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Replikacja DNA jest procesem zapewniajacym powielenie materialu genetycznego w kazdej zywej komorce.
Rozpoczgcie tego procesu zachodzi przy udziale biatek inicjatorowych, ktore wigza si¢ do specyficznych
sekwencji w miejscu startu replikacji origin. Zwiazanie biatka inicjatorowego skutkuje rozpleceniem
dwuniciowej helisy DNA w rejonie zwanym DUE (ang. DNA unwinding element). Nastepnie w rejonie tym
dochodzi do ztozenia maszynerii replikacyjnej i startu syntezy nowej czasteczki DNA. Biatka inicjatorowe
roznig si¢ w swej budowie. Inicjacja replikacji chromosomu bakterii zachodzi przy udziale biatka
inicjatorowego DnaA, ktore wigze si¢ do dwuniciowej czasteczki DNA poprzez domeng DBD (ang. DNA
binding domain). Nastepnie biatko DnaA poprzez domene AAA+ (ang. ATPases Associated with diverse
cellular Activities) tworzy kompleks z powstatym jednoniciowym DNA (ssDNA) w rejonie DUE. Zdolnos¢
do tworzenia kompleksu DnaA-ssDNA DUE jest niezbedna do inicjacji replikacji w komoérce bakterii.
Inicjacja replikacji pozachromosomalnych elementéw genetycznych, plazmidéw, odbywa si¢ natomiast przy
udziale biatek Rep. Biatka te zbudowane sg z domen WH (ang. Winged Helix), ktoére odpowiedzialne sa za
wigzanie dwuniciowego DNA. Jak dotad nie zidentyfikowano aby jakiekolwiek ze znanych biatek Rep
posiadato domeng AAA+. Przeprowadzone przeze mnie doswiadczenia pokazaty, ze pomimo nieposiadania
domeny AAA+, biatka Rep specyficznie wigza sekwencje ssDNA rejonu DUE, podobnie jak biatka DnaA.
Struktura kompleksow Rep z ssDNA nie zostata jednak opisana. Nie wiadomo ktore domeny biatka Rep wiaza
SSDNA oraz ktore reszty aminokwasowe sg zaangazowane w to oddziatywanie. Nieznana jest rowniez rola
tworzenia komplekséw Rep z ssDNA w procesie replikacji DNA. Celem przedstawianego projektu jest analiza
strukturalno-funkcjonalna kompleksow biatek Rep z ssDNA DUE. W ramach projektu planuje okresli¢
domeny i reszty aminokwasowe biatek Rep wigzace ssDNA DUE oraz zbada¢ jaka jest rola wigzania ssDNA
przez biatka Rep.
W badaniach przeprowadze analizy dla kilku plazmidowych biatek Rep: biatek inicjujacych replikacje
plazmidow o waskim zakresie gospodarzy (biatka RepE plazmidu F oraz biatka RepA plazmidu P1) oraz biatka
inicjujacego replikacje plazmidu o szerokim zakresie gospodarzy (biatka TrfA plazmidu RK2). W pierwszej
kolejnosci okresle rejon w biatkach Rep zaangazowany w oddziatywanie z SSDNA DUE. Réwnolegle stosujac
spektrometri¢ mas przeprowadzona zostanie identyfikacja reszt aminokwasowych biatek Rep bedacych w
bezposrednim kontakcie z ssDNA. Podjg¢ta zostanie rowniez proba uzyskania struktury kompleksu Rep-
sSDNA z wykorzystaniem analiz bioinformatycznych oraz krystalografii. Nastgpnie w oparciu o uzyskane
dane zaprojektuje mutanty punktowe biatek Rep z zaburzong zdolnosciag do oddziatywania z ssDNA.
Przeprowadzg¢ analizy in vivo i in vitro z wykorzystaniem otrzymanych mutantéw biatek Rep, aby sprawdzié
jakie jest znaczenie tworzenia kompleksu Rep-ssDNA na poszczeg6lnych etapach procesu inicjacji replikacji
plazmidowego DNA.

Uzyskane wyniki rozszerza wiedzg o procesie replikacji DNA i oddziatywaniu biatek inicjatorowych
z DNA. Dane uzyskane w ramach planowanych do$wiadczen moga rowniez mie¢ znaczenie w pracach nad
nowymi strategiami przeciwko lekoopornym szczepom bakterii, zwtaszcza tym, ktorych lekoopornos¢ wynika
z obecnosci plazmidowego DNA.



