Badania strukturalne RNA o znaczeniu w patogenezie chorob neurodegeneracyjnych

mgr inz. Marcin Ryczek

Streszczenie

Wiele choréb czlowieka zwlaszcza chorob neurodegeneracyjnych i neuromuskularnych
jest wywolywanych przez ekspansje powtdrzen nukleotydow zwanych mikrosatelitami
w roznych genach. Transkrypty powstajace na matrycy tych genow ze wzgledu na posiadanie
zwielokrotnionych powtoérzen nukleotydowych mogg formowac rézne struktury. Badanie
struktur RNA zwigzanych z chorobami neurodegeneracyjnymi stanowi wazny etap
w zrozumieniu mechanizméw dziatania tych choréb oraz moze przyczyni¢ si¢ do wylonienia
potencjalnych nowych terapeutykow celowanych.

W niniejszej rozprawie doktorskiej postawitem przed sobg dwa cele. Moim pierwszym
zadaniem bylo opracowanie protokolu produkcji RNA o strukturze spinki, stabilizacja tego
RNA do krystalizacji oraz wyznaczenie struktury przestrzennej RNA w formie spinki stabilne;j
w warunkach krystalizacyjnych. Drugie zadanie dotyczyto wyznaczenia struktury przestrzenne;j
kompleksu RNA zawierajagcego sekwencje G2Cs z syntetyczng czasteczkg ANP77.
Na podstawie tej struktury chciatem okresli¢ potencjat terapeutyczny czasteczki ANP77 oraz
czy ta czasteczka mogtaby postuzy¢ do stabilizacji struktur RNA.

W ramach pierwszego zadania opracowatem protokot produkcji RNA w formie spinki
do badan krystalograficznych. Krotkie czasteczki RNA (o dlugos$ci do 10 nukleotydow) moga
by¢ wydajnie produkowane za pomocg syntezy chemicznej na podtozu statlym. Natomiast RNA
dhuzszy niz 40 nukleotydow powinien by¢ syntetyzowany na drodze transkrypcji in vitro przy
uzyciu rybozymow lub modyfikowanej matrycy DNA. Zaprojektowalem szereg konstruktow
zwigzanych z chorobami neurodegeneracyjnymi, dla ktérych chciatem okresli¢ strukture
przestrzenng. Konstrukty zawierajgce powtdrzenia trdjnukleotydowe CUG (biorace udziat
w rozwoju dystrofii miotonicznej) stabilizowatem poprzez cyrkularyzacje, a ich potencjat
krystalizacyjny chciatem zwigkszy¢ poprzez oddziatywanie RNA z domeng oddziatujaca
z RNA biatka Ula.

W ramach drugiego zadania udato mi si¢ uzyskac struktury przestrzenne dla konstruktu
G2C4 z 1 bez czasteczki ANP77. Opisalem sposob fatdowania si¢ RNA, oddzialywania RNA
z ligandem ANP77 oraz oddziatywania czasteczek w sieci krystalicznej. Przy uzyciu
skaningowej kalorymetrii roznicowej w zakresie pH 5,2—7,0 okreslitem poziom stabilizacji

struktury G2Cs przez czasteczke ANP77.



Badania przedstawione w tej pracy ukazujg potencjat RNA zawierajgcego sekwencje
G2C4 do formowania tripleksow zlozonych z trojek nukleotydowych C-C-C, oraz C-G-C.
Stanowi to wazny element w rozwoju wiedzy na temat mechanizméw zwigzanych z chorobami

neurodegeneracyjnymi opisywanymi w pracy.



