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STRESZCZENIE

Terapia genowa jest obecnie bardzo dynamicznie rozwijajacg si¢ technika biomedyczna, ktéra moze znalez¢é
zastosowanie w medycynie w leczeniu chordb przewlektych i dziedzicznych. Badania skupiajg si¢ na
opracowywaniu nowych strategii dotyczacych proceséw kondensacji i ochrony materiatu genetycznego (DNA)
wprowadzanego do komorki docelowej. Struktura i stopien upakowania dostarczanego DNA wplywaja na
kluczowe wilasciwosci fizykochemiczne, determinujace czy wprowadzony wektor rekombinowany ulegnie
ekspresji, czy tez degradacji. Zwigzki chemiczne, zwane czynnikami kondensujgcymi, to substancje powodujgce
zwinigcie DNA, a stopien kondensacji materialu genetycznego zalezy bezposrednio od rodzaju i st¢zenia
uzytego czynnika kondensujacego. Do czasteczek wykazujacych wiasciwosci kondensujace nalezg poliaminy,
w opisywanym eksperymencie zastosowano poliaming — spermidyng. Przeprowadzone badania miaty na celu
charakterystyke nanostrukturalng materialu genetycznego pod wplywem dziatania czynnika kondensujacego.
W wyniku analizy wykonanej za pomoca mikroskopii sit atomowych (AFM) wykazano, ze plazmid DNA ulega
kondensacji pod wptywem spermidyny, formujac struktury rozetowe.

Stowa kluczowe: kondensacja DNA, spermidyna, terapia genowa, mikroskopia sit atomowych

ABSTRACT

Gene therapy is a new promising method that may find many applications in modern biomedicine.
Especially, it may be a powerful tool in chronic and hereditary diseases treatment. Current studies focus on
development of novel strategies concerning genetic material (DNA) condensation and protection, whilst it is
introduced into the cellular nucleus. Once the DNA enters the cell, it’s either passed on and expressed in the
nucleus or degraded by intracellular nucleases. The structure and the degree of compaction influence
physicochemical properties that determine what will happen to delivered genetic material. DNA coiling can be
caused by chemical compounds called compaction agents, such as polyamines like spermidine used in this study.
The aim of this research was to examine the nanostructural characteristics of genetic material exposed to
compaction agent. The measurements and analysis performed by atomic force microscopy (AFM) indicate that
DNA plasmid undergoes condensation and forms rosette-like structures once subjected to spermidine.
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1. Wstep

Kwas deoksyrybonukleinowy (DNA) pelni role noénika informacji genetycznej organizmow zywych.
Zwiazek ten nalezy do liniowych, wielkoczasteczkowych biopolimerow. Ludzkie genomowe DNA
po rozwinigciu osigga dlugos$¢ rzedu 2 metrdéw, dlatego musi by¢ skondensowane, aby zmiescito si¢
w jadrze komorkowym, ktorego $rednica wynosi kilka mikrometrow. Niemniej jednak, czasteczka
DNA musi by¢ tatwo dostepna dla aktywnych czasteczek biologicznych i enzymoéw, przeprowa-
dzajacych procesy komorkowe, takie jak replikacja czy ekspresja genow. Kwasy nukleinowe
w roztworach wodnych przyjmuja posta¢ polianiondw. Wysoki tadunek elektryczny czasteczki DNA
w $§rodowisku komoérkowym istotnie komplikuje kondensacje tego zwigzku w wyniku odpychania
pomigdzy niciami. W komorkach ludzkich genomowe DNA nawinigte jest na dodatnio natadowane
biatka — oktamery histonowe — i upakowane w struktury zwane chromosomami [1, 2].

Od roku 1953, kiedy struktura DNA zostala poznana i przedstawiona przez zespdt Watsona
i Cricka [3], przeprowadzono wiele badan i eksperymentow majacych na celu lepsze poznanie
mechanizméw  kierujacych cyklem zyciowym komoérki. Szczegblng uwage poswiecono
charakterystyce procesu kondensacji DNA, ze wzgledu na jego fundamentalne znaczenie w fizjologii
komorki, a takze w patogenezie i przebiegu niektorych chordb genetycznych i nowotworowych [4, 5].
Jednostka chorobowg, w ktorej kondensacja DNA odgrywa wazng rolg, jest mukowiscydoza.
U chorych na t¢ chorobe w warstwie §luzu zalegajacego w drogach oddechowych wykryto kompleksy
DNA z antybiotykami aminoglikozydowymi. Zjawisko to istotnie obniza skuteczno$¢ leczenia infekcji
bakteryjnych wystepujacych u chorych na mukowiscydoze, niejednokrotnie prowadzacych do $mierci
pacjentow [6]. Kondensacja DNA zostata zaobserwowana rowniez w warunkach in vitro, najczgsciej
jako wynik neutralizacji ujemnego tadunku czasteczki, co skutkuje zmniejszeniem odpychania miedzy
niciami [4, 5, 7]. Doktadne zrozumienie tych proceséw doprowadzito do powstania nowej strategii
w leczeniu chor6b genetycznych i dziedzicznych — terapii genowej. Strategia ta polega na transfekcji
kwaséw nukleinowych do ludzkich komorek i tkanek za pomoca specjalnie zaprojektowanych
nos$nikdw, nazywanych wektorami [5, 8]. Nastepnie dochodzi do substytucji wadliwego genu lub
zakldcenia jego ekspresji na poziomie transkrypcji lub translacji. W tym celu najczesciej uzywane sa
tripleksy DNA, plazmidy, mate interferencyjne RNA (siRNA) lub oligonukleotydy antysensowne
(asON) [9].

