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Molekularny i strukturalny wglad w ludzka syntaze pseudourydynowg 3
Cel projektu. Naszym celem jest zrozumienie podstawowej roli dlugo lekcewazonego enzymu
modyfikujacego RNA, ludzkiej syntazy pseudourydyny 3 (hPus3), w reakcji z potencjalnymi substratami
mRNA. Bedziemy wykorzystywaé metody biologii strukturalnej w celu wyznaczenia wysokorozdzielczej
struktury hPus3, a takze metody biochemiczne do okreslenia jej reakcji katalitycznej z uzyciem réznych
substratow RNA.
Opis badan. Zgodnie z obecnym stanem wiedzy, czasteczka RNA odgrywa wazng role w przektadaniu kodu
DNA na funkcjonalne biatka. Sktada si¢ ona z czterech podstawowych nukleotydéw A, U, C, G, ktére moga
by¢ dodatkowo modyfikowane réznymi grupami chemicznymi. Do tej pory zidentyfikowano ponad 170
r6znych rodzajow zmodyfikowanych nukleotydow RNA, jednak nas szczego6lnie interesuje pseudourydyna (\P,
S-rybosyluracyl). Jest to izomer U, jeden z najliczniejszych zmodyfikowanych nukleotydéow w transferowych
RNA (tRNA) lub rybosomalnych RNA (rRNA), wystepujacy we wszystkich trzech domenach zycia. Co
rownie istotne, modyfikacja W na tych niekodujacych czasteczkach RNA jest trwata. Obecnos¢ ¥ pomaga w
prawidlowym fatdowaniu RNA, a usztywnienie struktury czasteczki RNA w znacznym stopniu przyczynia si¢
do jej stabilno$ci molekularnej i poprawnego funkcjonowania, jak na przyktad regulacja translacji biatka przez
tRNA. Co wigcej, ostatnie badania uzupetnity nasza wiedzg¢ na temat ¥ o jej rolg w regulacji genow. W kilku
wybitnych pracach wykorzystujacych metode wysokoprzepustowego sekwencjonowania nowej generacji
opisano nie znane dotad czasteczki posiadajace modyfikacje . Nieoczekiwanie stwierdzono, ze wsrod nich
znalazlo si¢ wicle czasteczek mRNA. Co wazniejsze, te nowo zidentyfikowane miejsca wystgpowania 'V sa
dynamiczne, co oznacza, ze ta modyfikacja jest indukowalna w odpowiedzi na zewnetrzng stymulacj¢. To
wazne odkrycie silnie przemawia za tym, ze indukowana forma modyfikacji ¥ wigze si¢ z regulacja gendw,
co pokazuje jej dodatkowa role w kontroli prawidtowego funkcjonowania komorki.
Powody podjecia okreslonego tematu badawczego. U eukariontow zidentyfikowano wiele syntaz
pseudourydynowych, w tym dziesi¢¢ u ludzi (hPusl-10). Biatka te samodzielnie (bez udziatu innych
powiazanych czasteczek lub biatek) katalizujg reakcje pseudourydylacjii rozpoznajac substraty o okreslonych
sekwencjach lub strukturach drugorzgdowych. Wigkszo$¢ wiedzy na temat aktywnosci, struktury i
wiasciwosci biochemicznych tych enzymow zostata zdobyta na uktadach drozdzowych i niewiele wiadomo o
ich ludzkich odpowiednikach. Co wigcej, niektore schorzenia ludzkie zostaly powigzane z mutacjami w
genach kodujacych ludzkie biatka Pus: miopatia mitochondrialna i niedokrwisto$¢ syderoblastyczna (MLASA)
sg spowodowane mutacjami w hPusl1, podczas gdy autosomalne recesywne uposledzenie umystowe (MRTS55)
jest powigzane z mutacjami hPus3. Szczegoélnie interesuje nas charakterystyka hPus3, poniewaz moze ono
regulowaé ekspresje niektdrych genéw zaangazowanych w rozwoj neuronéw. Dwoma gtdownymi pytaniami,
na ktére chcemy odpowiedzie¢ w niniejszym badaniu jest jak hPus3 rozpoznaje te konkretne substraty i czy te
substraty posiadajgce modyfikacje ¥ wptywajg na rozwoj neurondw.
Oczekiwane znaczace wyniki. Aby odpowiedzie¢ na dwa gltdéwne pytania zawarte w niniejszym wniosku,
proponujemy wyprodukowanie hPus3 do badan biochemicznych i biofizycznych in vitro oraz zastosowanie
metod krystalografii biatek i krio-EM do uzyskania pelnej charakterystyki strukturalnej tego bialtka.
Podsumowujac, spodziewamy si¢ zaprezentowaé¢ kompleksowe zrozumienie hPus3-zaleznej pseudourydylacji
na roznych substratach RNA i jej roli w utrzymywaniu funkcji komoérkowej, szczegolnie w powigzaniu z

rozwojem neuronow i poczatkiem niektorych zaburzen intelektualnych.



