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Gléwnym celem niniejszego projektu jest okreslenie, na poziomie molekularnym, sposobu
przekazywania informacji pomigdzy dwoma regionami biatka. Kompleks biatkowy
Rad50/Mrell jest odpowiedzialny za rozpoznanie i napraw¢ podwojnych peknie¢ nici DNA,
ktoére wystepuja w komodrce naturalnie podczas jej podzialdow, mejozy i rekombinacji w
limfocytach B, jak réwniez na skutek narazenia komorki na czynniki genotoksyczne, takie jak
promieniowanie gamma. Rad50 to biatko o wyjatkowo skomplikowanej strukturze. Posiada
wydtuzony odcinek superhelikalny (ang. coiled-coil), przypominajacy ling skomponowang z
dwoch sznurkéw, ktory rozdziela dwie domeny biatka — globularng (sferyczna) domeneg
wigzagcg Mrell oraz domene haczyka cynkowego odpowiedzialna za interakcje z haczykiem
drugiego biatka i utworzenie homodimeru. Kontakt dwoch biatek pozwala na utworzenie
kompleksu wigzacego DNA, ktore przeplata si¢ przezen na wzor nici I ucha igielnego.
Poprzednio udokumentowali§my wptyw jaki niesie wigzanie si¢ dwoch bialek ze soba
poprzez haczyk cynkowy na domeng¢ globularng. Wszystko wskazuje na to, ze region
superhelikalny funkcjonuje na wzor drazka skrzyni biegéw, zmieniajac pomi¢dzy odrebnymi,
funkcjonalnymi stanami kompleksu. Podejrzewamy, ze zmiany W tréjwymiarowej strukturze
biatka sg generowane nie tylko przez wigzanie jonu cynku, lecz rdwniez wigzanie DNA, czy
ATP. Nasze badania skupig si¢ na biatku drozdzowym, bardzo blisko spokrewnionego
z ludzkim odpowiednikiem. Aby zrealizowa¢ nasz cel i rozwigza¢ problem badawczy
postuzymy si¢ wieloma technikami analitycznymi, takimi jak fluorescencja czy spektrometria
mas. Nasze laboratorium syntezuje substancje fluorescencyjne, ktore moga specyficznie
wigzaé si¢ do wybranego miejsca w badanym biatku, co jest kluczowym aspektem i
niezaprzeczalng zaleta proponowanych badan. Realizacja wszystkich celow tego projektu
bedzie wymagata wprowadzenia kilku mutacji w genie biatka Rad50. Zadna z nich nie moze
wplywa¢ na funkcje petnione przez biatkko w komorce, dlatego wpltyw mutacji bedzie
skrupulatnie monitorowany w warunkach in vivo. Z uwagi na powyzsze badania bg¢da
wymagaty efektywnej optymalizacji produkcji biatka, jak rowniez metod analitycznych,
niemniej liczymy na to, ze uda si¢ rozwikla¢ molekularne podstawy zmian strukturalnych
biatka Rad50 spowodowane wigzaniem do specyficznych komponentow komorkowych oraz
makro- i mikroczgsteczek. Liczymy na to, ze z pomoca tych badan przyczynimy si¢ do
szerszego zrozumienia, pod wieloma wzgledami wcigz tajemniczego, systemu naprawy DNA.



