Nr rejestracyjny: 2018/29/B/ST5/02509; Kierownik projektu: prof. dr hab. inz. Barbara Czestawa Nawrot

Dlaczego Natura wprowadzita selen do nukleozydow w pozycji wahadlowej transferowych RNA?

W naturalnych kwasach rybonukleinowych (RNA) zidentyfikowano ponad 160 potranskrypcyjnie
modyfikowanych nukleozydow, wigkszo$¢ z nich w transferowych RNA (tRNA). Modyfikacje te uczestnicza
w regulacji ekspresji gendw poprzez ograniczanie, poszerzanie lub zmiang wasciwosci dekodujacych tRNA i
modulujg szybkos$¢ translacji biatka w wysoce dynamiczny sposob. Modyfikowane nukleozydy w pozycji
wahadtowej (pozycja 34 w tancuchu tRNA, pierwsza pozycja antykodonu, tzw. pozycja wahadlowa, ang.
wobble) zwigkszaja mozliwosci tRNA do czytania kodonéw mRNA rdéznigcych si¢ trzecim nukleozydem (np.
5’-NNA-3" 1 5’-NNG-3") (tzw. synonymous codons). Dostosowanie tempa pojawiania si¢ modyfikacji w tRNA
i czytania kodonow w mRNA (tzw. codon usage) pozwala komorce szybko reagowa¢ na zmiany
srodowiskowe, w tym na rézne rodzaje stresu, poprzez synteze najbardziej potrzebnych w danej sytuacji
biatek.

Istotng grupe modyfikowanych nukleozydow w pozycji wahadtowej tRNA stanowig nukleozydy
pirymidynowe zawierajace atom siarki w pozycji 2 i funkcjonalizowany podstawnik alkilowy w pozycji 5
zasady heterocyklicznej (ogolnie R5S2U). Modyfikacje te wystepuja w tRNA wszystkich trzech domen zycia
(Bakterie, Archaea i Eukarya), jednak tylko w bakteriach, oprocz 5-metyloaminometylo-2-tiourydyny
(mnm5S2U) i 5-karboksymetyloaminometylo-2-tiourydyny (cmnm5S2U)) zidentyfikowano ich selenowe
analogi (mnm5Se2U i cmnm5Se2U), oraz S-geranylowe pochodne (mnm5geS2U i cmnm5geS2U, ogolnie
R5geS2U). Nukleozydy te wystepuja w pierwszej pozycji antykodonoéw tRNA specyficznych dla kwasu
glutaminowego, glutaminy i lizyny, rozpoznajacych kodony 5°-NNA-3’ i 5°-NNG-3’. W komorce 2-
selenourydyno-tRNA powstaje poprzez biotransformacje¢ 2-tiourydyno-tRNA. Reakcja katalizowana jest
przez tRNA 2-selenourydyno syntazg (SelU), zas zrodtem selenu w tej biotransformacji jest anion nietrwatego
kwasu selenofosforanowego (HsSePOs). Co ciekawe, R5geS2U sg takze produktami enzymatycznej
aktywnosci SelU wobec R5S2U (w obecno$ci pirofosforanu geranylu). Sugerowano, ze obie reakcje
(selenowania i geranylowania) zachodzg niezaleznie, jednak ostatnio w naszym Zespole otrzymalismy dowody
eksperymentalne wskazujace nato, ze produkt reakcji geranylowania (geS2U-RNA) jest produktem posrednim
w transformacji 2-tiourydyno-RNA do 2-selenourydyno-RNA. Biotransformacja R5S2U-tRNA do R5Se2U-
tRNA wymaga naktadu energii oraz udziatu SelU i kilku innych enzymow (SelD, enzymy $ciezki syntezy
terpenoidéw) katalizujacych synteze dwoch substratow, pirofosforanu geranylu i selenofosforanu. Mozna
powiedzie¢, ze substraty te sg ,,pod r¢ka”, jako Zze sg wykorzystywane w komoérce w innych szlakach
metabolicznych (n.p. w selenowaniu biatek, syntezie terpenoidéw i steroidow). Obecnie panuje poglad, ze
wprowadzenie atomu selenu do reszty urydyny w pozycji wahadtowej antykodonu tRNA z jednej strony
zwigksza (w stosunku do macierzystych tio-nukleozydow) dyskryminacje wyboru kodonoéw 5°-NNA-3’ w
poréwnaniu z kodonami 5°-NNG-3’. Z drugiej strony istniejg sugestie, ze atom selenu w Se2U-tRNA jest
korzystny dla komorki w warunkach stresu oksydacyjnego; jako bardziej niz atom siarki, jest podatny na
utlenianie i mozliwy jest jego powr6t do formy zredukowane;.

Celem Projektu jest uzyskanie odpowiedzi na 4 pytania: dlaczego Natura, kosztem hipermodyfikowanych
nukleozydow siarkowych, wprowadzita do nukleozydow w pozycji wahadlowej atom selenu? Jaka funkcja nie
byla spetniona przez istniejgce modyfikacje, ze dodatkowo w bakteriach wyewoluowal szlak prowadzqcy do
hipermodyfikowanych seleno-nukleozydow? Czy geranylo-tRNA jest tylko produktem posSrednim w reakcji
transformacji S2U—Se2U, czy bierze udzial w procesie translacji? Jak stres oksydacyjny i inne warunki
stresowe zmieniajg profil modyfikacji siarkowych, selenowych i geranylowych w specyficznych tRNA E. coli?

Uzyskanie odpowiedzi na zadane pytania bedzie mozliwe poprzez: (1) Zbadanie metodami
eksperymentalnymi i teoretycznymi struktury 5-podstawionych 2-selenonukleozydow i trwatosci par zasad
5Se2U-A i R5Se2U-G w kontekscie oddzialywania kodon-antykodon i ich poréwnania z analogami
siarkowymi; (2) Syntezg i charakterystyke fizykochemiczng biblioteki nukleozydow wahadlowych
wystepujacych w bakteriach, zawierajgcych w pozycji 2 atom tlenu, siarki, selenu lub grupe tiogeranylows,
natomiast w pozycji 5 podstawniki H, mnm, cmnm i nm (tgcznie 16 zwigzkdéw); (3) Zastosowanie wytworzonej
biblioteki modyfikowanych nukleozydéw do opracowania metodyki analizy profilu modyfikacji za pomoca
spektrometrii mas (Q-TOF MS/MS); (4) Analize profilu ekspresji modyfikowanych nukleozydow (S/Se/geS)
w bakteriach E. coli poddanych réznym warunkom stresu (np. stres oksydacyjny) lub zmodyfikowanych
genetycznie (niski/wysoki udzial analogow siarkowych, selenowych lub S-geranylowych); (5) Zbadanie in
vitro procesu utleniania seleno-tRNA i opracowanie metodyki identyfikacji produktéw utleniania; (6)
Zbadanie preferencji czytania kodonéw typu NNA i NNG w systemie E. coli z wysokim poziomem
modyfikacji S/Se/geS (tzw. codon usage); (7) Zbadanie powinowactwa do rybosomu modeli RNA o sekwencji
trzon-petla antykodonu (ang. anticodon-stem-loop, ASL) zawierajacych modyfikacje R5S2U, R5Se2U lub
R5geS2U w pozycji odpowiadajacej pozycji wahadtowej (rybosom programowany z fragmentem mRNA
zawierajgcym komplementarny kodon).



