Badania nad wptywem cytochromu ¢ na procesy oksydatywnych uszkodzen 2-tiourydyno-RNA

Kwasy nukleinowe sg biopolimerami, ktérych zawarto$¢ w organizmie, choé niewielka, jest bardzo istotna, poniewaz decydujg
one 0 naszej dziedzicznosci. W kwasach nukleinowych zapisana jest informacja genetyczna dotyczaca cech i wiasciwosci
organizmu. Jednym z graczy jest transferowy kwas rybonukleinowy (tRNA, ang. transfer RNA), ktérego zadaniem jest
dostarczenie reszty aminokwasu do odpowiedniego miejsca na rybosomie, gdzie aminokwas zostaje wigczony do rosngcego
fancucha polipeptydowego. Tym samym odgrywa on zasadniczg role w procesie biosyntezy odpowiedniego biatka. Czasteczka
tRNA zbudowana jest z kilkudziesieciu nukleotyddw i bardzo czesto posiada w swojej strukturze modyfikowane nukleozydy,
takie jak pseudourydyna czy 2-tiourydyna. Transferowy RNA przypomina swoim ksztattem ,,czterolistng koniczyne” (Rys.1.), w
ktérej mozna wyrozni¢ cztery ramiona, z czego najwazniejszg role petni ramig i petla antykodonu. To wiasnie tréjnukleotydowy
antykodon znajdujacy sie w wystajacej petli antykodonu, rozpoznaje i wigze sie z komplementarnym trypletem nukleotydéw, tzw.
kodonem w czasteczce mRNA, niosacej informacje genetyczng. Modyfikowane nukleozydy usytuowane w obrebie kodonu
uczestniczag w ten sposdb w procesie odczytywania informacji genetycznej. Wazng podgrupe modyfikowanych nukleozydow
zlokalizowanych w pozycji 34 tRNA (pierwsza pozycja antykodonu, tzw. pozycja wahadtowa, ang. wobble) stanowig nukleozydy
zawierajgce atom siarki w pozycji C2, tj. 2-tiourydyny (S2U) oraz ich pochodne modyfikowane w pozycji 5 heterozasady
(R5S2V).

Rysunek 1. Tréjwymiarowy model tRNAPhe z drozdzy oraz struktura drugorzedowa tRNA (w ramce) z
zaznaczonym obszarem antykodonu (kolor niebieski).

Ostatnio wykazano, ze w warunkach stresu oksydacyjnego (zaburzenia w réwnowadze pomiedzy
wytwarzaniem a usuwaniem reaktywnych form tlenu (RFT, ang. ROS, reactive oxygen species))
dochodzi do uszkodzen r6znych biomolekut, a w tym np. RNA. Czasteczki tRNA zawierajagce S2U w
obrebie antykodonu moga by¢ pierwotnym miejscem ataku ROS. Nasze badania prowadzone na
oligonukleotydach RNA zawierajacych S2U wykazaty, ze sa one szczegdlnie podatne na utlenienie w
obecnosci nadtlenku wodoru, a w wyniku tej reakcji powstaje RNA zawierajacy zamiast S2U nukleozyd 4-pirymidynonu (H2U).
Konsekwencja biologiczng transformacji S2U w taficuchu tRNA do czasteczki H2U, ktory traci mozliwos$¢ tworzenia wigzania
wodorowego z komplementarng reszta adenozyny (z uwagi na inny ukfad akceptoréw oraz donor6w wigzania wodorowego),
moze by¢ uposledzenie funkcji tRNA, skutkiem czego moze doj$¢ do zaburzenia oddziatywan kodon-antykodon, a w efekcie do
zaktocenia procesu translacji.

Niedawno odkryto, ze zaréwno cata czasteczka tRNA, jak i jej potéwki zaangazowane sg w proces indukowanej $mierci komorki
(apoptozy), z ktorym bezposrednio zwigzany jest cytochrom c. Jest to biatko, ktére np. pod wpltywem wzrostu stezenia
reaktywnych form tlenu zostaje uwolnione z przestrzeni miedzybtonowej mitochondrium do cytoplazmy, gdzie tworzy
apoptosom, ktéry na drodze aktywacji réznych czynnikéw doprowadza do $mierci komorki. Ostatnio zaohserwowano réwniez, ze
cytozolowe tRNA tworzy z uwolnionym z mitochondriéw cytochromem ¢ kompleks, ktéry blokuje powstawanie apoptosomu,
przez co uniemozliwia $mier¢ komarki. Ostatnio udowodniono, ze cytochrom ¢ w obecno$ci H,O, katalizuje reakcje utleniania
guanozyny w fancuchu RNA, co prowadzi do uszkodzenia calej czasteczki. Zacheceni tym odkryciem i wiasnymi
dodwiadczeniami w zakresie desulfuracji S2U, znajdujacych sie w transferowych RNA, zadaliémy sobie pytanie, czy cytochrom ¢
ma wplyw na proces desulfuracji w warunkach stresu oksydacyjnego. PrzeprowadziliSmy badania wstepne, w ktérych
zaobserwowali$my, ze cytochrom ¢ w obecno$ci H,0, katalizuje reakcje desulfuracji S2U-RNA. Reakcja przebiega przy niskich
stezeniach H,0, i jest znacznie szybsza niz kontrolna, bez udziatu cytochromu c, a gtdwnym produktem reakcji jest H2U-RNA.
Odkrycie to stato sie podstawg do zaprojektowania badan prezentowanych w niniejszym projekcie. Uwazamy, ze istotne jest
podjecie badar majacych na celu wyjasnienie mechanizmu zaobserwowanej katalizy, zwlaszcza, ze proces taki moze mieé
miejsce takze w komorce.

Celem badan jest analiza procesu desulfuracji 2-tiourydyny w obecnosci cytochromu ¢ w oparciu o szerokie spektrum
czasteczek modelowych (na poziomie nukleozydu, oligonukleotydu oraz catego tRNA) w warunkach stresu oksydacyjnego
wywotanego za pomocg H,O,. Dodatkowym celem projektu jest rowniez zbadanie oddziatywan modyfikowanych
oligonukleotyddw RNA (odpowiednio z S2U oraz H2U) z cytochromem ¢ w kontekscie tworzenia kompleksu blokujgcego
apoptoze. Cel zamierzam osiggnaé poprzez przeprowadzenie kompleksowych badafh nad procesem desulfuracji na poziomie
odpowiednio modyfikowanych czasteczek modelowych z wykorzystaniem réznych czynnikéw utleniajacych oraz zbadanie
charakteru oddziatywan cytochromu ¢ z modyfikowanym RNA. W badaniach wykorzystam metodyke z zakresu syntetycznej
chemii organicznej oraz biochemii, a takze wybranych metod biologii molekularnej.

Przeprowadzone przez nas badania pozwolg na poszerzenie wiedzy w zakresie oksydacyjnych uszkodzen modyfikowanych
nukleozyd6w. Beda miaty pierwszorzedne znaczenie w zrozumieniu mechanizmu dziatania cytochromu ¢ w aspekcie uszkadzania
RNA. Spodziewamy sig, ze uzyskanie wiedzy o chemii desulfuracji w obecnosci cytochromu c stanowi¢ bedzie istotne podwaliny
w zrozumieniu zjawiska tworzenia sie komplekséw cyt ¢/ RNA blokujacych tworzenie sie apoptosomu, odgrywajacego
zasadniczg role w procesie apoptozy.



