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Rola tiolacji tRNA w chorobach cztowieka
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Nasze komorki wykorzystuja informacje zakodowane w ich genomach (DNA) do produkcji biatek,
w tym wszystkich aktywnych enzymow. Te maszyny molekularne sg odpowiedzialne za wykonywanie wigkszo$ci
podstawowych funkcji komdérkowych, takich jak podziat, produkcja energii i reakcja na bodzce zewngtrzne. Podczas
transkrypcji, regiony stanowiace matryce dla okreslonych biatek (geny) sa aktywowane i daja poczatek czasteczkom
informacyjnego kwasu rybonukleinowego (mRNA). Czasteczki mRNA zawierajg kopi¢ informacji o docelowej
sekwencji biatka, przechowywanej w DNA. Nastepnie rybosomy i czasteczki transferowego RNA (tRNA)
przeksztatcaja zakodowane informacje z mRNA w prawidtowo zlozone tancuchy potgczonych aminokwasow w
procesie zwanym translacja. Transkrypcja i translacja sa scisle kontrolowane,
aby zapewni¢ prawidtowa produkcje odpowiednich enzymow we wlasciwym czasie i we wlasciwych komorkach.
Zmutowane lub nieprawidtowo sfaldowane bialka, a takze produkcja biatka w nieodpowiednim kontekscie
komoérkowym moga prowadzi¢ do dysfunkcji, a w najgorszym przypadku sprzyja¢ rozwojowi powaznych chordb,
takich jak nowotwory czy epilepsja.

Aby zapewni¢ prawidtowe odkodowywanie informacji genetycznej, nasze komorki posiadaja wysoce
konserwatywne ewolucyjnie maszyny molekularne koordynujace kluczowe modyfikacje tRNA. Jedng z nich jest
dodanie atomu siarki do ,,chwiejnych” zasad urydynowych znajdujacych si¢ w antykodonach, zwane tiolacja.
Reakcja tiolacji jest wazna dla poprawnego umiejscowienia i funkcjonowania tRNA w rybosomie. Badania na
drozdzach i nicieniach wykazaty, ze utrata tiolacji tRNA moze prowadzi¢ do zablokowania rybosomu, co z kolei
powoduje agregacje bialek podczas translacji. Chociaz tiolacja tRNA nie zostata dotychczas szczegotowo zbadana,
wiemy, ze biatka CTU1 i CTU2 tworza kompleks katalityczny odpowiedzialny za ten proces w komorkach ludzkich.
Dane kliniczne pochodzace od pacjentow posiadajacych patogenne mutacje CTU2 podkreslajg konieczno$¢ bardziej
szczegotowego zbadania szlaku tiolacji tRNA w komorkach ludzkich. Mechanizmy stojace za zdiagnozowana
choroba, zwang zespolem DREAM-PL, pozostaja nieznane. Ostatecznym celem projektu jest szczegoétowe poznanie
mechanizmu tiolacji tRNA u ludzi i zrozumienie patologicznych konsekwencji jej nieprawidtowego dziatania.
Naszymi glownymi celami sg (i) stworzenie systemoéw modelowych do badania utraty modyfikacji tRNA w ludzkich
liniach komoérkowych, a takze w mysim modelu DREAM-PL oraz (ii) okreslenie struktury atomowej ludzkiego
kompleksu CTU1/CTU2 za pomocg krio-EM w celu zrozumienia mechanistycznej roli wykrytych mutacji.

Planujemy potaczy¢ doswiadczenie naszych zespotow z Krakowa i Wiednia w obszarach biologii komorki,
genetyki myszy, biologii tRNA i biologii strukturalnej, aby komplementarnie odpowiedzie¢ na przedstawiony
problem badawczy. Przeprowadzimy analizy proteomiczne i transkryptomiczne nieprawidtowo sfatdowanych biatek
z wykorzystaniem metody pulldown oraz systemow modelowych wykorzystujac najnowocze$niejsze urzadzenia
w Centrum Medycyny Molekularnej (CeMM) Austriackiej Akademii Nauk. Wyniki zostana zweryfikowane na
pierwotnych liniach komoérkach pochodzacych od pacjentéw z DREAM-PL. Ponadto dokonalismy juz edycji mysich
embrionalnych komodrek macierzystych w celu przeniesienia patogennego wariantu CTU2 (wystgpujacego u
pacjentow z DREAM-PL). Wykorzystujac te komorki, stworzymy mysi model do badania hipotiolacji tRNA na
poziomie organizmu i w roznych tkankach. Myszy beda réwniez analizowane pod katem fenotypow rozwojowych,
behawioralnych, komérkowych i molekularnych. Réwnolegle zastosujemy rozne metody in vitro w Krakowie,
aby odtworzy¢ reakcje tiolacji w probowce i uzyska¢ wglad strukturalny w ludzka kaskade tiolacji tRNA za pomoca
kriogenicznej mikroskopii elektronowej. Polaczymy wyniki naszych badan in vivo i in vitro, aby uzyskac¢ catosciowy
obraz molekularny zespotu DREAM-PL.

Epitranskryptomika, stata si¢ w ostatnich latach intensywnie badanym obszarem ze wzglgdu na bezposredni
zwigzek migdzy brakiem pewnych modyfikacji w (t)RNA, a rozwojem neurodegeneracji i nowotwordéw. Jednak
wickszos¢ naszej obecnej wiedzy na temat modyfikacji tRNA (np. tiolacji) ogranicza si¢ do badan na prostych
(gtownie jednokomorkowych) organizmach modelowych. Obecnie dysponujemy unikalnymi narzedziami
i mozliwosciami, aby rozszerzy¢ nasza wiedzg¢ na komorki ludzkie i pacjentow. Realizacja tego projektu w ramach
migdzynarodowej wspolpracy pozwoli nam stworzy¢ kompleksowy obraz fizjologicznej roli tiolacji tRNA
i patologicznych konsekwencji jej zaburzen. Badania na poziomie komérkowym i molekularnym sg niezbedne do
opracowania przysztych strategii diagnostycznych i terapeutycznych.

Projekt ten potwierdzi nasze zrozumienie wzajemnego oddziatywania tiolacji tRNA, homeostazy
komorkowej 1 jej wktadu w powazne ludzkie patologie. Ze wzgledu na fakt, ze tiolacja tRNA jest kluczowa dla
przetrwania neurondw i niektorych typow komorek nowotworych, projekt ten zapewni podstawy do ukierunkowania
potencjalnych strategii leczenia rzadkich chordb, neurodegeneracji i nowotwordw na ten proces.



