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Egzogennie dostarczany informacyjny RNA (mRNA — ang. messenger RNA) jest obiecujagcym
srodkiem terapeutycznym o potencjalnych zastosowaniach w immunoterapiach nowotwordw,
terapiach genowych i re-programowaniu komorek. Jednak zanim czgsteczke mRNA mozna uznaé
za potencjalny terapeutyk musi zosta¢ pokonanych szereg ograniczen wynikajacych z samej natury
mRNA. Prace ostatnich lat pozwolity poprawi¢ stabilno$¢ komdrkowa oraz ulepszy¢ wiasciwosci
translacyjne in vitro transkrybowanego mRNA (IVT mRNA). Jednak caty czas nie do konca
wyjasniona pozostaje kwestia jak IVT mRNA moze wptywaé na komorkowa odpowiedz
immunologiczng. Zgodnie z doniesieniami literaturowymi literatury wiadomo, ze egzogenne RNA
(np. RNA wiruséw) jest rozpoznawane jako obca czasteczka przez obronny system komorki i
prowadzi do wywotania odpowiedzi immunologicznej. Kluczem do rozpoznaniae czasteczki RNA
jako obcej jest status metylacji jej 5° konca. Do 5° konca eukariotycznych czasteczek mRNA
przytaczana jest ko-transkrypcyjnie przez 5°-5” mostek trifosforanowy N7-metylowana guanozyna,
powstaje wtedy tak zwany kap-0. U wyzszych eukariontow, po eksporcie mRNA do cytoplazmy, 5’
koniec mRNA poddawany jest metylacji, grupa metylowa dodawana jest do rybozy pierwszego
transkrybowanego nukleotydu w pozycji 2°-O, powstaje wtedy kap-1. Obecnos¢ kapu-1 pozwala
komorce odrozni¢ obce RNA od wlasnego. Dodatkowo 5° koniec mRNA moze ulec jeszcze jednej
metylacji, grupa metylowa dodawana jest do rybozy drugiego transkrybowanego nukleotydu w

pozycji 2°-O, powstaje wtedy kap-2, jednak rola tej modyfikacji nie jest do konca wyjasniona.

Dotychczasowe badania nad odpowiedzig immunologiczng komorek na egzogennie dostarczone
RNA wskazywaly, ze wlasciwosci immunogenne IVT mRNA mogg mie¢ duze znaczenie w jego
zastosowaniu jako terapeutyk. Uwaza si¢, ze w niektorych zastosowaniach (na przyktad w
immunoterapii raka lub w zapobieganiu alergii) stymulacja wrodzonego uktadu odpornosciowego
przez IVT mRNA moze by¢ korzystna dla pacjenta do kierowania odpowiedzi immunologicznej
przeciwko kodowanemu przez IVT mRNA biatku. Z drugiej strony silna odpowiedz
immunologiczna moze prowadzi¢ do zmniejszenia globalnego poziomu bialek w komorkach, a
nawet wywota¢ ich apoptoze. Dopiero od niedawna jest mozliwe otrzymanie IVT MRNA z
nieimmunogennymi strukturami kapu (kap-1 i kap-2). Metody syntezy analogow kap-1 i kap-2
zostaly opracowane w Laboratorium Chemii Bioorganicznej (CeNT UW) jak rowniez przez innych
(TriLink BioTechnologies). W zwiazku z powyzszym zaproponowali$my seri¢ doswiadczen, ktore
pozwolg zrozumie¢, jak doktadnie IVT mRNA jest rozpoznawane jako obca czasteczka przez uktad
odpornosciowy komorki. Ponadto planujemy zbada¢ relacje migdzy stanem metylacji konca 5’
MRNA i czynnikami odpowiedzialnymi za wykrywanie i degradacj¢ egzogennie dostarczonego
RNA. Oczekujemy rowniez, ze realizacja przedstawionego projektu pozwoli w przyszto$ci na

bardziej §wiadome podejscie do projektowania mRNA do zastosowan terapeutycznych.



