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Charakterystyka bialek wigzacych RNA

oraz oddzialywan kolistych RNA z bialkami w m6zgu myszy

Streszczenie

Biatka wiazace RNA (RBP) biorg udzial w regulacji wickszosci procesoOw zwigzanych
Z funkcjonowaniem RNA w komorkach. Agregacja RBP, zmiany lokalizacji komérkowej tych
biatek oraz zaburzenia w interakcjach RNA-biatko zostaly powigzane z patogeneza niektorych
chordb neurologicznych. W ostatnich latach odkryto, ze RNA, w tym liczne niekodujace RNA
(ncRNA) rowniez moga wptywac na funkcje i1 lokalizacje¢ RBP, np. wykazano, ze niektore
koliste RNA (circRNA) ksztattuja aktywnos$¢ tych biatek, dziatajac jako stabilizatory lub
uczestniczac w ich transporcie. Chociaz opisano kilka istotnych interakcji circRNA z biatkami
w ukladzie nerwowym, funkcje wigkszosci endogennych circRNA i makromolekut, ktére
z nimi oddziatujg pozostaja nieznane.

Pomimo rozwoju nowych metod badania kompleksow RNA-biatko, wigkszos$¢ z nich
zostala zoptymalizowana do pracy na liniach komoérkowych. W niniejszej pracy doktorskiej
skoncentrowatam si¢ na zoptymalizowaniu wysokoprzepustowych metod badania interakcji
RNA-biatko bezposrednio w tkance, tak by umozliwi¢ rozpoznanie i analiz¢ natywnych
interakcji RNA-RBP wystepujacych w warunkach in vivo. Gtownymi celami zastosowania
opracowywanych przez mnie metod byta charakterystyka puli biatek RBP w mézgu myszy oraz
przyblizenie funkcji endogennych kolistych RNA wzbogaconych w mézgu w poréwnaniu do
innych tkanek.

W pierwszej czgsci pracy zaadaptowatam metode XRNAX do identyfikacji interaktomu
calkowitego RNA z biatkami w tkance mozgowej myszy szczepu dzikiego. Porownatam dwie
metody homogenizacji mézgu i wybratam biopulweryzacjg, jako technike lepiej zachowujaca
integralnos¢ RNA w kompleksach z biatkami po naswietlaniu §wiattem ultrafioletowym.
Stabilne kompleksy RNA-biatko izolowano za pomocg procedury XRNAX oraz dodatkowo

oczyszczano na kolumnie krzemionkowej, a peptydy uzyskane po czgSciowym trawieniu



identyfikowano metoda spektrometrii masowej. Zidentyfikowano kilkaset biatek, z ktorych
wickszos$¢ stanowily znane, kanoniczne RBP. Nastepnie, zastosowatam tg samg procedure do
analizy tkanki mozgowej myszy z defektem mielinizacji (shiverer). Wyniki ujawnily
zaburzenia w interakcjach RNA-biatko wséréd kanonicznych RBP  zaangazowanych
w alternatywny splicing i formowanie granul komérkowych. Te obserwacje potwierdzono dla
biatka MBNL1 m.in. poprzez zaobserwowanie zwigkszonej kumulacji MBNL1 w jadrach
komoérkowych, co prawdopodobnie skutkowato zmianami w alternatywnym splicingu genow
regulowanych przez to biatko. Deregulacja lokalizacji MBNLI1 zostata powigzana z obnizong
ekspresjg circRNA circMbnl1(3,4,5,6), zawierajacego sygnat lokalizacji jadrowej (NLS) oraz
z podwyzszonag ekspresja mRNA Mbnll z sekwencja NLS. Jest to przestanka, ktora wskazuje
na to, ze deregulacja circRNA moze wptywaé na lokalizacje biatka kodowanego przez ten sam
gen, co CircRNA.

W drugiej czgséci pracy zoptymalizowatam protokot circRNA pull-down do izolacji
i analizy biatek zwigzanych z endogennymi circRNA z mozgu myszy. Skuteczno$é
zastosowanego protokotu zostata potwierdzona na podstawie wzbogacenia circRNA Cdrlas
wraz z jego znanymi partnerami: miR-7 i AGO2. Analiza proteomiczna ujawnita rOwniez nowe
interakcje Cdrlas z kilkoma RBP i biatkami synaptycznymi. Dodatkowo, uzyskano
specyficzny wychwyt dwoch kolejnych kolistych RNA  wzbogaconych w moézgu:
circDtnb(5,6,7,8) oraz circHipk3(2) oraz okreslono ich potencjat do wigzania biatek. Ponadto
zidentyfikowano miR-124-3p, jako mikroRNA oddziatujacy z circDtnb(5,6,7,8). W szerszej
perspektywie wykorzystanie metody RNA pull-down moze przyczyni¢ si¢ do lepszego
poznania funkcji wielu innych endogennych circRNA w uktadzie nerwowym.

Podsumowujac, niniejsza praca prezentuje nowe protokoty do wysokoprzepustowego
badania natywnych interakcji RNA-biatko w tkankach oraz dostarcza nowych danych
poszerzajacych wiedz¢ o funkcjonowaniu RBP i circRNA w komoérkach moézgu, zarowno

w homeostazie, jak 1 w patologii uktadu nerwowego zwigzanej z demielinizacja.



