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Opis projektu

Celem projektu bylo zbadanie reakcji desulfuracji 2-tiourydyn (S2U) na poziomie nukleozydu,
oligorybonukleotydu i catego S2U-tRNA w warunkach stresu oksydacyjnego w oparciu o szerokie
spektrum czgsteczek modelowych oraz okreslenie wptywu produktéw desulfuracji na wtasciwosci
fizykochemiczne RNA (stabilno$¢ hydrolityczna, hybrydyzacja do komplementarnej nici RNA) i
funkcje tRNA, a takze opracowanie metod wykrywania uszkodzen RNA (H2U-RNA) i zbadanie
czy proces desulfuracji S2U-tRNA zachodzi w systemie komérkowym. Opracowano efektywng
transformacje 5-podstawionych 2-tiourydyn do ich zdesulfurowanych pochodnych tj. rybozydow 5
-podstawionych 4-pirymidynondéw. Wykazano, ze reakcja desulfuracji 5-podstawionych 2-
tiourydyn jest zalezna od odczynnika utleniajgcego, stezenia reagentéw, pH sSrodowiska i
podstawnika w pozycji 5 reszty 2-tiouracylu i zachodzi poprzez zwigzki posrednie zawierajgce
reszty siarkowych oksokwaséw, tj. kwas sulfenylowego, sulfinylowego Iub sulfonowego.
Opracowano synteze modelowych oligorybonukleotydow zawierajgcych 5-podstawione 2-
tiourydyny (R5S2U-RNA) lub nukleozyd 4-pirymidynonu (H2U-RNA). Opracowano wydajng i
prostg metode konwersji R5S2U-RNA do R5H2U-RNA. Wykazano preferencyjne tworzenie
dupleksdow RNA z parg H2U-G , w poréwnaniu do pary H2U-A. Jednoczes$nie wykazano, ze
dodatek jondéw srebra (Ag") powoduje podwyzszenie trwatosci termodynamicznej dupleksu RNA
z parg H2U-A (ATm=10°C). Wykazano, ze oligomery H2U-RNA w $rodowisku alkalicznym
(pH>9.0) i w S$rodowisku kwasnym (pH 3.6) ulegajg hydrolizie w miejscu modyfikacji
(depirymidynacja do formy abasic i nastepcze rozerwanie tancucha RNA). Opracowano metode
izolacji tRNAGIu z hodowli drozdzy S. cerevisiae za pomocg biotynylowanej sondy DNA,
komplementarnej do centralnego fragmentu tRNA. Stwierdzono, ze obecnos¢ jonow metali
(Mn2*, Fe2") skoordynowanych z ukfadem hemowym ma wplyw na reakcje utleniania
nukleozydow znajdujgcych sie w petli antykodonu, G i S2U. Zidentyfikowano, za pomocg
zaawansowanych metod spektrometrii mas (3Q MRM), obecno$¢ produktéow desulfuracii
Mcm5S2U-tRNAGIu do mem5H2U-tRNAGIU i mem5U-tRNAGIu zachodzgcej wewnatrz komorek

drozdzy poddanych dziataniu H202 w warunkach nasladujgcych stres oksydacyjny
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