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Wyjasnienie molekularnych mechanizméw regulacyjnych niezaleinych syntaz pseudourydynowych w
odniesieniu do ich substratow RN A.

Cel projektu.

RNA jest czasteczka bedaca w centrum wszystkich procesow zyciowych (rowniez chorob) a sposob
funkcjonowania czasteczek RNA jest regulowany przez dzialanie bialek zwanych enzymami. Jedng z waznych
grup takich enzymow sa syntazy pseudourdynowe (PUS). Zostaly zidentyfikowane w latach 70. ubieglego
wieku, ale nie poswigcano im nalezytej uwagi, gdyz nie rozumiano ich waznej roli. Obecnie nowe techniki
analityczne zaczgly pokazywac, ze enzymy PUS odgrywaja wazna role w biologii RNA, zmieniajac jego sktad
I w rezultacie modulujac wiele innych waznych procesow komorkowych. Wraz z pojawieniem si¢ metod
mapowania pozycji RNA modyfikowanych przez PUSy, funkcja tych enzymow zaczeta nabiera¢ znaczenia.
W tym projekcie staramy si¢ zrozumieé, w jaki sposob enzymy PUS oddziatujg z réznymi typami RNA i jak
ta wiedza moze doprowadzi¢ nas do zrozumienia mechanizmoéw ich nieprawidtowego dziatania w chorobach.

Opis badan.

Uproszczona wersja tzw. "centralnego dogmatu" biologii molekularnej, jest taka, ze DNA koduje biatka, ktére
realizujg funkcje zyciowe. RNA petni w tym procesie kluczows rolg, gdyz wystepuje w roznych formach, m.in.
jako matrycowe RNA, transferowe RNA czy rybosomalne RNA, z ktorych kazda przyczynia si¢ do ekspresji
gendw i procesu translacji bialek. rRNA to serce katalityczne odpowiedzialne za rzeczywiste konstruowanie
biatek zakodowanych w DNA. mRNA przenosi instrukcje z DNA do miejsca syntezy biatek, natomiast tRNA
dostarcza budulca biatek do rybosomu. RNA sktada si¢ z czterech prostych zasad nukleotydowych (G, U, Ai
C). Obecnie wiadomo, ze te zasady moga by¢ dekorowane (r6zne modyfikacje chemiczne mogg by¢ dodawane
przez enzymy) i ze w zalezno$ci od rodzaju i miejsca tych modyfikacji, funkcjonalno$¢ RNA moze by¢
znaczaco zmieniona. W zdrowych komorkach modyfikacje zasad RNA maja za zadanie zapewnic, ze biatka
wytwarzane w komorce sg produkowane we wlasciwym czasie i ilo§ci oraz majg wlasciwa strukture. Jednym
z waznych zmodyfikowanych nukleotyddéw jest pseudourdyna (V). Wystepuje ona we wszystkich klasach
RNA i jej obecnosé na ma szereg konsekwencji, w tym istotny wptyw na stabilno$¢ RNA, okres pottrwania
mRNA i translacj¢ biatek. Urydyna (U) w RNA jest przeksztalcana w W przez enzymy PUS. U czlowieka
zidentyfikowano 13 enzymow PUS. Wiekszos¢ wiedzy o biatkach PUS pochodzi z badan na modelowych
organizmach bakteryjnych i drozdzowych, a informacje o ludzkim systemie sa nieliczne. Enzymy PUS
wykazuja wysoka homologie struktury i katalizuja reakcje przy uzyciu konserwowanej reszty asparaginowej
w centrum katalitycznym. Pomimo tego podobienstwa, rézne ludzkie enzymy PUS wykazuja preferencje do
wigzania i modyfikowania réznych typdw RNA. Nasuwa si¢ zatem pytanie, w jaki Sposob r6zne enzymy PUS
moga by¢ tak specyficzne i jaki jest doktadnie mechanizm konwersji U do ¥? Ponadto, jak wadliwe dziatanie
PUS prowadzi do choroby? Odpowiedzi na te i inne pytania mamy nadziej¢ znalez¢ w tym projekcie.

Powody podjecia konkretnego tematu badawczego.

Zrozumienie jak dziata i jak jest regulowane RNA jest kluczowe dla naszego zrozumienia procesow zyciowych.
Ponadto, wiemy obecnie, ze PUS jest zaangazowany w wiele powaznych chordb: badania kliniczne powigzaty
patogenne warianty enzyméw PUS1, PUS3 i PUS7 z zaburzeniami rozwoju neurondw. Nie rozumiemy jeszcze
mechanizméw lezacych u podstaw tego zjawiska, ale wiemy, ze niektore enzymy PUS, np. PUS1 i PUS7,
reguluja ekspresje genéw poprzez dodawanie ¥ na mRNA, a ich utrata moze wpltywac¢ na aktywnosc¢
komorkowa za rOwno poprzez oslabienie translacji wykonywanej przez rybosomy i jak i zaburzenie
metabolizmu mRNA. Jeste§my zainteresowani kompleksowa charakterystyka wszystkich struktur PUS-RNA,
jak rowniez oznaczeniami biochemicznymi ¥ w RNA. Pozwoli nam to odpowiedzie¢ na nastepujgce pytania:
i) Jak poszczegdlne biatka PUS rozpoznaja swoje substraty? ii) Jaka jest specyficzna rola poszczeg6lnych ¥?

Istotne oczekiwane rezultaty.

Uzywajac jednej z najbardziej zaawansowanych technik obrazowania molekularnego, kriomikroskopii
elektronowej (cryo-EM), chcemy "zobaczy¢" czgsteczki biatek i RNA z niemal atomowsg doktadnoscia.
Uzyskane w ten spos6b obrazy struktur PUS-RNA, dostarcza nam szczegdtowych informacji strukturalnych,
ktore pozwola nam zrozumie¢ nature interakcji PUS-RNA a tym samym odpowiedzie¢ na pytanie w jakich
regionach te dwie czasteczki specyficznie si¢ rozpoznaja. Nastepnie, przeprowadzimy doktadne pomiary
biochemiczne i biofizyczne, aby na poziomie atomowym zrozumie¢, jak dane biatko PUS wybiera swojego
specyficznego partnera RNA i przeprowadza reakcje modyfikacji. Jedna z hipotez zaktada, ze RNA musi
przyja¢ okreslona konformacje, aby zosta¢ rozpoznanym przez PUS. Podsumowujac, nasze wyniki pozwola
nam kompleksowo wyjasni¢, w jaki sposob PUS wybiera i modyfikuje okre§lone urydyny na specyficznych
RNA. Poszerzy to nasze podstawowe zrozumienie biologii RNA i jego roli w regulacji produkcji biatek.
Ponadto wyniki te beda miaty zastosowanie praktyczne - uzyskane dane moga dostarczy¢ informacji na temat
tego, w jaki sposob klinicznie istotne warianty PUS prowadzg do zaburzen czynnosci komorkowych.



