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Popularnonaukowe streszczenie projektu

Eukariotyczny mRNA posiada na swoim koncu 5° unikatowa strukture (m’GpppN), zwang kapem. Tworzy
ja 7-metyloguanozyna (m’'G) polaczona nietypowym dla kwaséw nukleinowych wiazaniem 5°,5°-
trifosforanowym z kolejnym nukleozydem (N). Kap peini niezwykle wazng rol¢ na rdznych etapach
funkcjonowania mRNA w komorce: od roli ochronnej przed dziataniem enzymow degradujacych, poprzez
splicing i transport wewnatrzkomorkowy az po synteze biatka. Doniesienia ostatnich kilku lat wskazujg na
wystepowanie ogromnej roznorodnos$ci struktur kapu oraz czynnikdéw biatkowych, ktére z nimi oddziatujg w
procesach komdrkowych.

Usuniecie kapu powoduje progresywng degradacje transkryptu przez specyficzne egzonukleazy. Jednym z
najlepiej dotychczas poznanych enzymow odcinajacych kap z kofica 5> mRNA jest biatko Dcp2, posiadajace
motyw Nudix odpowiedzialny za wigzanie substratow oraz ich efektywna hydrolize. Ostatnio opisano w
literaturze szereg innych biatek nalezacych do rodziny Nudix, ktore wykazuja aktywno$¢ podobng do Dcp2,
ale ich rola w procesie degradacji mRNA jest bardzo stabo poznana. Celem niniejszego projektu jest
poglebienie wiedzy dotyczacej molekularnych podstaw degradacji mRNA, procesu, ktory ma znaczacy
wplyw na stabilno$¢ tej czasteczki w komoérkach. Informacje, ktore uzyskamy, beda mialy istotny wymiar
praktyczny zwiazany z zastosowaniem mRNA w biotechnologii i medycynie. W ostatnich latach mRNA jest
intensywnie badany pod katem terapeutycznego wykorzystania jako leku, ktory po dostarczeniu do komoérek
stanowi matryce do wytwarzania okreslonego biatka, uzupetniajac jego brak lub zast¢pujac niefunkcjonalng
formg. Strategia ta ma w konsekwencji doprowadzi¢ do cofniecia si¢ objawdéw chorobowych. Jednym z
wazniejszych zastosowan, bedacym obecnie w zaawansowanej fazie testow klinicznych, sg tzw.
»szczepionki mRNA” kodujagce antygeny majace na celu pobudzanie/mobilizowanie uktadu
immunologicznego do walki z komorkami nowotworowymi. Warunkiem efektywnosci terapeutycznej
MRNA jest odpornos$¢ na degradacje w warunkach komoérkowych, co powoduje wydtuzenie czasu jego
dziatania.

Stosujgc szerokie spektrum metod biofizycznych i biochemicznych planujemy w ramach niniejszego
projektu zbada¢ reprezentatywne biatka Nudix pod katem ich cech strukturalnych istotnych dla
specyficznego oddzialywania z naturalnymi oraz syntetycznymi strukturami kapu wykorzystujac zasoby
naszego unikalnego zbioru modyfikowanych analogow kapu. Aktywno$¢ biatek Nudix zostanie przebadana
wzgledem serii naturalnie wystepujacych, zroznicowanych struktur kapu, co pozwoli na okreslenie ich
preferencji substratowych. W celu petniejszej charakterystyki specyficznosci enzyméw Nudix wykorzystane
zostang metody miareczkowania fluorescencyjnego i mikrokalorymetrycznego, pozwalajace precyzyjnie
okresli¢ efektywnos¢ ich oddziatywania z roznymi analogami kapu. Istotnym kierunkiem badan bedzie
rowniez okreslenie struktury biatek Nudix na podstawie analizy rentgenograficznej uzyskanych krysztatow.
Badania krystalograficzne zostang uzupelnione badaniami struktury i dynamiki biatek w roztworach, z
wykorzystaniem szeregu unikalnych technik, takich jak matokagtowe rozpraszanie promieni rentgenowskich,
ultrawirowanie, czy dichroizm kotowy. Ciekawym wyzwaniem bedzie proba analizy puli dinukleotydowych
struktur kapu izolowanych z ekstraktow komorkowych, gdzie ekspresja wybranych biatek Nudix zostata
zwigkszona lub wyciszona. Porownanie takiej puli kapow z proba kontrolng bedzie podstawa poszukiwania
struktur, ktorych zawarto$¢ w komodrkach najbardziej si¢ zmienia w wyniku braku lub nadekspresji danego
enzymu. W ramach projektu zostanie rowniez przeprowadzona analiza mononukleotydowych analogéw
kapu jako potencjalnych inhibitorow jednego z biatek Nudix, ktdre jest zaangazowane w procesie degradacji
nukleotydow 6-tiopuryn, stosowanych jako leki przeciwnowotworowe oraz immunosupresyjne.

Badania zrealizowane w ramach projektu dostarcza wielu istotnych informacji dotyczacych mechanizmu
oddzialywania biatek Nudix z analogami kapu, co umozliwi doktadniejsze poznanie funkcji tych enzymow.
Uzyskane wyniki bgda tez miaty znaczenie aplikacyjne. Zostang wykorzystane do planowania najbardziej
efektywnych modyfikacji konca 5’ czasteczki mRNA tak, aby byta odporna na degradacje¢ przez szerokie
spektrum enzyméw, co pozwoli na szersze zastosowanie w badaniach procesow biologicznych oraz w
dalszej perspektywie w medycynie.



