Streszczenie

Enzymatyczna degradacja kapu (ang. decapping, dekaping) — charakterystycznej struktury znajdujacej si¢
na koncu 5> mRNA, zwanej inaczej czapeczka, jest kluczowym procesem komoérkowym, majagcym na celu
regulacje poziomu ekspresji gendw. Dekaping polegajacy na hydrolizie wigzania fosforanowego, zlokalizowanego
w mostku laczacym strukture kapu z dalsza sekwencja nukleotydow w RNA, skutkuje wyeksponowaniem 5°-
monofosforylowanego RNA na degradacj¢ przez egzorybonukleazy. Obecnie w literaturze opisanych jest okoto
20 enzymow zdolnych do degradacji kapu, jednak ich preferencje substratowe sa jedynie zgrubnie oszacowane.
Nadal réwniez niepoznane sa doktadne mechanizmy aktywacji tych enzymoéw. Pewnym jest, ze ich rekrutacja
wymaga szeregu biatek pomocniczych i innych czynnikoéw, jak np. kationow dwuwartosciowych, ktore wspolnie
ulatwiaja przyjecie odpowiedniej konformacji aktywnego bialka i RNA. Dodatkowo, liczne doniesienia
literaturowe wskazujg na wystepowanie réznych wariantéw kanonicznej struktury kapu m’G w czasteczkach RNA
niekodujacych biatek. Pelny obraz metabolizmu RNA stanowi podstawe w zrozumieniu dynamiki komorki i tym
samym jest fundamentalnym elementem w rozwoju nowych podej$¢ terapeutycznych. Stworzenie odpowiednich
narzedzi do wizualizacji przebiegu procesu degradacji RNA in vitro i in vivo wydaje si¢ wiec by¢ kluczowe do
osiaggniecia tego celu.

Badania prowadzone w ramach niniejszej rozprawy doktorskiej dotycza syntezy oraz charakterystyki sond
fluorescencyjnych, opartych na strukturze RNA i zdolnych do selektywnego monitorowania aktywnosci enzymow
degradujacych kap.

Pierwszy etap moich badan polegat na opracowaniu testu fluorescencyjnego (FLINT, ang. fluorescence
intensity, intensywno$¢ fluorescencji), ktory umozliwia wysokoprzepustowa analize specyficznosci substratowe;j
enzymow dekapujacych. W tym celu przeprowadzitam synteze siedmiu naturalnych, di- oraz trinukleotydowych
analogow kapu, wykorzystujac do tego podejscie oparte na syntezie chemicznej, taczace chemig¢ fosforu (II1) z
chemig fosforu (V). Kazdy ze zwigzkow byt poddany dwuetapowemu oczyszczaniu celem zapewnienia jak
najwyzszej jakosci probki. W kolejnym kroku przygotowane kapy bytly kotranskrypcyjnie wprowadzane do
sekwencji  70-nukleotydowego RNA. Transkrypcja in vitro (IVT) byla prowadzona na specjalnie
zaprojektowanych do tego celu matrycach DNA, kodujacych aptamerowa sekwencj¢ Broccoli, wzbogacong o
fragment poliA. Optymalizacja calego procesu pozwolita na uzyskanie czystych frakcji, wolnych od
zanieczyszczen w postaci nickapowanego RNA i z wysoka wydajnoscia koncowa reakcji. Jako§¢ RNA byla
weryfikowana z wykorzystaniem elektroforezy zelowej. Finalnie RNA wraz z dedykowanym mu fluorogenicznym
ligandem DFHBI-IT, zostalo wykorzystane do przeprowadzenia fluorescencyjnego testu, w wyniku ktorego
ustalono preferencje substratowe siedmiu wybranych enzymoéw dekapujacych, pochodzacych z réznych
organizmow. W ramach tej czg¢séci badan przeprowadzono réwniez pomiary kinetyczne z udziatem enzymu hDcp2
oraz kapu-1, ktére pozwolity na wyznaczenie parametrow kinetycznych reakcji. Wykazano tez przydatno$é testu
FLINT do poszukiwania inhibitorow enzyméw dekapujacych. Ustalenie zakresu aktywnosci poszczegodlnych
enzymoOw postuzyto mi do opracowania dwuznakowanych sond fluorescencyjnych, ukierunkowanych na
pojedynczy cel molekularny, co byto przedmiotem drugiego etapu moich badan.

Synteze podwojnie znakowanych sond fluorescencyjnych rozpoczgtam od  przygotowania
trinukleotydowych analogéw kapu, zawierajacych linkery umozliwiajace przytaczenie barwnika. W takiej formie
analogi struktury kapu byly wprowadzane kotranskrypcyjnie do nici RNA, a w kolejnym kroku znakowane
odpowiednimi barwnikami. Drugie podejscie obejmowato znakowanie trinukleotydow, a dopiero w nastgpnym
etapie przeprowadzanie IVT. Niezaleznie od przyjetej strategii, wyznakowane i kapowane RNA, byly poddawane
znakowaniu na koncu 3’ sekwencji, stosujac metod¢ enzymatyczng lub chemiczng. Barwniki zostaly dobrane tak,
aby tworzyly pary fluorofor-wygaszacz badz donor-akceptor, umozliwiajaca obserwacj¢ zjawiska FRET. Sondy
fluorescencyjne byly poddane charakterystyce metodami biofizycznymi, a te o najkorzystniejszych
wlasciwos$ciach, scharakteryzowane rowniez pod katem przydatnosci do monitorowania reakcji enzymatycznych
z biatkami degradujacymi kap.

Zaprezentowane w niniejszej pracy sondy oparte na strukturze RNA oraz zaprojektowane na ich podstawie
testy umozliwiaja szybkie i wysokoprzepustowe analizy preferencji substratowych enzymoéw dekapujgcych.
Stanowig one niezwykle przydatne narzedzie do peinej charakterystyki enzymoéw, umozliwiajac ustalenie ich
specyficznosci i selektywnosci substratowej oraz identyfikacj¢ nowych inhibitorow enzymow. Ma to szczeg6lnie
duze znaczenie w kontek$cie opracowania nowych podejs¢ terapeutycznych bazujgcych na czasteczkach RNA,
ktérych trwalo$¢ i stabilno$¢ jest tu kluczowym elementem. Opracowane przeze mnie narzedzia sg wigc
odpowiedzia na rosnace zapotrzebowanie w erze intensywnego rozwoju biotechnologii i medycyny.