Ostatnie doniesienia naukowe z zakresu terapii genowej wykazuja, ze w przeciagu ostatnich dwoch
dekad doszlo do znaczacego rozwoju w dziedzinie inzynierii genetycznej zajmujacej si¢
projektowaniem wektorow wirusowych oraz nowych systemow nos$nikowych dla materiatu
genetycznego [10, 11, 12]. Jednak w dalszym ciggu toksyczno$¢ ostra, humoralna odpowiedz
immunologiczna czy mutageneza insercyjna pozostaja kluczowymi problemami. Czgéciowa
odpowiedzia na wymienione trudno$ci sg prace prowadzone nad projektowaniem wektoréw
niewirusowych. Czgsteczki te sg w stanie dostarczaé réznego rodzaju czynniki przeciwnowotworowe,
takie jak przeciwciala, syntetyczne oligonukleotydy i interferujace RNA (siRNA) z duzo mniejsza
iloscig niepozadanych efektow niz wektory wirusowe, lecz réwniez z duzo mniejszag wydajnoscia
i efektywnoscia ekspresji [13, 14, 15].

Procesy kondensacji i dekondensacji materialu genetycznego sg kluczowymi zagadnieniami
w odniesieniu do poprawnego i wydajnego procesu dostarczenia genu do konkretnej komorki.
Pierwszym etapem jest przejscie DNA przez btong komdrkowa. Musi by¢ ono pozbawione tadunku
i $ciSle upakowane, w celu minimalizacji rozmiaru czgsteczki. Po przejsciu przez blon¢ material
genetyczny w formie skondensowanej musi by¢ chroniony przed dziataniem enzymow restrykcyjnych,
zwanych nukleazami, az do momentu gdy zostanie dostarczony do jadra komoérkowego. Po dotarciu
do celu, DNA powinno by¢ dostepne dla enzymoéw obecnych w jadrze. Taka mozliwo$¢ istnieje tylko
wtedy, gdy materiat genetyczny ulegnie dekondensacji w stopniu umozliwiajagcym jego rozpoznanie
przez biatka docelowe. Dlatego stopien kondensacji DNA jest bardzo wazng wilasciwoscig w terapii
genowej [16]. Zostalo to udowodnione w badaniach nad transportem komplekséw DNA-lipid oraz
DNA-poli-L-lizyna przez dwuwarstwe lipidowa [17, 18].
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W zwiazku z ogromnym znaczeniem stopnia kondensacji materialu genetycznego w terapii
genowej, opracowano wiele roznych strategii dotyczacych stopnia upakowania DNA, ktory byt
badany za pomoca odpowiednich czynnikéw kondensujacych. Sg to zwiazki, ktére wywotuja zwijanie
si¢ DNA poprzez przyciaganie si¢ poszczegdlnych monomeréw W szkielecie polimerowym [19].
Do pierwszej, najprostszej grupy czynnikow kondensujgcych nalezg polikationy o tadunku réwnym
lub wigkszym niz +3, znajdujace si¢ w roztworze z materiatem genetycznym [20]. Innymi czynnikami
powodujacymi kondensacje DNA sa poliamidy [21], protaminy [22], jony metali [23], polipeptydy,
proteiny [24], lipidy, liposomy [25] i transpozony [26]. Kolejny zbior zwigzkoéw tworzg surfaktanty,
czyli amfifilowe czasteczki zdolne do samoorganizacji. Ich wykorzystanie w kondensacji DNA
zostato opisane w badaniach z wykorzystaniem lipospermidyny i lipoprotein [27, 28]. Do czynnikow
kondensujacych DNA zaliczane sg roéwniez nanoczastki, ktéore moga dodatkowo dziata¢ jako systemy
transportujace oraz tworzace kompleksy z DNA. Oprocz funkcji transportujacych i kompleksujacych,
nanoczasteczki moga takze wykazywac wlasciwosci kontrastujagce w obrazowaniu medycznym [9, 29,
30]. Jest to potencjalnie bardzo wazne zastosowanie w nanomedycznej terapii i diagnostyce, dlatego
tez obecnie prowadzone sg liczne badania na temat oddzialywan pomiedzy materiatem genetycznym
a réznymi rodzajami nanoczasteczek [31, 32].

