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Modyfikowane nukleozydy wystepujace w czasteczkach mRNA i tRNA s3 waznymi elementami
komdrkowej maszynerii odpowiedzialnej za wydajng i prawidtowa biosynteze biatek. Szczegolnie istotng
rolg odgrywaja modyfikowane nukleozydy bezposrednio zaangazowane w oddziatywania kodon-antykodon.
Nalezy tu wymieni¢ modyfikowane nukleozydy zlokalizowane w kodujacym rejonie mRNA oraz w domenie
ramienia antykodonu (ASL) cytozolowych i mitochondrialnych (mt) czasteczek tRNA. Poniewaz
mitochondria produkuja ok. 90% energii wykorzystywanej przez komorke stad jakiekolwiek zaklocenia
struktury mt-tRNA moga by¢ przyczyna powaznych choréb mitochondrialnych (np. MERRF, MELAS,
LHON). W przeciwienstwie do czasteczek tRNA, matrycowy RNA (MRNA) zawiera stosunkowo niewielka
ilos¢ modyfikowanych nukleozydow, jednakze ich znaczenie - zwlaszcza w regulacji procesow
komorkowych jest szeroko dyskutowane w literaturze. Niezwykle istotng grupg takich modyfikacji sg
odkryte w ostatnim czasie modyfikacje epigenetyczne; ich dynamiczny i odwracalny charakter nasuwa
przypuszczenie, ze mogg one petnic role regulatorowa w procesie biosyntezy biatek na poziomie mRNA.

Cele i opis projektu. Wykorzystujac chemicznie zsyntetyzowane oligomery RNA planujemy rozwigza¢ dwa
ztozone problemy naukowe dotyczace roli modyfikowanych nukleozydow mRNA i mt-tRNA w procesie
translacji. Pierwszym celem projektu sg epigenetyczne modyfikacje, zidentyfikowane w kodujacym rejonie
mRNA, wywodzace si¢ z 5-metylocytydyny: 5-hydroksymetylocytydyna (hm°C), 5-formylocytydyna (f°C) i
5-karboksycytydyna (ca’C). Brak systematycznych badan nad regulatorowa rola tych modyfikacji w procesie
translacji oraz wazno$¢ tego problemu sklonity nas do przeprowadzenia kompleksowych badan
biofizycznych i strukturalnych, umozliwiajacych okreslenie wptywu wymienionych cytydyn na wiasciwosci
i aktywno$¢ biologiczng modyfikowanych nimi czasteczek RNA.

W ramach Projektu planujemy potwierdzi¢ eksperymentalnie zaproponowang przez nas $ciezke przemian
hm°C-RNA, ktéra wyjasnilaby raportowany w literaturze spadek hm°C w komorkach nowotworach.
Poniewaz hm°C pehi rol¢ regulatorowa wydaje si¢, ze zaobserwowany metabolizm moze mie¢ istotne
znaczenie biologiczne lub patogenne w kancerogenezie. Stosujac syntetyczny hm°C-RNA oraz enzymy
A3A, hSMUG1 i APE1 planujemy w warunkach in vitro wykonaé trzy-etapowa konwersje hm°C-RNA
prowadzaca ostatecznie do rozszczepienia tancucha RNA.

Drugie zadanie Projektu koncentruje si¢ wokot patogennych nukleozyddéw zidentyfikowanych w pozycji 37
hmt-tRNAM" w wyniku mutacji A4435—G w ludzkim mt-DNA. Zaobserwowano, ze patogenna guanozyna
Gs; W kolejnym etapie ulega enzymatycznej metylacji do 1-metyloguanozyny (m'G). Oba patogenne
nukleozydy sa przyczyna powaznych dysfunkcji mitochondriéw, ktére w przypadku niektérych pacjentow
dajg objawy nadciénienia, cukrzycy typu 2 lub dziedzicznej neuropatii nerwu wzrokowego Lebera (LHON).
Ostatnio udowodnili$my, ze podstawienie Az;—>Gsz, a nastepnie m'Gs; zmienia stabilnosé termiczng spinek
ASL [ChemCommun, 2021, 57, 12540]. Postawili$my hipotezg, ze oligomer Gz;-ASL tworzy super-stabilng
spinke¢ z 4-nukleotydowa petla, ktora (jesli hipoteza jest stuszna) bytaby nieaktywna w procesie rozpoznania
antykodon-kodon i hamowataby biosynteze biatek. W Projekcie zaplanowaliSmy synteze odpowiednio
modyfikowanych oligonukleotydéw w wiekszej skali i ich wykorzystanie w kompleksowych badaniach
biochemicznych i strukturalnych w celu okreslenia whasciwosci uszkodzonych czasteczek hmt-ASLM®,

Powody podjecia tematu badawczego. Okreslenie regulacyjnej roli pochodnych m°C w procesie translacji
jest wazne z kilku powoddéw: proces biosyntezy bialek jest fundamentalny dla prawidlowego
funkcjonowania komorek; zaktocenia tego procesu sa przyczyng powaznych dysfunkcji w komérkach
(zwhaszcza mozgu); obnizona zawarto$¢ hm°C w RNA komorek nowotworowych moze si¢ okazaé
patogenna i stymulowaé powstawania nowotworu; biologiczna rola f°C i ca®C nie zostala jak dotad
przedstawiona w literaturze. Z kolei badania nad patogennymi czasteczkami mt-tRNAM® sa istotne dla
wyjasnienia molekularnych przyczyn opisywanych dysfunkcji mitochondriow jak réowniez objawow
klinicznych jakie im towarzysza. Mamy przekonanie, ze udzielenie odpowiedzi na pytanie w jaki sposéb
wadliwe nukleozydy zmieniaja strukturg/wtasciwosci RNA umozliwi w przysztosci odkrycie nowych metod
leczenia ludzi.

Oczekiwane rezultaty. Biofizyczne i strukturalne badania z udzialem oligomeréw zawierajgcych
epigenetyczne cytydyny poszerza wiedze na temat ich wptywu na wiasciwosci hybrydyzacyjne RNA,
selektywno$¢ parowania zasad oraz zmiang lokalnej/globalnej struktury RNA. Te dane pozwola nam ocenic¢
roéznice pomigdzy poszczegdlnymi cytydynami, istotne dla okreslenia regulatorowej funkcji tych modyfikacji
w komoérce. Potwierdzenie zaproponowanej przez nas drogi metabolicznej hm°C w  komérkach
nowotworowych rzuci nowe $wiatto na role modyfikacji w kontroli ekspresji informacji genetycznej w
komorkach nowotworowych i/lub nieznang do tej pory funkcje regulatorowa enzyméw A3A i hSMUGI.
Badania strukturalne zdefektowanych hmt-ASLs™® oraz badania efektywnosci wiazania do mitorybosomu
pomoga nam wyjasni¢ udziat patogennych nukleozydoéw w patogenezie chordb mitochondrialnych na
poziomie molekularnym. Ponadto, w Projekcie planujemy opracowa¢ kilka nowych metod syntezy
modyfikowanych oligomeréw RNA ktorych dostepnos¢ jak wazna nie tylko dla realizacji Projektu.



