Nr rejestracyjny: 2019/33/B/ST4/01422; Kierownik projektu: prof. dr hab. Ryszard Kierzek

Korelacje struktury i funkcji RNA sg bardzo dobrze znane. Aby zmieni¢ funkcje biologiczne RNA, w tym
chorobotworczych RNA czlowieka, konieczna jest znajomos¢ struktury natywnych RNA. Okreslanie struktury
drugorzgdowej RNA jest stosunkowo proste dla RNA w warunkach in vitro i opiera si¢ na mapowaniu
chemicznym, enzymatycznym i mikromacierzowym, a takze na okreslaniu struktury RNA z zastosowaniem regut
termodynamicznych. Fatdowanie struktury drugorzedowej RNA opiera si¢ na modelu najblizszego sasiedztwa i
wykorzystuje parametry termodynamiczne dla duplekséw oraz niehelikalnych motywow strukturalnych RNA
okreslone w buforze zawierajacym 1M chlorek sodu. Okreslenie struktury RNA, w $rodowisku komérkowym (in
vivo, in cellulo) jest bardzo trudnym i dtugotrwatym procesem i obecnie opiera si¢ gtdéwnie na mapowaniu
chemicznym w komorkach i analizie wynikow mapowania z wykorzystanie metod glebokiego sekwencjonowania
(NGS).

W przedstawionym projekcie proponujemy:

(1) okreslenie parametrow termodynamicznych dotyczacych fatdowania si¢ RNA w warunkach zblizonych
do warunkéw komorkowych (in vivo-like), co pozwoli przewidzie¢ sktadanie si¢ RNA w warunkach natywnych.
Aby osiagna¢ ten cel, okreslimy trwatosci termodynamiczng modelowych RNA w buforze komoérkowym. Na
podstawie wstepnych wynikow postulujemy testowanie dwoch potencjalnych buforow komorkowych. Jedng z nich
bytaby pozywka do hodowli komorek ssaczych z niskg zawartoscia glukozy (Dulbecco's Modified Eagle's Medium
Low glucose, DMEM low glucose) i druga ludzka surowica krwi rozcienczona wymieniong pozywka DMEM.
Sktad obu plynéw (soli mono- i dwuwarto§ciowych kationéw, aminokwasow, glukozy) jest bardzo podobny.
Drastyczna r6znica dotyczy jedynie stezenia biatek, ktore w surowicy jest 175 razy wyzsze.

(2) zaimplementowaé parametry termodynamiki komoérkowej do programu RNAstructure (proponujemy
nazwe¢ cRNAstructure dla tego nowego programu). Pozwoli to okresli¢ faldowanie si¢ RNA w $rodowisku
komoérkowym oraz poroéwnac stabilnos¢ termodynamiczng i strukture RNA w warunkach in vitro i komorkowych,

(3) porownac fatdowanie si¢ tych samych RNA okreslonych przez cRNAstructure i struktury w komoérkach
rozwigzanej na podstawie mapowania RNA z wykorzystaniem metody NGS. W tej grupie badan szczegdlnie
skupimy si¢ na segmencie 8 wirusa grypy VRNA (VRNAS)

Przedstawiony projekt jest bardzo istotny z dwdoch powodow: (a) okreslenie natywnej struktury RNA
pozwoli lepiej zrozumieé jego funkcje biologiczng oraz korelacje pomigdzy struktura i funkcja RNA w komorkach,
(b) liczne RNA sg bezposrednio zwigzane z wieloma chorobami cziowieka i dla stosowania oligonukleotydoéw
(antysensownych oligonukleotydow, siRNA, systemu CRISPR-Cas9) i niskoczgsteczkowych ligandow, jako
potencjalnych terapeutykow wiedza na temat faldowania patogennego RNA jest absolutnie konieczna. Obecnie
wszystkie parametry termodynamiczne, zawarte w roznych programach komputerowych stuzacych przewidywaniu
faldowania si¢ RNA, zostaly okreSlone w buforze opartym na 1M chlorku sodu. W projekcie postulujemy
okreslenie termodynamicznych parametrow RNA w buforze komérkowym i ich implementacje do programu
RNAstructure. Zbioér parametréw termodynamicznych obejmuje parametry dla dupleksow RNA i motywow
strukturalnych zawierajacych: petle wewngtrzne, wybrzuszenia jednostronne, niesparowane konce, struktury
spinkowe, petle wieloramienne oraz oddziatywania wspotosiowe.

Po raz pierwszy proponujemy okreslenie parametréw termodynamicznych dotyczacych faldowania RNA w
buforze komoérkowym. W nastepnej kolejnoSci parametry te zostang zastosowane w programie komputerowym
RNAstructure, ktory jest powszechnie stosowany do przewidywania fatdowania RNA. Implementacja do programu
RNAstructure parametrow termodynamicznych okreslonych w buforze komoérkowym pozwoli przewidzie¢
natywng struktur¢ RNA. Wiedza na temat struktury patogennych RNA czlowieka umozliwi racjonalne
projektowanie potencjalnych terapeutykow, w szczegOlno$ci tych opartych na oligonukleotydach i
niskoczasteczkowych ligandach.