W pracy przedstawiono eksperyment z udzialem materialu genetycznego i spermidyny w celu
zbadania charakterystyki nanostrukturalnej i stopnia kondensacji DNA przed i po dodaniu
poliaminowego czynnika kondensujacego. Badania przeprowadzono za pomoca wysokorozdzielczej
techniki nanoskopowej — mikroskopii sit atomowych (AFM).

2. Materialy i metody
2.1. Material genetyczny

Material do badan stanowit plazmid kwasu deoksyrybonukleinowego DNA o dtugosci 2500 pz.
Do badan przygotowano wodny roztwoér o stezeniu20 UM.

2.2. Czynnik kondensujacy

Jako czynnik kondensujacy material genetyczny wykorzystano spermidyne (Sigma-Aldrich,
Spermidine > 99,0%) o strukturze przedstawionej na rysunku 1.

H
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Rys. 1. Struktura chemiczna spermidyny

2.3. Mikroskopia sil atomowych

W celu przeprowadzenia nanostrukturalnej charakterystyki oddziatywania spermidyny z DNA za
pomoca AFM uzyto zawiesiny plazmidu DNA w wodzie. Do probéwki z plazmidem dodano wodny
roztwor spermidyny, tak aby stosunek molowy stezen spermidyny do stezenia DNA wyniost 250:1
oraz 2000:1. Probe kontrolng stanowita zawiesina plazmidu bez dodatku spermidyny. Tak przygo-
towane probki rozcienczono sze$ciokrotnie w buforze zawierajagcym 150 mM chlorku magnezu,
150 mM chlorku potasu i 20 mM Hepes. Nastepnie, z kazdej probki pobrano 10 pl i naniesiono na
kwadratowy fragment §wiezo roztupanej miki (Plano) o wymiarach ok. 1x1 cm. Material inkubowano
na podlozu przez 60s. Po tym czasie probke przemyto ultraczysta wodg w celu usunigcia
niezwigzanych kompleksow i resztek buforu. W kolejnym etapie, w celu otrzymania pojedynczych,
rozseparowanych nici DNA, wykorzystano technike¢ ,,molekularnego czesania” (ang. molecular
combing) probki w strumieniu azotu pod katem 45° przez 60 s. Obrazowanie probek przeprowadzono
za pomocg mikroskopu Multi Mode Nanoscope (Brucker), w trybie kontaktu przerywanego
(ang. tapping mode). Zastosowano silikonowg dzwigni¢ o czestotliwosci rezonansowej 183-192 kHz
i sztywnosci 43 N/m. Czestotliwos¢ skanowania probki wynosita 1600 Hz. Powierzchni¢ obrazowano
w powietrzu, w temperaturze pokojowej.
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3. Wyniki badan

Rysunek 2 przedstawia obrazy AFM plazmidu DNA bez dodatku spermidyny natozone na
powierzchni¢ miki. Obrazy te przedstawiaja silnie zagregowany i zwinigty material genetyczny bez
wykorzystania techniki ,,molekularnego czesania”. Taka posta¢ DNA uniemozliwia obserwacj¢
pojedynczych nici na powierzchni. Zmierzone wysokos$ci zagregowanego materialu genetycznego
zawieraly si¢ w przedziale 1,8-2,3 nm.
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Rys. 2. Obrazy AFM zagregowanego materialu genetycznego na powierzchni miki
uzyskane bez wykorzystania techniki ,,molekularnego czesania”.
Obraz wyskalowano na wysoko$¢ 10 nm, poniewaz zagregowane nici DNA
byty najlepiej widoczne dla tej wartosci

Obrazy AFM plazmidu DNA z wykorzystaniem techniki ,,molekularnego czesania” przedstawiono
na rysunku 3. Dazenie materiatu genetycznego do samoagregacji jest zminimalizowane. Widoczne sg
pojedyncze i niezwinigte nici lezace luzno i jednolicie pokrywajace powierzchni¢ miki. Zmierzone
wysokosci pojedynczych nici plazmidowego DNA zawieraty sie¢ w przedziale 0,6-1,1 nm.
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Rys. 3. Obrazy AFM rozseparowanych nici plazmidu DNA na powierzchni miki po wykorzystaniu techniki ,,molekularnego
czesania”: A) Probka badanego plazmidu o wymiarach 1 pm x 1pm i st¢zeniu 20 uM; B) Powigkszenie obszaru probki A,
zaznaczonego biatym prostokatem, do wymiarow 0,5 um x 0,5 um. Obrazy wyskalowano na wysoko$¢ 7 nm, poniewaz
material genetyczny w postaci pojedynczych nici byt dla tej wartosci najlepiej widoczny

