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Opis projektu

Celem projektu bylo zbadanie czy w komodrkach eukariotycznych hodowanych w warunkach
stresu oksydacyjnego dochodzi do uszkodzeh tRNA, polegajacych na desulfuraciji 5-podstawionej
2-tiourydyny (R5S2U), wystepujacej naturalnie w pozycji ,wobble” antykodonu tRNA™S, tRNA®" i
tRNA®", z utworzeniem produktow desulfuraciji: rybozydu 4-pirymidynonu (R5H2U) i urydyny
(R5U).

Badania prowadzono w trzech systemach komodrkowych: 1) w komérkach drozdzy
Saccharomyces cerevisiae, 2) w komoérkach ludzkich pochodzgcych z kilkunastu linii ludzkich
komérek nowotworowych oraz 3) w komérkach prawidtowych HEK293 (1SOD2, CKAT) z
uszkodzonymi metodg CRISPR/Cas9 genami kodujgcymi biatka nalezgce do systemu
antyoksydacyjnego: SOD i KAT, wykazujgcymi brak ekspresji i aktywnosci tych biatek. W celu
wywotania stresu oksydacyjnego komorki podczas hodowli poddawano dziataniu czynnikéw
utleniajgcych, (nadtlenek wodoru, arsenin sodowy, podchloryn sodu), zastosowanych w
stezeniach, w ktérym nie dochodzito do $mierci komérek. Wyznaczono poziom reaktywnych form
tlenu jakie tworzg sie w komodrkach pod wptywem zastosowanych czynnikdw i mogg by¢
przyczyng uszkodzernn komorkowych kwaséw nukleinowych (w tym tRNA) i biatek.
Zaobserwowano, ze zastosowanie warunkow oksydacyjnych wobec komorek drozdzy
powodowato ubytek mem5S2U w tRNAGIu, co mogto $wiadczyé o oksydacyjnym uszkodzeniu 2-
tiourydyno-tRNA. Opracowano wydajng metode izolacji czystego tRNAGIu z komoérek
drozdzowych, za pomoca komplementarnej sondy DNA oraz metode otrzymywania frakcji tRNA z
komorek ludzkich (kolumna Agilent SEC-3 300A w potgczeniu z systemem FPLC AKTA purifier,
GE Healthcare). Uzyskany tRNA byt poddany enzymatycznej hydrolizie i defosforylowany do
mieszaniny nukleozydéw, ktorg analizowano masowo stosujac technike LC-MS/MS. Analize
jakosciowg i ilosciowg przeprowadzono bazujgc na zdefiniowanych syntetycznych wzorcach
modyfikowanych nukleozydéw typu R5S2U, R5H2U i R5U, gdzie R=mcm, cm, H (aparat QTRAP
6500+ mass spectrometer, sprzezony z chromatografem cieczowym ExionLC System, SCIEX,
USA oraz aparat ZenoTOF 7600 sprzezony z chromatografem cieczowym ExionLC AC, SCIEX,
USA). Najwazniejszym osiggnieciem projektu byta identyfikacja i ocena ilosciowa produktow
desulfuracji 5-podstawionej 2-tiourydyny w tRNA wyizolowanym z zywych komérek drozdzowych
i ludzkich, poddanych w czasie wzrostu stresowi oksydacyjnemu. Zidentyfikowano produkty
desulfuracji: mecm5H2U, cmbH2U, H2U, mcm5U, cmb5U oraz wcigz obecne w tRNA
nieuszkodzone nukleozydy: mecm5S2U, cm5S2U i S2U. Otrzymane wyniki potwierdzity zaktadang

w projekcie hipoteze, ze w komdrkach eukariotycznych poddanych stresowi oksydacyjnemu



wskutek dziatania wewnatrz komorek reaktywnych form tlenu (ROS) zachodzi desulfuracja 5-

podstawionej 2-tiourydyny.
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