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Opis projektu

W ramach projektu zsyntezowano nastepujgce zwigzki: X-(3')-PS-OCH2-CH2-CH20-(5')-NMPS
(gdzie N=A lub dC; natomiast X= 5-bromo-2’-deoxyurydyna, 5-jodo-2’-deoxyurydyna lub 4-tio-2'-
deoxyurydyna), a nastepnie enzymatycznie (svpde i nP1) okreslono konfiguracje absolutng
poszczegolnych izomeréw (mozliwe konfiguracje dla kazdego dimeru to: SpSp, SpRp,RpSp,
RpRp). Poszczegdlne izomery po wyznakowaniu za pomocg 32P uzyto w eksperymentach
fotozszywania z biatkami Fhit i Hint1 (biatka rekombinowane, otrzymane w wyniku ekspresji z
odpowiednich plazmidéw w bakteriach E.coli), a nastepnie przeprowadzono analize tworzenia
kompleksow metodg elektroforetyczng (zel niedenaturujgcy). Stwierdzono obecno$¢ kompleksow
badanych dinukleotyddw w przypadku obu badanych biatek. W przypadku biatka Hint1,
najwieksza ilos¢ kompleksu powstaje z udziatem izomeru RpSp. W przypadku biatka Fhit,
najwieksze powinowactwo wykazuje RpSp i SpRp. Dla obu biatek, izomer RpRp dinukleotydu

tworzy kompleksy najmniej wydajnie.

Aby doktadniej okres$li¢ region(y) interakcji pomiedzy dinukleotydem i biatkiem Fhit,
fotosieciowany kompleks (z udziatem nieoznakowanego izotopowo dinukleotydu RpSp) zostat
zhydrolizowany z pomocg trypsyny, a nastepnie poddany analizie LC-MS/MS. Stwierdzono, ze
Tyr114, znajdujgcy sie w petli 107-127, zlokalizowanej w nieuporzgdkowanym regionie Fhit
niedaleko miejsca aktywnego, jest najbardziej prawdopodobnym aminokwasem biorgcym udziat

w rekcji fotozszywania enzymu Fhit z badanym dinukleotydem.

W zwigzku z tym stwierdzamy, ze w warunkach komorkowych interakcje miedzy Hint1 oraz Fhit a
tiofosforanowymi analogami nukleozydéw sg mozliwe, co wskazuje na prawdopodobienstwo

wystepowania takich efektow in vivo.
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