Charakterystyka strukturalna czgsteczek RNA pozostaje wyzwaniem ze wzgledu na wysokg
elastycznos¢ konformacyjna reszt nukleotydowych sktonnosé do przyjmowania wielu struktur
drugorzedowych i trzeciorzedowych oraz podatnos¢ na rearanzacje strukturalne indukowane
np.: warunkami eksperymentalnymi. Chociaz krystalografia rentgenowska jest skuteczng
metoda wyznaczania struktury RNA o wysokiej rozdzielczosci, krystalizacja czgsteczek RNA
jest czesto trudna i limitujgca caty proces analizy strukturalnej. Przyktadowo, struktury spinek
RNA maja duzg tendencje do rozplatania sie i tworzenia alternatywnych struktur dupleksow
przy wysokich stezeniach RNA i soli, typowo stosowanych podczas krystalizacji.
W konsekwencji, wielu biologicznie istotnych natywnych motywéw RNA nie mozna uchwyci¢

w jednorodnym stanie krystalicznym bez dodatkowych strategii stabilizacyjnych.

Celem niniejszej rozprawy byto opracowanie nowych strategii stabilizacji struktur czgsteczek
RNA. Zastosowano dwa podejécia: kowalencyjna stabilizacja za pomocg nienukleozydowych

linkerédw oraz stabilizacja z uzyciem matoczgsteczkowego ligandu.

W przypadku pierwszej strategii zaprojektowano, zsyntetyzowano i wtgczono do tancucha
RNA serie aromatycznych linkeréw, majgcych na celu kowalencyjne potaczenie koricéw 3’ i 5’
przy jednoczesnym zachowaniu natywnej geometrii RNA. W drugim podejsciu przebadano
zdolnos¢ stabilizacji RNA za pomoca dimeru karbaminianu naftyrydyny (NCD). Wykazano, ze
wigzanie matoczgsteczkowego ligandu moze stabilizowad strukture RNA poprzez mechanizmy
zasadniczo odmienne od metod kowalencyjnych. NCD dziata jak klamra spinajgca reszty
nukleotydowe zaréwno w obrebie tej samej jak i dwdch sgsiednich czgsteczek RNA dziatajgc

jako ,klej molekularny”.

Ostatnia cze$¢ pracy koncentruje sie na ocenie fizykochemicznej i biochemicznej
konstruktéw RNA, obejmujacej badania denaturacji termicznej monitorowane spektroskopia
UV, pomiary dichroizmu kotowego oraz analizy ciecia RNA in vitro z uzyciem nukleazy Dicer.
Techniki te pozwolity oceni¢ wptyw zastosowanych strategii stabilizacji na integralnos¢

strukturalng RNA, jego wtasciwosci fatdowania oraz aktywnosc¢ biologiczna.

Podsumowujgc, niniejsza rozprawa przedstawia dwie strategie ukierunkowane na stabilizacje
czgsteczek RNA w badaniach strukturalnych. Uzyskane wyniki poszerzajg wiedze na temat
mozliwosci wykorzystania zaréwno kowalencyjnych tgcznikéw nienukleozydowych, jak

i ligandéw matoczgsteczkowych w pokonywaniu barier krystalizacji RNA.



