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Streszczenie rozprawy doktorskiej

Wiekszos¢  komdrkowych  kwaséw  rybonukleinowych wulega potranskrypcyjnym
modyfikacjom. Do tej pory zidentyfikowano okoto 150 réznych modyfikacji nukleozydow,
z ktérych ponad 90 wystepuje w transferowym RNA (tRNA). Jednym z wazniejszych miejsc
w czasteczce tRNA jest pozycja 34, okreslana inaczej jako pozycja 1 antykodonu lub tzw. pozycja
wahadlowa antykodonu. Nukleozyd wystepujacy w pozyci wahadlowej tRNA oddziatuje
znukleozydem w pozycji 3 kodonu w mRNA, dzieki czemu informacja genetyczna jest
odczytywana prawidiowo i do syntetyzowanego de novo tanicucha polipeptydowego przylaczany
jest wlasciwy aminokwas. W pozycji wahadlowej moze wystepowaé ponad 40 réznych
modyfikowanych nukleozydow. Bakteryjny tRNA specyficzny dla lizyny, glutaminy i kwasu
glutaminowego zawiera w pozycji wahadlowej 5-podstawione 2-tiourydyny (R5S2U), 5-
podstawione 2-selenourydyny (R5Se2U) oraz 5-podstawione S-geranylo-2-tiourydyny
(R5geS2U). Za wprowadzenie dwodch ostatnich modyfikacji (R55e2U oraz R5geS2U)
odpowiedzialny jest tytulowy bakteryjny enzym syntaza 2-selenourydyno-tRNA (SelU).
Poczatkowo uwazano, ze enzym SelU katalizuje w sposob niezalezny dwa procesy, reakcje
selenowania 2-tiourydyny (S2U—Se2U) w obecnosci anionu selenofosforanowego (SePOs*) oraz
reakcje geranylowania 2-tiourydyny (S2U—geS2U) w obecnosci pirofosforanu geranylu (GePP).
W 2018 r. wykazaliSmy na modelowych 17-merowych oligorybonukleotydach (ASL, ang.
anticodon-stem-loop), ze reakcje katalizowane za pomoca SelU zachodza w sposob liniowy, jedna
po drugiej. W pierwszym etapie S2U-RNA jest geranylowany, a powstaly produkt posredni
geS2U-RNA jest selenowany do Se2U-RNA (S2U-RNA—geS2U-RNA—Se2U-RNA). Powstato
w zwiazku z tym pytanie, w jaki sposob enzym SelU rozpoznaje swoje substraty oraz jaki jest
mechanizm transformacji R5S2U—R55e2U w naturalnych bakteryjnych tRNA.

Niniejsza praca doktorska probuje wyjasni¢ to zagadnienie. Prezentowane w niej badania
skupiaja si¢ na charakterystyce wiasciwosci biatka SelU, opisie jego substratow oraz
katalizowanych za pomoca tego enzymu reakgji. W badaniach zastosowano enzym otrzymany
w postaci fuzyjnej z bialkiem wiazacym maltoze (MBP) przytaczonym do N-konca SelU.
Otrzymany enzym MBP-SelU wykazywal zdecydowanie lepsze wtasciwosci, takie jak wysoka
aktywnos¢ enzymatyczna i podwyzszona stabilnos¢ w poréwnaniu do stosowanego
we wczesniejszych badaniach wariantu SelU-Hise.

Potwierdzono, ze enzym SelU jest nukleoproteing wigzaca tylko geranylowane tRNA.
We frakgcji tRNA zwigzanej z biatkiem zidentyfikowano m.in. mnm5geS2U-tRNAMs, nm5geS2U-
tRNALs, geS2U-tRNALs, mnmb5geS2U-tRNACH, nm5geS2U-tRNACH i cmnm5geS2U-tRNAGH,

Wykorzystujac modele ASL homologiczne do sekwencji tRNAMs, zawierajace odpowiednio
modyfikacje S2U, geS2U lub Se2U stwierdzono, ze SelU wykazuje bardzo wysoka specyficznosc¢
substratowa w reakcji geranylowania. Pozycja S2U w taricuchu RNA, sekwencje okalajace
modyfikacje S2U oraz dtugos¢ tanncucha RNA maja kluczowy wplyw na rozpoznawanie substratu
RNA przez enzym SelU. Przesunigcie modyfikacji S2U w taricuchu RNA z pozycji 34 do innych
pozycji w petli antykodonu (33, 35 lub 36), zamiana nukleozydu w pozycji 35, skrocenie 17-nt
substratu RNA do 7-nt, czy do 3-nt prowadzily do znacznego spadku wydajnosci enzymu SelU.
Wykazano, ze pojedynczy nukleozyd (S2U, geS2U) nie jest substratem dla SelU.
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Potwierdzono, ze sposrdd kilku dostepnych w komorkach zwigzkéw prenylowych jedynie
GePP (C) jest substratem dla SelU, podczas gdy pirofosforany innych prenyli, takie jak IPP (Cs),
DmaPP (Cs), FPP (Cis) i GeGePP (Cz) nie sa rozpoznawane przez SelU jako substraty. Badania
powinowactwa SelU do pirofosforandéw prenyli przeprowadzone metoda MST potwierdzity, ze
syntaza SelU wiaze jedynie GePP (Ka~4,7 uM). Pozostate testowane pirofosforany prenyli nie
wigzaly si¢ do SelU lub ich oddzialywanie z biatkiem bylo bardzo stabe (Ka >1 mM).
Przeprowadzona analiza in silico potwierdzita, Ze sposrod wszystkich badanych pirofosforanéw
prenyli GePP jest najlepiej wiazacym sie substratem dla SelU. Co ciekawe, wszystkie otrzymane
chemicznie prenylowane pochodne S2U-RNA (Ci, Cs, Cio i Cis) ulegaly reakcji selenowania
katalizowanej za pomoca SelU, chociaz produkt Se2U-RNA tworzyt sie z r6zng wydajnoscia w
zaleznosci od typu prenylowanego substratu (geranyl > farnezyl > dimetyloallil > metyl).
Otrzymane wyniki sugeruja, ze SelU ma wysoka specyficznos¢ substratowa w reakcji
prenylowania, podczas gdy dyskryminacja substratu w reakgji selenowania jest niewielka.

Co najwazniejsze potwierdzono aktywnos¢ biatka MBP-SelU w reakcjach geranylowania
i selenowania petniej dtugosci naturalnych R5S2U-tRNAs, tRNAS i tRNAS (wyizolowanych z
bakterii pozbawionych genu sell). Transformacja natywnego bakteryjnego R5S2U-tRNA do
R55e2U-tRNA jest dwuetapowym procesem z utworzeniem R5geS2U-tRNA jako zwiazku
posredniego Wykazano takze, Ze reakcja bezposredniego selenowania R5S2U-tRNA do R55e2U-
tRNA nie zachodzi.

Otrzymane dane kinetyczne i wyznaczone state powinowactwa SelU do badanych ASL-RNA
potwierdzaja mechanizm transformacji S2U—Se2U w bakteryjnym tRNA. SelU wiaze substrat
R552U-tRNA i katalizuje jego geranylowanie do R5geS2U-tRNA. Geranylowany produkt
posredni pozostaje zwigzany z enzymem do momentu pojawienia si¢ w Srodowisku reakcji
anionu selenofosforanowego (SePOs*). Wowczas R5geS2U-tRNA ulega reakcji selenowania
do R55e2U-tRNA, ktory opuszcza enzym i bierze udzial w procesie translacji.



