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Streszczenie

APOBEC3A to deaminaza cytydyny zalezna od cynku, ktorej gléwna aktywnos¢
enzymatyczna polega na katalizowaniu reakcji deaminacji cytydyny do urydyny
w jednoniciowym DNA (ssDNA). Dodatkowo APOBEC3A ma zdolno$¢ do przeksztatcania
S5-metylocytydyny oraz  5-hydroksymetylocytydyny, odpowiednio, do tymidyny
1 5-hydroksymetylourydyny w ssDNA. W warunkach fizjologicznych aktywno$s¢ APOBEC3A
odgrywa kluczowa rol¢ w mechanizmach odporno$ci wrodzonej. Zaburzenia w regulacji
aktywnos$ci tego biatka moga prowadzi¢ takze do nowotworzenia. Miedzy innymi z tego
wzgledu w ostatnim czasie APOBEC3A budzi szczegdlne zainteresowanie badaczy. Aktywnosé
APOBEC3A wobec cytydyny w RNA zostala odkryta zaledwie kilka lat przed rozpoczgciem
badan realizowanych w ramach niniejszej pracy. Dotyczyla ona deaminacji cytydyn
ulokowanych w strukturach typu spinki do wloséw w mRNA. Odkrycie to stworzyto podstawy
do badania udziatlu APOBEC3A w edycji RNA. Biorac pod uwage, ze motyw spinki do wtosow
stanowi kluczowy element struktury drugorzedowej czasteczek tRNA, oraz ze deaminazy
APOBEC pochodza od deaminaz tRNA, w niniejszej pracy postawiono hipoteze, ze tRNA jest
substratem dla APOBEC3A. W celu weryfikacji tej hipotezy opracowano metode produkcji
APOBEC3A w systemie bakteryjnym 1 przetestowano jej aktywnos$¢ wobec czasteczek tRNA
in vitro. Zard6wno na podstawie wynikow analiz ilosciowych, wykorzystujacych ultrawydajna
chromatografi¢ cieczowa, jak i jako$ciowych, obejmujacych sekwencjonowanie nowe;j
generacji, stwierdzono, ze w warunkach in vitro APOBEC3A deaminowala cytydyne
w czasteczkach tRNA pochodzacych z ludzkiej linii komorkowej. Ponadto, edycje cytydyny
do urydyny wykryto w puli fragmentéw tRNA pochodzacych od pacjentéw z nowotworami.
W  kolejnym etapie badan wykazano, ze in vitro APOBEC3A deaminowata
5-metylocytydyne w modelowe] czasteczce mRNA 1 w antykodonie syntetycznego
tRNA-Leu-CAA. Uzyskane wyniki znaczaco poszerzajag dotychczasowa wiedze dotyczaca
aktywnosci APOBEC3A wobec RNA 1 stanowig podstawe do dalszych badan nad funkcja tego

enzymu zarowno w konteks$cie proceséw fizjologicznych, jak i patologicznych.



