Nr regjestracyjny: 2025/57/N/NZ1/05000; Kierownik projektu: mgr Julia Aleksandra Sikorska

Odkodowanie kodu: Wyjasnienie znaczenia i mechanizmu
modyfikowania tRNA poprzez ludzka metylotransferaze Trmb5

Transportowy RNA (tRNA) pehni kluczows role w biosyntezie bialtek, przenoszac aminokwasy do rybosomu
podczas translacji. Aby matrycowy RNA (mRNA) mogl zosta¢ odkodowany, tRNA musi zosta¢ poddane szeregowi
modyfikacji. Jedna z nich jest dotaczenie grupy metylowej do pierwszego azotu guaniny w pozycji 37 tRNA (m'G37).
Ten proces jest niezbedny do zachowania prawidlowej ramki odczytu — jego zaburzenia moga przyczynié¢ sie do
$mierci komorkowej. U eukariotow i archeondéw proces ten jest przeprowadzany przez metylotransferaze Trmb, ktora
w swoim miejscu aktywnym posiada tzw. fald Rossmanna. Wéréd bakterii m'G37 jest katalizowany przez ortolog
Trmb o nazwie TrmD, ktoéry jest zawezlony. Obie grupy enzyméw do reakcji wykorzystuja S-adenozylometionine
(SAM), ktora pelni role donora grupy metylowej. Mimo ze Trm5 i TrmD przeprowadzaja te sama modyfikacje, ich
pochodzenie ewolucyjne, struktura i mechanizm dziatania znaczaco sie od siebie réznig.

Co wiecej, u archeona Pyrococcus abyssi odkryto, ze Trm5 dodatkowo modyfikuje tRNA z antykodonem feny-
loalaniny, przeksztalcajac m*G37 w pochodne wyozyny. Sugeruje to potencjalna aktywnos$é bifunkcyjna u innych
organizméw. Brak zdeponowanej struktury ludzkiej Trmb5 i niewystarczajace zrozumienie jej aktywnosci podkre-
slaja, ze badania nad nia znacznie poszerza wiedze o ewolucji enzymoéw i mechanizmach metylotransferaz. Z tego
wzgledu, glownym celem niniejszego projektu jest doglebna analiza strukturalna i biochemiczna me-
tylotransferazy Trmb z Homo sapiens (HsTrm5). Pozwoli to odpowiedzie¢ na pytania: Jak struktura HsTrm5
ma si¢ do ortologéw? Jakie zmiany w miejscu aktywnym zachodza podczas wiazania SAM? Czy bifunkcyjny cha-
rakter Trmb jest unikalny tylko dla wybranych prokariotow? Dlaczego zaszla znaczaca dywergencja strukturalna
miedzy enzymami wykonujacymi te sama reakcje?

W ramach realizacji projektu zostana wykorzystane zaawansowane techniki z pogranicza biologii struktural-
nej, biochemii, biofizyki i biologii molekularnej (Rys. 1). Pozwoli to na okreslenie nie tylko pojedynczej struktury
ludzkiej Trmb5, ale takze jej dzialania w czasie oraz wtasciwosci wykonywanej przez nig modyfikacji tRNA. Poza
klasyczng krystalografia, zastosuje krystalografie czasowo-rozdzielcza, ktora jest technika umozliwiajaca sledzenie
zmian strukturalnych w czasteczkach w czasie rzeczywistym, co pozwala na rejestrowanie molekularnych ,filméw”
biatek w akcji. Umozliwia ona obserwacje dynamiki reakcji chemicznych, zmian konformacyjnych biatek czy innych
proces6w molekularnych, ktore zachodza w krotkich interwatach czasowych. Dodatkowo, wykorzystam obliczenia
DFT, ktore pozwola na zrozumienie kluczowych aspektow katalitycznych, trudnych lub wrecz niemozliwych do
poznania eksperymentalnie. Realizacja tego grantu pomoze rozwiaza¢ te wazna dla naszej jakosci zycia zagadke.
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Rysunek 1. Schemat przedstawiajacy zakres badan nalezacych do tego projektu.

m'G37 jest jedng z dwoch modyfikacji tRNA wystepujacych wsréd catej domeny bakterii, w tym réwniez u
ludzkich patogenow, takich jak pratki gruzlicy czy palteczki ropy btekitnej. Antybiotykooporno$é zostala wskazana
przez Swiatowa Organizacje Zdrowia jako jedno z najwickszych zagrozeni dla zdrowia i rozwoju ludzkosci. TrmD
uznaje sie za jeden z celow dla nowej generacji antybiotykoterapii — wykazano, ze czasteczki SAM-podobne unie-
mozliwiaja przeprowadzanie metylacji tRNA, tym samym hamujac wzrost bakterii. Wierzymy, ze uzyskane przez
nas wyniki dotyczace aktywnosci ludzkiej metylotransferazy Trm5 beda miaty kluczowy wplyw na dalszy rozwdj
badan nad lekami targetujacymi TrmD i pozytywnie przyczynia sie do walki z antybiotykoopornoscia.



