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Spontaniczne mutacje DNA petnia fundamentalng role w ewolucji, ale takze w procesach starzenia,
nowotworzenia i w chorobach genetycznych. Dlatego poznanie mechanizméw utrzymujgcych niski poziom
mutagenezy spontanicznej ma istotne znaczenie medyczne. Celem proponowanych badan jest poznanie
mechanizméw zaangazowanych w odkryty przeze mnie proces prowadzacy do wzrostu mutagenezy
spontanicznej w wyniku zwiekszenia komdrkowej zawarto$ci biatka Mms2. Wiadomo, ze ilo$¢ tego biatka w
komorce wzrasta w odpowiedzi na uszkodzenia DNA. Stwierdzono takze podwyzszony poziom informacji
mRNA, kodujacej Mms2 w ludzkich liniach komorek rakowych. Proponowane badania bedg wykorzystywaty
modelowe komorki S. cerevisiae, w ktorych Mms2 zostato odkryte i dla ktorych wykazano, ze biatko to pehni
funkcje strukturalng w procesach poliubikwitynacji w kompleksie z enzymem koniugujacym ubikwityne
Ubcl13. Podstawowe mechanizmy angazujace ten kompleks w komoérkach drozdzy, funkcjonuja podobnie w
komorkach organizmow wyzszych potwierdzajac przydatnos¢ modelu S. cerevisiae.

Wzrost czgstosci mutacji spontanicznych zwigzany z wzrostem komoérkowego poziomu biatka Mms2 jest
interesujacy, poniewaz biatko to nie posiada samo w sobie aktywno$ci enzymatycznej. Pomimo wysokiego
podobienstwa do koniugaz ubikwityny nie posiada ono kanonicznego aminokwasu w potencjalnym centrum
aktywnym co uniemozliwia Mms2 funkcjonowanie jako koniugaza ubikwityny i jest okreslane jako
pseudoubikwitynaza. Aktywnos$¢ pseudoubikwitynazy jest zalezna od jej wspoétdziatania z kanoniczng
koniugaza ubikwityny i jedynym znanym dotychczas enzymem tego typu wspoétdziatajacym z Mms2 jest
Ubc13. Kompleks Ubc13-Mms2 bierze udziat w bezblednym procesie tolerancji uszkodzen DNA blokujacych
powielanie materialu genetycznego. Aktywnos$¢ tej $ciezki prowadzi do bezblednego powielenia informacji
genetycznej, w przeciwienstwie do obserwowanego przeze mnie efektu zwigzanego z nadprodukcjg Mms2
prowadzacego do wzrostu poziomu mutagenezy spontanicznej. Moje dotychczasowe badania wykazaty, ze ten
nowy efekt mutatorowy nie zalezy od znanego interaktora Mms2, Ubc13, lecz wymaga obecnosci koniugazy
Ubc4 i ligazy Rad5. Ustalitem takze, ze mutagenna funkcja Mms2 catkowicie zalezy od wyspecjalizowanej
polimerazy DNA, zdolnej do syntezy DNA poprzez uszkodzenia, Pol zeta. Wyniki te sugerujg istnienie w
komorkach drozdzy nieznanego dotychczas mechanizmu regulacji mutagennej aktywnosci Pol zeta zaleznego
od zaangazowanych w procesy ubikwitynacji biatek Mms2 i Ubc4.

W przedstawionym projekcie planuj¢ scharakteryzowa¢ mechanizm zwigzany z nowa, promutagenna
funkcjg Mms2 poprzez analiz¢ aktywnoS$ci biatek, ktorych udzial w badanym efekcie juz wykazatem oraz
identyfikacje wspotdziatajagcych z nimi enzymow. Zarowno Ubc4 jak i Rad5 posiadaja kilka domen, ktore
zwigzane sg z rOznymi aktywnos$ciami, w zwigzku z czym wykorzystujac mechanizmy mutagenezy celowanej
skonstruuje szczepy niosgce specyficzne mutacje inaktywujace poszczegbdlne aktywnosci badanych biatek by
okresli¢, ktore z nich biora udzial w mutagenezie zwiazanej z Mms2. Sprawdzg tez udzial potencjalnych
interaktorow Mms2 w tym procesie. Ustale warunki determinujace udziat Pol zeta i zbadam, wykorzystujac
metody genetyczne i immunochemiczne, udziat modyfikacji czynnika procesywnosci replikacji PCNA w
Mmutagenezie zaleznej od Mms?2.

Uwzgledniajac, ze biatko Mms2 wystepuje powszechnie w komorkach wyzszych eukariontow, w tym w
komorkach ludzkich, wyniki uzyskane dla drozdzowego biatka Mms2 moga sugerowac¢ nowe funkcje tego
biatka w innych organizmach. Podobnie, polimeraza zeta jest enzymem o uniwersalnym znaczeniu. Co wiecej
aktywno$¢ tej polimerazy wskazano jako jeden z mechanizmow przeciwdziatajagcych terapiom
antynowotworowym opierajgcym si¢ na generowaniu uszkodzen w DNA aktywnie dzielgcych sie komorek, a
wigc poznanie czynnikoéw regulujacych aktywnosé tego enzymu moze byc¢ istotne z punktu widzenia nie tylko
badan podstawowych ale takze dla projektowania nowych terapii.



