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Struktura kompleksu ludzkiej rybonukleazy N4BP1 wraz z bialkami usuwajacymi czapeczke RNA

Matrycami do produkcji biatek w komorce sa transkrypty genow — czyli czasteczki RNA niosace
informacj¢ o sekwencji aminokwasowej biatek. Jednym z proceséw wpltywajacych negatywnie na poziom
transkryptow w komorkach jest ich degradacja z udzialem enzymoéw hydrolizujacych czasteczki RNA,
ktore naleza do rodzaju RNaz. Mechanizmy degradacji RNA stanowig istotny element zachowania
réwnowagi w komdérce, ale takze petnig znaczaca role W przeciwstawieniu sie hiekorzystnym czynnikom
np. podczas regulacji stanu zapalnego. Czg¢s¢ z procesow degradacji RNA jest zwigzana z wystgpowaniem
ziarnistych struktur w komorkach takich jak granule stresowe oraz granule procesujace RNA. W przypadku
granul stresowych stanowia one réwniez magazyn transkryptow, ktore moga zosta¢ uwolnione w momencie
ustgpienia czynnikow stresowych, tym samym moga wplyna¢ miedzy innymi na synteze nowych biatek.
Jedng z gtownych wilasno$ci granul procesujacych RNA jest zalezno$¢ od kompleksu usuwajgcego
czapeczke RNA z konca 5' transkryptu. Wielobiatkowy kompleks dekapingu jest zwigzany z obecno$cia
biatka EDC4 stanowiacego swoiste rusztowanie dla kolejnych sktadowych kompleksu w tym biatka DCP2
bedacego hydrolazg czapeczki RNA. Obecnos¢ czapeczki RNA u organizméw wielokomorkowych, chroni
transkrypty przed ich przedwczesnag degradacja. Nastepstwem hydrolizy czapeczki RNA jest trawienie
transkryptu, ktore jest realizowane przez RNaze - egzorybonukleaze 1 (XRN1). Na skutek aktywnosci
XRNL1 transkrypt jest sukcesywnie skracany po jednym nukleotydzie, tym samym zostaje zdegradowany.

Woeczesniejsze badania pokazaty, ze RNaza N4BP1 uczestniczy w procesach regulacji odpowiedzi
zapalnej organizmu poprzez degradacje transkryptow cytokin prozapalnych. Nasze wyniki wst¢pne
pokazuja, ze ludzkie biatko N4BP1 jest nukleaza zwigzana z dekapinigiem RNA stanowigc alternatywne
dla degradacji transkryptow zaleznej od XRNL1. Stosujac metode immunoprecypitacji wykonano izolacje
komplekséw N4BP1 z komorki, nastepnie przeprowadzong identyfikacje sktadowych kompleksow metodg
spektrometrii masowej. Co interesujace wyniki analiz wstgpnych ujawnity udziat N4ABP1 w kompleksie z
EDC4 oraz innymi biatkami dekapingu. Celem naszych badan jest pokazanie strukturalnych podstaw
interakcji N4BP1 z EDC4 oraz RNA stosujac metody biologii strukturalnej. Przypuszczamy, ze poprzez
odziatywanie z EDC4 nukleaza N4BP1 jest nakierowana na okreslone petle RNA w regionach
sgsiadujgcych z kofcem 5’ transkryptdw. Planujemy rozwigzaé struktur przestrzenng N4BP1 metoda
krystalografii rentgenowskiej oraz mikroskopii krioelektronowej. W trakcie projektu wykorzystamy
hodowlg komorek w celu produkcji biatek rekombinowanych o okreslonych wiasnosciach i sekwencjach.
Biatka rekombinowane zostang wyizolowane z komorek oraz oczyszczone technikami
chromatograficznymi. Kolejno wykonana zostanie charakterystyka strukturalna N4BP1 poprzez
krystalizacj¢ biatka wraz z determinacjg struktury badanego biatka na podstawie obrazéw dyfrakcji
promieniowania rentgenowskiego przez krysztal biatka. Oprocz analizy samego N4BP1 wykonamy
badania strukturalne jego kompleksow z EDC4 oraz innymi biatkami dekapingu. Oczekujemy, ze
uzyskamy informacje o architekturze miejsca aktywnego N4BP1 oraz poznamy szczegodty selektywnego
wigzania okreslonych sekwencji lub struktur RNA obecnych w substratach rozpoznawanych przez N4BP1.
Dodatkowo stosujac techniki biochemiczne sprawdzimy selektywno$¢ substratowa nukleazy N4BP1 oraz
zbadamy jaki wptyw maja sktadowe kompleksu dekapingu na aktywnos¢ N4BP1. Jako substraty do
degradacji przez N4BP1 wykorzystamy RNA o okre$lonej sekwencji oraz strukturze modelujacej regiony
niepodlegajace translacji w transkryptach. Wyniki planowanych eksperymentéw ujawniag mechanizm
dziatania N4BP1 w granulach procesujacych RNA. Poznana struktura N4BP1 oraz detale Kkatalizy
transkryptow przez N4BP1 mogg zosta¢ w przysztoSci wykorzystane do inteligentnego projektowania
inhibitorow tego biatka, a tym samym do terapii opierajgcej sie na modulacji proceséw zapalnych. Ponadto
udowodniono, ze N4BP1 degraduje RNA niektorych retrowirusow w tym HIV 1, zatem okreslenie
mechanizmu dziatania N4BP1 moze okazaé si¢ istotne w opracowaniu nowych metod wzmochienia
pierwotnej odpowiedzi immunologicznej organizmu i przeciwdziataniu infekcjom wirusowym.



