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Glownym celem niniejszego projektu jest identyfikacja architektury dimeru (funkcjonalnego kompleksu
zbudowanego z dwoch biatek) drozdzowego biatka Rad50, okreslenie mechanizméw molekularnych
odpowiedzialnych za jej powstanie oraz analiza wptywu dynamiki superhelikalnego regionu na funkcjonowanie
biatka. Kompleks biatkowy MRN(X) (Mrel1:Rad50:Nbs1(Xrs2 w komorkach drozdzy)) jest odpowiedzialny za
rozpoznanie i naprawe podwdjnych peknieé nici DNA powstajacych na skutek narazenia komorki na czynniki
genotoksyczne (zagrazajace materialowi genetycznemu), takie jak promieniowanie jonizujace, czy
promieniowanie UV, ale rowniez generowane podczas procesOw fizjologicznych — podczas podziatow
komorkowych, mejozy i rekombinacji w limfocytach B. Rad50 cechuje wyjatkowo skomplikowana struktura, na
ktora sktadajg si¢: domena globularna (sferyczna), ktéra stanowi jeden biegun biatka, tak zwany motyw haczyka
cynkowego, czyli centralnie ulokowana domena wigzaca Zn”', ktéra odpowiada za polaczenie dwoch biatek
w jeden kompleks, oraz niezwykle dhugi, 50 nm odcinek superhelikalny (coiled-coil z j. ang) taczacy oba
bieguny, dzigki wymuszonemu skretowi tancucha w jego centrum. Z uwagi na znaczaca dynamike regionu
superhelikalnego, kompleks MRN(X) moze przyjmowac rézne formy strukturalne. Najnowsze badania sugeruja,
ze tylko dwie architektury dimeru Rad50 sa funkcjonalne — forma otwarta, scharakteryzowana dla biatka
pochodzacego z hipertermofilnego archeona, oraz forma zamknigta, §wiezo zidentyfikowana dla biatka
ludzkiego. Podejrzewamy, ze architektura prezentowana przez bialko drozdzowe bedzie podobna do ludzkiej
formy zamknigtej, jednak struktura bialka Rad50 w dalszym ciggu pozostaje osnuta tajemnica, a znaczaca
rozbiezno$¢ w sekwencji aminokwasowej obu biatek moze sugerowaé inna formg¢ rozmieszczenia
przestrzennego. Wyniki badan na dzien dzisiejszy wskazujg istotng role regionu superhelikalnego zaréwno
w procesie strukturyzowania dimeru i wyboru jednej z dwoch form funkcjonalnych, jak réwniez w procesach
przekazywania sygnatu z jednego bieguna kompleksu na drugi. Uwazamy, ze podstawy mechaniczne
przekazywania sygnalu lezg w dynamice regionu. W celu sprawdzenia przedstawionych hipotez planujemy
przeprowadzi¢ szereg badan strukturalnych na réznych wariantach drozdzowego Rad50, miedzy innymi
eksperymenty spektrofluorymetryczne oraz pomiary na spektrometrze mas z mozliwos$cig separacji mobilnosci
jonéw. Zroznicowanie wariantow pod wzgledem sekwencji regionu superhelikalnego oraz regionu haczyka
pozwoli na precyzyjng analize podstaw molekularnych zachodzacych procesow podczas dimeryzacii,
a wykorzystanie innowacyjnie wyprodukowanych peptydéow o ograniczonej ruchomosci w odcinku superhelisy
umozliwi zrozumienie roli jakg pelni dynamizm tego segmentu w funkcjonowaniu biatka Rad50.