Na rysunku 4 przedstawiono wynik obrazowania materialu genetycznego znajdujacego pod
wplywem dziatania spermidyny. Rysunki 4a i 4b pokazuja znaczng tendencje DNA do formowania
struktur skondensowanych. Nie zaobserwowano pojedynczych, wolnych nici plazmidu DNA.
Ponadto, wraz ze wzrostem st¢zenia spermidyny, zwigksza si¢ stopien kondensacji DNA, co jest
widoczne przy poréwnaniu rysunkow 4a i 4b. Taka posta¢ plazmidu spelnia wstgpne wymagania
strukturalne i wykazuje potencjalne zastosowanie w terapii genowej. Wysoko$¢ zaobserwowanych
struktur rozetowych miesci si¢ w przedziale od 0,8 nm dla pojedynczych nici, do 4,9 nm w przypadku
skondensowanych form DNA.
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Rys. 4. Obrazy AFM skondensowanego materiatu genetycznego na powierzchni miki pod wptywem dziatania spermidyny
w réznych stezeniach molowych: A) stosunek stezen molowych spermidyna:DNA 250:1; B) 2000:1

Biodegradowalne polikationy naleza do obiecujacych czynnikéw kondensujacych kwasy
nukleinowe w terapii genowej i sg tematem wielu badan naukowych dotyczacych projektowania
wektorow do transfekcji gendw do komdrek chorego [33, 34]. Spermidyna nalezy do polikationowych
amin naturalnie wystepujacych w komorkach organizméw zywych. Poliaminy petnia réznorodne
funkcje odpowiedzialne za proliferacje i roznicowanie komorek, sa zaangazowane w biosyntezg DNA,
RNA oraz biatek [35]. Ponadto, spermidyna stabilizuje struktur¢ DNA i chroni ja przed czynnikami
uszkadzajacymi, np. wolnymi rodnikami [36]. Za pomocg elektroforezy wykazano réwniez obnizong
predkos¢ migracji kompleksow DNA-spermidyna w poréwnaniu do natywnego DNA, co bylo
spowodowane neutralizacjg ujemnego tadunku DNA przez dodatnio natadowang poliaming [37].

W naszych badaniach za pomoca techniki mikroskopii sit atomowych (AFM) zaobserwowaliSmy
kondensacje DNA pod wpltywem dziatania spermidyny, co ma zwigzek z neutralizacja ujemnego
tadunku DNA 1 zmniejszeniem odpychania miedzy niciami. Stopien stabilizacji 1 kondensacji
struktury DNA roénie wraz ze wzrostem stezenia poliaminy (p. rys. 4). Odpowiednie stezenie
spermidyny moze réznicowaé stopien kondensacji DNA, co moze by¢ zastosowane w przypadku
projektowania wektorOw terapii genowej. Ponadto, zastosowanie spermidyny jako czynnika
kondensujacego DNA, moze wyeliminowa¢ wiekszo$¢ skutkdow ubocznych spowodowanych
wektorami wirusowymi czy syntetycznymi. Konieczne sa jednak dalsze badania pozwalajace na
ustalenie optymalnych warunkéw kondensacji DNA oraz transfekcji genu do komorki.

4. WhnioskKi

Terapia genowa jest bardzo obiecujagcym narzgdziem inzynierii genetycznej i medycny, pozwalajacym
na potencjalnie rozwigzanie problematyki schorzen genetycznych. Nalezy jednak, przed wdrozeniem
tej techniki do praktyki klinicznej, wykluczy¢ dzialania niepozadane, takie jak humoralna odpowiedz
immunologiczna czy tez toksyczno$¢ ostra, wystepujaca jako reakcja organizmu na przyjecie
rekombinowanego wektora. Charakter reakcji na wprowadzany wektor w duzej mierze zalezy od
struktury i stopnia kondensacji materialu genetycznego, na co z kolei bezposredni wpltyw maja
zwiazki chemiczne wykorzystywane do upakowywania DNA. Zaobserwowano, ze spermidyna
oddziatuje z materiatem genetycznym, powodujac zmiang jego struktury z liniowej (p. rys. 3) na silnie
upakowane rozety (p. rys. 4). Ponadto, jako zwigzek naturalny, spermidyna nie powinna wywotywac
skutkow ubocznych po jej podaniu do organizmu czlowieka. Zwigzek ten moze wigc znalezé
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potencjalne zastosowanie w kondensacji DNA w terapii genowej. Badania pokazaly takze, ze
mikroskopia sit atomowych (AFM) jest przydatng technika, pozwalajaca na analiz¢ charakterystyki
nanostrukturalnej materiatu genetycznego poddanego dziataniu roznych bioczynnikow.
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