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Poznanie Zrodet powstawania mutacji spontanicznych ma fundamentalne znaczenie zaréwno dla badania mechanizméw
kontrolujacych stabilno$¢ genomu jak i dla poznania mechanizmdw ewolucji. Badania zrodet mutacji spontanicznych maja
szczegOlne znaczenie w Swietle ostatnich prac wykazujacych, ze w przypadku ok. 70% nowotwordw to mutacje powstajace w
trakcie powielania materiatu genetycznego (replikacji DNA) dzielagcych sie komérek, a nie predyspozycje genetyczne
(dziedziczone zmiany w materiale genetycznym) lub czynniki $rodowiskowe (np. promieniowanie UV), sa decydujacym
czynnikiem okreslajacym ryzyko powstania choroby nowotworowe;j.

Wykazano, ze btedy powstajace w trakcie replikacji DNA stanowig najczestsze zrédto mutacji spontanicznych. Poniewaz DNA
jest liniowym biopolimerem, ktérego monomerami sg deoksyrybonukleotydy, to wierno$¢ procesu replikacji jest kontrolowana
przede wszystkim poprzez selekcje wiasciwego deoksyrybonukleotydu przez polimeraze DNA. Polimerazy DNA selektywnie
wstawiajg deoksyrybonukleotydy, a nie, obecne w komdrce rybonukleotydy. Rybonukleotydy, w odréznieniu od
deoksyrybonukleotydow, zawierajg w pierscieniu rybozy reaktywna grupe hydroksylowa w pozycji 2’ przez co ich obecnos¢ w
DNA znacznie zwieksza mozliwos$é hydrolizy DNA. Wykluczanie w procesie syntezy DNA rybonukleotyddw jest zwigzane z
obecnoscia w centrum aktywnym polimerazy DNA tzw. bramek sterycznych (ang. steric-gate). Obecnosé ,,steric-gate” powoduje,
ze do centrum aktywnego polimerazy wchodzi deoksyrybonukleotyd, a nie rybonukleotyd. Badania ostatnich lat wykazaty, ze
rybonukleotydy sa jednak inkorporowane do DNA z czesto$cig wyzszg (1/2500 — 1/5000 replikowanych zasad) niz ma to miejsce
w przypadku inkorporacji niewtasciwego deoksyrybonukleotydu (1/100000 replikowanych zasad). Stanowig wiec najczesciej
powstajacy ,,btad” w trakcie procesu syntezy DNA. Przy tak duzej czestosci inkorporacji rybonukleotydy nie sg jednak
wykrywane w DNA. Swiadczy to o istnieniu w komarce bardzo wydajnych mechanizméw ich rozpoznawiania i usuwania z DNA.
W trakcie replikacji DNA jedna z nici DNA replikowana jest w sposoéb ciagty (ni¢ prowadzaca), a druga (ni¢ op6zniona) w
postaci krétkich fragmentéw, tzw. fragmentéw Okazaki. Przedstawiony projekt, dotyczy lepszego poznania mechanizméw
inkorporacji i usuwania rybonukleotyddw z DNA. Szczegolnie interesujace jest znalezienie odpowiedzi na pytanie: czy czestosé
wstawiania i wycinania rybonukleotydéw na obu replikowanych niciach DNA jest taka sama czy r6zna? Nasze wcze$niejsze
prace, przy uzyciu systemu do badania wiernosci replikacji DNA na obu niciach wykazaty, ze koricowa wierno$é replikacji DNA
jest 2-3 krotnie wyzsza na nici op6znionej. Jednym z mozliwych wytlumaczen tego fenomenu jest zaréwno udziat innych
polimeraz DNA w replikacji nici op6znionej, jak i wydajniejsze usuwanie niewtasciwych deoksyrybonukleotydow i
rybonukleotyddw z tej nici. Wykorzystanie, w trakcie realizacji tego projektu, do doswiadczer in vivo i in vitro roznych
mutantow zaburzonych w procesie wycinania rybonukleotyddw z DNA, jak réwniez mutantéw posiadajacych zmienione ,,steric-
gate” polimeraz DNA pozwoli na otrzymanie nowych danych na temat zrddet niestabilno$ci materiatu genetycznego.



