Tytul rozprawy doktorkiej: 5’ terminalny nukleotyd moduluje immunogenno$¢ RNA
Streszczenie

Wrodzona odpowiedz immunologiczna stanowi pierwsza lini¢ obrony w komorkach ssakow
przed réznymi patogenami, w tym wirusami RNA. Cho¢ jej aktywacja jest kluczowa dla
wytwarzania czynnikow przeciwwirusowych, takich jak interferony, nadmierna stymulacja
moze prowadzi¢ do chordéb autoimmunologicznych. Jednym z gléwnych regulatorow
odporno$ci wrodzonej przeciwko wirusom RNA jest cytoplazmatyczny receptor — RIG-I (ang.
retinoic acid-inducible gene I). RIG-1 rozpoznaje dwuniciowe RNA (dsRNA) zawierajace
grupe S'-trifosforanowa (5-ppp) lub 5'-difosforanowa (5'-pp), co uruchamia kaskade
sygnatowa obejmujaca fosforylacje IRF3 oraz produkcje¢ interferonow typu L.

RIG-I wykrywa nie tylko wirusowe i niektore endogenne transkrypty polimerazy RNA 111, ale
réwniez dwuniciowe produkty uboczne powstajace podczas reakcji transkrypcji in vitro (IVT),
szeroko stosowanej metody wytwarzania terapeutycznych czasteczek mRNA. Istotnie, IVT z
uzyciem polimerazy RNA T7 wytwarza wylacznie transkrypty rozpoczynajace si¢ od
nukleotydu 5'-pppA lub 5"-pppG. Jednak immunogenny potencjat zalezny od nukleotydu na
koncu 5’ nie zostal dotychczas zbadany. W pierwszej czgsci mojej rozprawy doktorskiej
wykazuje, ze produkty IVT rozpoczynajace si¢ od 5'-pppA wykazuja wyzszg immunogennos¢
niz te inicjowane przez 5'-pppG. Ten potencjal immunogenny RNA inicjowanych od 5'-pppA
wynika z wigkszej iloéci produktow ubocznych dsRNA powstajacych podczas reakcji IVT.

Naturalnie wystepujace agonisty RIG-I réwniez réznig si¢ pod wzgledem nukleotydu
koncowego 5'. Wiele wirusowych genoméw RNA zaczyna si¢ od 5-pppA, natomiast
wigkszos$¢ transkryptow polimerazy III u organizméw wyzszych inicjuje od 5'-pppG.
Biologiczne znaczenie tej réznicy pozostaje nieznane. Moje badania pokazuja, ze dsRNA z
koncem 5'-pppA silniej aktywuja szlak RIG-I/IFN niz dsRNA z konicem 5'-pppG, w stezeniach
reprezentujagcych wczesne fazy infekcji wirusowej. Ponadto przedstawiam potencjalne
wyjasnienie tego zjawiska, wskazujac, ze biatka wiazace GTP selektywnie oddziatujg z dsSRNA

5'-pppG, a tym samym hamujg dzialanie RIG-I.

Reasumujac, niniejsze badania pokazuja techniczne i biologiczne aspekty wptywu nukleotydu
koncowego 5’ na potencjal immunogenny RNA. Technicznie zidentyfikowano cechy
transkrypcji IVT sprzyjajace aktywacji uktadu odpornosciowego, a biologicznie wykazano, ze
zmienno$¢ struktury konca 5" dsRNA moduluje rozpoznawanie przez odpornos¢ wrodzona,
ustanawiajac bezposredni zwigzek miedzy sekwencja RNA a jej detekcja przez ukiad
odpornosciowy. Charakterystyka mechanizméw IVT wywotujacych immunogenno$é stanowi
podstawe do optymalizacji terapii mRNA nowej generacji. Zaobserwowane obnizenie
immunogennosci dsRNA 5'-pppG sugeruje strategi¢ unikania odpowiedzi immunologicznej
stosowang przez wirusy i transkrypty polimerazy III poprzez rekrutacj¢ bialek wigzacych GTP



do koncow 5'-pppG. Wyniki te ujawniaja dotad niedoceniang role nukleotydow koncowych 5’

w modulowaniu przeciwwirusowych odpowiedzi immunologicznych.



