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Badania uszkodzen 2-tiourydyno-tRNA zachodzacych w komérkach poddanych stresowi
oksydacyjnemu

Transportujacy RNA (tRNA), jeden z kilku niskoczasteczkowych kwasow rybonukleinowych (RNA) w
komorce, petni bardzo istotng funkcje polegajaca na przytgczaniu wolnych aminokwasow i dostarczaniu ich
do rybosomow, czyli miejsc w komorce, w ktorych odbywa si¢ biosynteza biatka. W obrebie rybosoméw, w
procesie translacji, dochodzi do przylaczania aminokwasow do wydluzajacego si¢ tancucha
polipeptydowego w Scisle okre§lonej kolejnosci wyznaczanej przez sekwencje nukleotydowg w
informacyjnym RNA (mRNA). Czasteczki tRNA przyjmuja charakterystyczng strukture drugorzedowa
przypominajaca 1is¢ koniczyny, przy czym poszczegoélne odcinki tej struktury okreslane sa jako ramiona i
petle, m in. rami¢ akceptorowe, do ktorego wiaze si¢ charakterystyczny dla danego tRNA aminokwas, czy
petla antykodonowa, zawierajaca sekwencje antykodonu, rozpoznajaca okreslone kodony w mRNA.

Po syntezie nici pre-tRNA w jadrze komorkowym, po etapie dojrzewania, czes¢ nukleotydow w tRNA ulega
modyfikacjom chemicznym. Modyfikacje polegaja gtownie na metylacji, wysyceniu podwojnych wigzan,
przylaczeniu siarki lub przylaczeniu okreSlonych podstawnikow do rybonukleozydow. Obecnosé
modyfikowanych nukleozydoéw w czasteczce tRNA jest bardzo istotna, poniewaz nadaje mu wewnetrzna
zdolno$¢ do przyjmowania skomplikowanej struktury przestrzennej, wspomaga oddziatywanie z innymi
biomolekutami, utatwia tworzenie niekanonicznych par zasad, a wigc poszerza wachlarz mozliwosci i
funkcji biologicznych.

Od wielu lat obiektem naszych zainteresowan sa modyfikacje chemiczne nukleozydow znajdujacych sie w
pierwszej pozycji antykodonu, tzw. ,,pozycji wahadlowe;j”, istotnej dla prawidlowego odczytu informacji
genetycznej w procesie biosyntezy biatka. 5-Podstawione 2-tiourydyny (X5S2U), zawierajace atom siarki w
pozycji C2 pierscienia uracylu oraz podstawnik X w pozycji C5, wystepuja tylko w niektorych
transferowych RNA (tRNA™®, tRNA®" i tRNA®"). We weczesniejszych badaniach odkrylismy, ze w
warunkach utleniajacych, in vitro 2-tiourydyna ulega desulfuraciji, tj. usunieciu atomu siarki z czasteczki, a
produktami tej reakcji sa urydyna i rybozyd 4-pirymidynonu (H2U), w ktéorym nie ma juz atomu siarki, a
uktad donorow i akceptorow jest odmienny od urydyny i 2-tiourydyny. Produkt reakcji desulfuracji 2-
tiourydyny mozna potraktowaé jako uszkodzenie tRNA, poniewaz tRNA zawierajace jednostke H2U moze
nie spetniaé¢ juz prawidtowo swojej funkcji (np. tworzg si¢ nieprawidtowe biatka lub hamowany jest proces
syntezy biatka), sa tez nietrwale, tatwo ulegaja peknieciu w miejscu modyfikacji. Powstajace potdéwki tRNA
mogg by¢ zagrozeniem W nhaturalnym systemie biologicznym, gdyz stanowig czasteczki regulatorowe, ktore
wprowadzaja komoérke na nieprawidtowe Sciezki metaboliczne. Potwierdzilismy rowniez, ze uszkodzenia 2-
tiourydyno-tRNA zachodza nie tylko w probowce (in vitro), ale takze w zywych komorkach. Doswiadczenia
przeprowadzone na komorkach drozdzy Saccharomyces. cerevisiae potwierdzity tworzenie si¢ W nich
mcm5H2U-tRNA oraz mem5U-tRNA podczas ich hodowli w warunkach stresu oksydacyjnego.

Prezentowany projekt ma na celu dalszg weryfikacje w systemach biologicznych wynikéw badan
uzyskanych w warunkach syntezy chemicznej. Weryfikacja ta powinna da¢ odpowiedZz na nast¢pujace

pytania:

» Czy w warunkach naturalnych, w komodrkach, ktore sa poddane stresowi oksydacyjnemu, dochodzi,
podobnie jak w warunkach in vitro, do desulfuracji 2-tiourydyny obecnej w pozycji wobble
antykodonu wewnatrzkomorkowego tRNA,

Jaka jest proporcja produktéw reakcji desulfuracji S2U (H2U vs U),

Jaki jest mechanizm desulfuracji 2-tiourydyno-tRNA w warunkach komérkowych,

Czy obnizony poziom nukleozydéow typu X552U w tRNA®" w komoérkach poddanych stresowi
oksydacyjnemu wynika z sugerowanego w literaturze uszkodzenia specyficznej metylotransferazy,
czy raczej z desulfuracji obecnego w komorce S2U-tRNA,

» Jakie sg dalsze konsekwencje dla komorki desulfuracji 2-tiourydyno-tRNA.
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Dla uzyskania odpowiedzi na wymienione powyzej pytania i udowodnienia hipotezy badawczej planujemy
przeprowadzenie kompleksowych badan nad procesem desulfuracji 2-tiourydyno-tRNA zachodzacym w
wybranych komorkach drozdzowych i ssaczych, poddanych stresowi oksydacyjnemu. Podstawowymi
badaniami podjetymi w celu identyfikacji zdesulfurowanych nukleozydow bedzie spektroskopia mas LC-
MS/MS - te badania zostanag wykonane przez naszego Partnera w zawartym w projekcie Konsorcjum
(Wydziat BiOS, UL). Wykonane zostang réwniez badania proteomiczne.

Wyniki analiz pomogg nam odnie$¢ si¢ do zagadnienia, w jaki sposob desulfuracja specyficznych tRNA
przektada si¢ na konkretng odpowiedz komoérkowsg, jaka jest regulacja ekspresji gendow na poziomie
transkryptow RNA i syntezy biatka.



