEAGNHRKAEENFQKLLCMKPVVEETMQDIHFHYGRFQEFQKKSDVNAIIHYLKAI
KIEQASLTRDKSINSLKKLVLRKLRRKALDLESLSLLGFVYKLEGNMNEALEYYERALRLAADFENSVR

QGP

SEQ ID NO:2 - sekwencja aminokwasowa ludzkiego biatka IFIT5:

MSEIRKDTLKAILLELECHFTWNLLKEDIDLFEVEDTIGQQLEFLTTKSRLALYNLLAYVKHLKGQNKDA

LECLEQAEEIQQEHSDKEEVRSLVTWGNYAWVYYHMDQLEEAQKYTGKIGNVCKKLS SPSNYKLEC

PETDCEKGWALLKFGGKYYQKAKAAFEKALEVEPDNPEFNIGYAITVYRLDDSDREGSVKSFSLGPLR
KAVTLNPDNSYIKVFLALKLQDVHAEAEGEKYIEEILDQISSQPYVLRYAAKFYRRKNSWNKALELLKKA
LEVTPTSSFLHHQMGLCYRAQMIQIKKATHNRPKGKDKLKVDELISSAIFHFKAAMERDSMFAFAYTDL
ANMYAEGGQYSNAEDIFRKALRLENITDDHKHQIHYHYGRFQEFHRKSENTAIHHYLEALKVKDRSPL

RTKLTSALKKLSTKRLCHNALDVQSLSALGFVYKLEGEKRQAAEYYEKAQKIDPENAEFLTALCELRLS
|

SEQ ID NO:3 - sekwencja aminokwasowa kréliczego biatka IFIT1

MWNPQORTRARSQRAQSGSGNLQTSASFSATMSECAEEHPLKDRLQKLRCHFTWGLLIEDTGLPDLE:
DRILEEIQFLDTENKVGYNLLAYVKHLQGKHEDALENLKEAEEVVQGDQADHSDVRSLVTWGNYAWY
HYHMGRLADAQTYLDKVENTCQKSADPTRYSTQCPEMDCEEGWALLKCGGKNYERAKACFEKALE
ADPENPEFNTGYAITVYRLDYPAKRPCDVSDAFSLQPLRKAIRLNPQDAYLKALLALKLQDVGEEAEG
RECLEEALAHTSSQTYVFRYAAKFFRRQGRVDEALKYLKMALKATPSSAFLHQQIGLCYKKKTNQIMN
ATH MQ PTRQDRE‘NVDRLIQLAI FHFEYAVKQKPTFEVAYVDLARMYITAGDHEKAEDTFQKVLCMTPL
QEHIQQNIHFSYGQFQQFQKKSEVDAITHYLQAVTIRKDSYARDKSIKALEQLVSWKLERNPLDQEALS
LREVLHRLVGGRDEALECSEQDLRLAADSGNWVGSSL

SEQ ID NO:4 - sekwencja aminokwasowa rybiego biatka IFIT12B z Danio rerio

MTSDVSSMEADRALRTKLHQLECHFTWALIKDDIDINDLLNRLEEQINLDLEKKERLARTYSALAYVQY
LLGFHEKAHQSLMTSKKLHIESHGDEFYRTLIVTYGNLAWLNYHMKNYTECESYLNSLQRINETSPAE

FSSIP‘EVLG‘EKGWTFLKFSRKYYDGAKECFRKAVELEPEEPEWHTGYAIALYRTEFESTVLEDSATVK

QLRLAIEMNPDDDVLKVLLSLRLIVYKRYGEAESWVEKALEKSPDHPHVMRYVGKFFRNKGCVDRSID
LLKRALERSPNSSFIHHQLALCYKYKKIQVLQEQSHHARGSRVQQLRDQCIFHLEKATSLTTSFISAMS
DLALQYGENGDIPRAEELFQVTFKIAKEKNDGLHVVNYYYAEYQLYCHRCEPLAVQHYMECLKMCPK
SVEGRISSTRMKKTAEKWIDRKSQEGKAYGMLAFLHKVKGEIAQAIECYEKALSYEDNNEFLRNLREL

RLSLL

Zotaszajacy. Uniwersytet Warszawki
Petnomocnik: Karina Kaczkowska
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