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Replikacja DNA jest procesem, w ktorym dochodzi do kopiowania materiatu genetycznego. Proces
ten wymaga skoordynowanego dzialania wielu katalitycznych i niekatalitycznych biatek tworzacych w
widelkach replikacyjnych funkcjonalny kompleks nazywany replisomem. Pierwszym etapem procesu
replikacji jest jego inicjacja. Polega ona na przylaczeniu si¢ specjalnych bialek do odpowiedniego miejsca na
podwojnej nici DNA zwanego miejscem inicjacji replikacji. Kompleks biatkowy CMG (biatko Cdc45-
biatka Mcm2-7-kompleks biatkowy GINS) pehni role aktywnej helikazy DNA, ktora jest odpowiedzialna za
rozplatanie podwojnej helisy DNA. Do rozplecionych nici DNA przylacza si¢ nastepnie polimeraza a, ktora
jest enzymem syntetyzujacym startery RNA/DNA na obu niciach. Powstale startery sg nast¢pnie wydtuzane
przez polimeraze € i polimeraze 8. Polimeraza € i 6 sg enzymami katalizujagcymi przytaczanie si¢ kolejnych,
komplementarnych nukleotydow i tym samym syntetyzujacymi nowe nici DNA. Polimeraza € syntetyzuje
ni¢ wiodaca, z kolei polimeraza & odpowiedzialna jest za synteze nici opoznionej. Dodatkowo, polimeraza,
ktora w warunkach replikacji nieuszkodzonej matrycy wydajnie uczestniczy w replikacji DNA jest
mutagenna polimeraza C.

Zachowanie wysokiej wiernosci replikacji DNA ma istotne znaczenie dla zapewnienia wiernego
przekazywania informacji genetycznej w czasie podzialow komorkowych, jak réwniez podczas
przekazywania materialu genetycznego przez rodzicow swojemu potomstwu. Wiadomo, ze tak wazny
element jakim jest material genetyczny powinien by¢ skopiowany z jak najwigksza precyzja, poniewaz
kazdy btad (czyli w tym wypadku mutacja) moze doprowadzi¢ do syntezy nieprawidtowego lub w ogole
braku syntezy biatka, a to z kolei moze prowadzi¢ do utraty funkcji komorki, badz jej $mierci. Skutkiem
nieprawidlowego przepisania informacji genetycznej na nowa matryce DNA moze by¢ rozwdj chordb
nowotworowych, a takze chorob genetycznych.

Glownymi straznikami wiernej replikacji DNA sg polimerazy DNA, ktorych rola w przebiegu
replikacji jest od lat szczegdtowo analizowana. Badania prowadzone w Pracowni Mutagenezy i Reperacji
DNA wykazaly, ze réwniez inne komponenty replisomu sg istotne dla zachowania wiernosci procesu
replikacji, a tym samym utrzymania stabilno$ci genomu. Jednym z takich elementéw jest kompleks biatkowy
CMG, stanowiacy aktywna helikaze. Wiadomo, ze aktywno$¢ helikazy jest gldwnie zwigzana z biatkami
Mcm 2-7, a kompleks GINS i biatko Cdc45 wydaja sie petni¢ role platformy umozliwiajacej koordynacje
funkcjonowania poszczegolnych biatek replisomu. Doktadna funkcja biatka Cdc45 w kompleksie CMG jest
stabo poznana. Celem projektu jest zbadanie in vivo, jaka role w ksztaltowaniu wiernosci replikacji
chromosomalnego DNA pelni niekatalityczne biatko Cdc45 wchodzace w sklad kompleksu helikazy
CMG, oraz jakie sa biologiczne konsekwencje powstawania mutacji w genie CDC45 w drozdzach
Saccharomyces cerevisiae.

W zwigzku z tym, ze proces replikacji DNA jest silnie konserwowany u wszystkich organizmow,
uzasadnia to uzycie w naszych badaniach drozdzy piekarskich (Saccharomyces cerevisiae), ktore sa
znakomitym organizmem modelowym. Badania przedstawione w projekcie bedg prowadzone przy uzyciu
mutantow w genie CDCA45, ktéry jest niezbedny do przezycia kazdej komodrce. Przeprowadzone zostang
pomiary poziomu mutagenezy spontanicznej w komoérkach drozdzy niosacych mutacje w genie CDC45, a
takze zbadany bedzie wptyw tych mutacji na przebieg cyklu komérkowego. Mutanty w genie CDC45 sa
doskonatym narzedziem do badania in vivo mechanizmu rekrutacji polimeraz do replikacji poszczegolnych
nici DNA oraz konsekwencji zmian w udziale poszczegélnych polimeraz w replikacji. Badajac
oddzialywania pomiedzy zmutowanymi formami biatka Cdc45 z pozostatymi biatkami kompleksu CMG
pehiacego funkcje aktywnej helikazy lub z podjednostkami polimerazy ¢ replikujacej ni¢ wiodaca, chcemy
pokazac, ktore z oddziatywan sg kluczowe w zachowaniu wierno$ci procesu replikacji DNA.



