Streszczenie

Technologie oparte na potencjalnym zastosowaniu syntetycznych czasteczek mRNA
w medycynie rozwijane sa od lat 90. ubieglego wieku. Dzieki znaczacemu postepowi
technologicznemu mRNA staje si¢ coraz powszechniej stosowanym narzedziem w opracowywaniu
szczepionek i terapii genowych. Mimo wielu zalet wzgledem stosowanych dotychczas
konwencjonalnych metod, jednym z gtéwnych probleméw terapii wykorzystujacych syntetyczne
mRNA jest inherentnie niska stabilno$¢ owych czgsteczek. Niezaleznie od $ciezki rozpadu, proces
degradacji mRNA w komoérkach ssakow jest inicjowany przez deadenylacje, czyli usuniecie ogona
poli(A) znajdujacego si¢ na koncu 3' wiekszo$ci dojrzatych eukariotycznych mRNA. Ogon poli(A)
dziata jako jeden z glownych regulatoréw loséw mRNA, miedzy innymi chroniac regiony kodujace
mRNA przed degradacjg, a takze odgrywajac wazng role w procesie inicjacji translacji dzieki
zlozonym interakcjom bialko-RNA. Obie te cechy, w polgczeniu z niekodujgcg naturg ogona
poli(A), czynig go idealnym celem do wprowadzenia korzystnych modyfikacji zwig¢kszajacych
stabilnos$¢ i wydajno$é translacyjng mRNA, bez ingerencji w aktywno$¢é maszynerii rybosomalnej
odpowiedzialnej za biosynteze bialek. W ostatnich latach zaprezentowano szereg badan
dotyczacych modyfikacji mRNA w celu manipulacji stabilno$cig oraz potencjatem translacyjnym
mRNA, co stanowito inspiracj¢ dla moich badan.

Pierwsza czg$¢ niniejszej rozprawy dotyczyla opracowania metody biofizycznej
umozliwiajacej badania nad zalezno$cig struktura-aktywno$¢ w oddziatywaniu analogéw ogona
poli(A) z biatkiem specyficznie wigzgcym strukture konca 3> mRNA (PABP). W celu opracowania
metody wykorzystalam czula technike¢ termoforezy mikroskalowej, ktora pozwala na badanie
szerokiego spektrum oddzialywan molekularnych. Opracowana metoda zostata wykorzystana do
badania oddzialywan miedzy biatkiem PABP, a blisko trzydziestoma oligonukleotydowymi
analogami ogona poli(A), zawierajagcymi wybrane chemiczne i strukturalne modyfikacje. Dzieki
szczegdlowym badaniom udato si¢ ustali¢ wpltyw danej modyfikacji na specyficzne oddzialywanie
z PABP, nie tylko ze wzgledu na rodzaj uzytej modyfikacji, ale rOwniez jej umiejscowienie w
kieszeni wiazacej bialka. Przeprowadzilam rowniez badania odpornosci enzymatycznej
wspomnianych analogdw poli(A) z udzialem specyficznej deadenylazy. Mozliwe byto
wyszczeg6lnienie chemicznie modyfikowanych oligonukleotydow poli(A) wykazujacych
réwnoczesnie wysokie powinowactwo do PABP oraz odporno$é na enzymatyczng degradacje. Z
udziatem wybranych oligonukleotydéw przeprowadzono nastgpnie badania translacji w lizatach
komorkowych, ktore wykazaly, ze wybrane przeze mnie zwiazki wykazuja potencjat inhibitorowy
i specyficznie hamuja proces translacji. Na podstawie niniejszej czgéci badan wyciagnetam szereg
whnioskow dotyczacych wplywu struktury fragmentéw poli(A) na ich powinowactwo do PABP.
Miedzy innymi owe badania dowiodly, ze wszelkiego rodzaju modyfikacje chemiczne faficucha
poli(A) sa najlepiej tolerowane, kiedy modyfikowana podjednostka znajduje si¢ na koficu sekwencji
wigzanej przez biatko. Z tego wzgledu w dalszej czesci badan skupilam si¢ na wprowadzaniu
modyfikacji w obr¢bie samego korica 3° RNA.

Druga czes$é projektu doktorskiego poswiecitam na opracowanie metody pozwalajacej
na chemo-enzymatyczng modyfikacje konca 3’ syntetycznych mRNA. Modyfikacja ta miala na
celu zwigkszenie stabilno$ci czasteczek mRNA poprzez poprawe ich odpornosci na degradacje
przez egzonukleazy 3°-5°, przy jednoczesnym zachowaniu mozliwosci oddziatywania z biatkiem
PABP. Poprawa stabilnosci przyczynia si¢ nastepnie do wydtuzenia czasu zycia modyfikowanych
mRNA w komorkach i skutkuje zwiekszong produkcja kodowanych przez mRNA biatek.
Opracowana przeze mnie metoda modyfikacji zaktada ligacje enzymatyczna chemicznie 5°-
fosforylowanych modyfikowanych dinukleotydow do konca 3’ czasteczki RNA. Do struktury
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wspomnianych dinukleotydéw wprowadzone zostaly modyfikacje chemiczne, ktore w trakcie
pierwszej czgsci badaf zidentyfikowane zostaly jako najoptymalniejsze z punktu widzenia
oddziatywania z PABP oraz stabilnosci enzymatycznej. Metoda modyfikacji konca 3° RNA
wykorzystana zostala do otrzymania reporterowych czasteczek mRNA o zwigkszonej stabilnosci.
Modyfikowane mRNA zostaly nastgpnie zbadane w trzech réznych liniach komérkowych pod
katem ich potencjatu translacyjnego. Zidentyfikowane zostaly dwa typy modyfikacji mRNA, ktére
skutkowaly nawet kilkukrotnie zwickszona produkcja biatka w komoérkach.

Opracowane przeze mnie metody moga przyczyni¢ si¢ do dalszych badan nad
modyfikacjami ogona poli(A) mRNA. Z jednej strony, metoda pozwalajaca na badanie
oddzialywania miedzy PABP a analogami poli(A) znajdzie zastosowanie w dalszych badaniach nad
potencjalnie korzystnymi modyfikacjami poli(A). Z kolei metoda chemo-enzymatycznej
modyfikacji konca 3> RNA moze by¢ stosowana w otrzymywaniu dowolnych czasteczek RNA o
zwiekszonej stabilnosci, w szczegdlnosci mRNA o potencjale terapeutycznym.
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