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Kwasy rybonukleinowe (RNA) stanowig jedna z najwazniejszych biomolekut. Ich funkcje
biologiczne RNA sa bardzo rézne i w duzej czg¢éci powigzane z ich strukturg. W RNA, oprocz
kanonicznych zasad wystepuje ponad 140 modyfikowanych nukleotydow. Najczes$ciej wystepujacymi
sa N6-methyloadenozyna i pseudourydyna. Modyfikowane nukleotydy wptywaja na strukture i
funkcje biologiczne RNA. Powigzanie struktury RNA z jego wlasciwosciami biologicznymi sprawia,
ze wiedza o strukturze RNA zawierajacych modyfikowane nukleotydy jest bardzo pozadana. Oprocz
wielu metod chemicznego mapowania struktury RNA istnieje takze metoda przewidywania
faldowania si¢ RNA w oparciu o znajomo$¢ regut termodynamicznych dotyczacych odziatywan w
obrebie roznych motywow strukturalnych RNA. Stuza do tego odpowiednio skonstruowane programy
komputerowe, a jednym z najlepszych jest RNAstructure. Celem projektu badawczego jest
wyznaczenie parametrow termodynamicznych okre$lajacych wplyw na faldowanie RNA
nastgpujacych naturalnych modyfikacji RNA: pseudourydyny, N1-metylopsuedourydyny, 5-
metoksyurydyny i 5-metylocytydyny. Wyznaczone eksperymentalnie parametry termodynamiczne
zostang wprowadzone do programu RNAstructure. Nastgpnym etapem projektu bedzie mapowanie
chemiczne kilku RNA zawierajacych wymienione modyfikowane nukleotydy i poréwnanie struktur
RNA wygenerowanych za pomoca zmodyfikowanego programu RNAstructure i okre§lonych
eksperymentalnie poprzez mapowanie chemiczne.

Projekt jest rowniez wazny z innych powodow. Wydaje sie, ze $wiat dzieki szczepionkom
powoli wychodzi z pandemii spowodowanej wirusem SARS-CoV-2. Najskuteczniejsze szczepionki
firm Pfizer i Moderna zawieraja mRNA biatka kolca (ang. spike), w ktorych wszystkie urydyny
zostaly zastgpione N1-metylopseudourydyng. Wczesniejsze badania wykazaty, ze wprowadzenie do
szczepionkowych RNA N1-metylopseudourydyny najbardziej zwigksza ekspresjc mRNA oraz jego
stabilnos¢ w $§rodowisku komoérkowym, ponadto wykazuje najlepsze parametry immunologiczne.
Innymi modyfikowanymi nukleotydami, ktére réwniez dawaly bardzo obiecujace wyniki byty
wilasnie: pseudourydyna, 5-metoksyurydyna i 5-metylocytydyna. To byto réwniez powodem wyboru
do badan wymienionych modyfikowanych nukleotydow RNA.

Plan badan obejmuje nastepujgce etapy: (1) synteza koniecznych modyfikowanych
amidofosforynéw oraz oligonukleotyddow RNA zawierajacych w okreslonych pozycjach
pseudourydyny, N1-metylopsuedourydyny, 5-metoksyurydyny oraz 5-metylocytydyny, (2) pomiary
trwaloéci termodynamicznej komplementarnych duplekséw oraz dupleksow zawierajgcych
modyfikacje w obrgbie niehelikalnych motywéw strukturalnych RNA. Obliczenie parametrow
termodynamicznych dla kazdego typu modyfikacji RNA oraz wprowadzenie ich do programu
RNAstructure, (3) mapowanie chemiczne dwoch duzych fragmentéw podjednostki  28S
rybosomalnego RNA (rRNA) z czlowieka. Oba modelowe rRNA zawierajg odpowiednio 5 i 13 reszt
pseudourydyny i sg wybrane z rejonu rRNA, w ktérym zachodzi autokatalityczne tworzenie wigzania
peptydowego na rybosomie. W oparciu 0 wyniki mapowania chemicznego zostanie okreslona jego
struktura drugorzedowa i poréwnana ze struktura wygenerowang za pomocg zmodfikowanego
programu RNAstructure. Poréwnanie obu struktur drugorzedowych postuzy takze do ewentualnej
poprawy modyfikowanych parametréow termodynamicznych programu RNAstructure korygujacych
program, (4) poniewaz okreslone paramenty termodynamiczne dotyczy¢ bedg takze szczepionkowych
RNA, rowniez strukture takich RNA bedziemy badali. Wybranymi RNA s3: sgRNA M z wirusa
SARS-CoV-2 (fragment okoto 800 nt) oraz segment 4 z RNA wirusa grypy (fragment mRNA
kodujacy biatko powierzchniowe — hemaglutyning o dlugosci okoto 1800 nt). Dla pierwszego
modelowego RNA badane beda struktury zwierajace jedna z czterech modyfikacji, natomiast dla RNA
segmentu 4 tylko struktury zawierajace odpowiednio pseudourydyne i N1-metylopseudourydyng.
Nastepnie porownane zostang ich struktury wygenerowane za pomoca RNAstructure oraz wynikajace
z ich mapowania chemicznego, (5) okreslenie, za pomocg NMR oraz metodami krystalograficznymi,
struktury matych fragmentéw RNA zawierajacych pseudourydyne. Badania te majg na celu okreslenie
oddziatywan odpowiedzialnych za znaczacg stabilizacj¢ struktur RNA przez pseudourydyneg.

Reasumujac, projekt ma kluczowe znaczenie dla zrozumienia funkcji biologicznych i wptywu
na struktur¢ RNA jego modyfikacji. Rownie wazny jest aspekt szczepionkowych RNA, bo skutecznos¢
szczepionek Pfizer oraz Moderna wskazuje, ze jest to wlasciwy na przysztos¢ kierunek rozwoju
szczepionek typu IVT mRNA.



