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Celem projektu jest zbadanie, czy faza cyklu podzialowego, liczba jednoniciowych peknig¢ DNA i
nieobecno$¢ biatka XRCC1 bedg wplywaly na aktywacje $ciezki Long-Patch oraz Short-Patch
odpowiedzialnych za naprawe jednoniciowych peknig¢ DNA. DNA w komorkach zywych jest nieustannie
narazone na uszkodzenia a najpowszechniejszym ich typem sg jednoniciowe pekniecia DNA (Single-Strand
Breaks) powstajace np. na skutek dziatania wewnatrz-komérkowych metabolitow czy reaktywnych form
tlenu. Potencjalnie uznawane za niegrozne, nienaprawione, mogg zosta¢ przeksztalcone w dwuniciowe
pekniecia DNA (DSBs — Double-Strand Breaks), ktore doprowadzi¢ mogg do powaznych mutacji,
karcynogenezy a nawet $mierci komorki. Dlatego tez, bardzo wazne jest aby zrozumie¢ jak dzialaja
mechanizmy naprawiajace tego typu uszkodzenia i co moze wptywac na ich nieprawidtowe funkcjonowanie.
Wyrézni¢ mozemy dwie $ciezki naprawcze, Long-patch oraz Short-patch, ktore efektywnie radza sobie z
jendnoniciowymi peknigciami DNA. W literaturze znajduje si¢ wiele informacji na temat réznych
czynnikdbw wplywajacych na aktywacje kazdej ze $ciezek — dostepnos¢ ATP, funkcja pelniona przez
komorke, interakcje pomiedzy biatkami naprawczymi czy rodzaj uszkodzenia, z ktorego SSBs powstaty.
Mato jest natomiast informacji dotyczacych wpltywu na ten proces fazy cyklu podzialowego, liczby
uszkodzen czy nieobecno$ci kluczowego sktadnika jakim jest biatko XRCC1. Eksperymenty, ktore byty do
tej pory przeprowadzane w celu zbadania wptywu tych czynnikéw na napraweg SSB bazowaly gtéwnie na
metodach biochemicznych (elektroforeza kometkowa, elucja alkaliczna) a do generowania peknieg¢c DNA
wykorzystywano substancje uszkadzajace DNA jak MMS, H,0, lub promieniowanie widzialne X czy UV
(nierzadko w obecnosci fotouczulaczy), ktore wywotuja uszkodzenia wielu typéw i w niekontrolowane;j
liczbie. Dodatkowo, bardzo czg¢sto komorki byly synchronizowane w cyklu podzialowym co réwniez
wywoluje stres komorkowy i1 uszkodzenia. Takie podejscie badawcze utrudnia interpretacje wynikow i
doprowadza do powstania w komorkach stanéow dalekich od fizjologicznych — komodrki w zywych
organizmach nie sa narazone na taka ilo$¢ uszkodzen, stresu i nie sa zazwyczaj poddawane dziataniu wyzej
wymienionych czynnikéw. Dzieki opracowanej w naszym laboratorium metodzie generowania SSB przy
pomocy skupionej wigzki §wiatta widzialnego, jestesmy w stanie uszkodzi¢ komérke w dowolnym miejscu
jadra komorkowego. Manipulacja dawka catkowitej energii dostarczonej do jadra oraz czasem naswietlania
daje duze mozliwosci w generowaniu uszkodzen konkretnego typu (tylko SSB bez DSB i uszkodzen
oksydacyjnych). Nasza metoda daje mozliwo$¢ zbadania procesow naprawy niewielkiej liczby SSB w
pojedynczych komorkach bez koniecznosci uzycia innych czynnikow uszkadzajacych. W planowanych
eksperymentach bedziemy generowaé peknigcia DNA w komoérkach HelLa 21-4 z ekspresja bialtek
wystepujacych na réznych etapach naprawy SSBs (PCNA, LIGI, LIGIII, XRCC1) gdzie LIGI oraz LIGIII
beda markerami kolejno $ciezki LP i SP. Bialko PCNA, ulokowane w fabrykach replikacyjnych, ktore
przyjmuja charakterystyczne wzory w zalezno$ci od fazy cyklu, postuzy za marker fazy S i komorek
niereplikujgcych. Oprocz tego, generowac bedziemy w komodrkach rosnaca liczbe uszkodzen, aby sprawdzi¢
jak wiele SSBs jednoczesnie komorka moze naprawia¢. O informacje o tym, czy pula biatek $ciezki SP i LP
jak XRCC1 moze zosta¢ wysycona przez zbyt duzg liczb¢ uszkodzen. Ostatnim krokiem bedzie
wygenerowanie jednoniciowych pgknig¢ DNA przy pomocy szoku cieplnego (mozliwos¢ uszkodzenia
duzych populacji komérek w jednym czasie) w komorkach z cze$ciowym i catkowitym knockout’em genu
XRCC1. Sprawdzony zostanie przebieg procesu naprawy jednoniciowych pgknig¢ DNA i ich konwersji w
DSBs pod nieobecnos¢ kluczowego sktadnika naprawy — biatka XRCC1. Badania bedace przedmiotem tego
projektu dostarczag nowych istotnych informacji dotyczacych podstawowego procesu jakim jest naprawa
jednoniciowych pegknig¢ DNA, procesu, dzigki ktoremu zachowywana jest stabilno§¢ genomu a komorki
potomne moga otrzymac¢ kompletng kopi¢ DNA bez bledow. Ta tematyka badawcza zostata przeze mnie
podjeta poniewaz uwazam iz, naprawa DNA to jeden z kluczowych procesow, niezbednych do
prawidtowego funkcjonowania kazdego zywego organizmu. Dobra znajomos¢ tych mechanizméw moze
przyczyni¢ si¢ w przyszlosci do stworzenia nowych terapii przeciwnowotworowych i tym samym wptyna¢
na popraw¢ jakosci zycia wielu ludzi. Co wigcej, nowe podej$cie, do tego typu eksperymentdw, ktdre
zastosujemy, pozwoli przetestowaé istniejace obecnie hipotezy badawcze zwigzane z naprawg SSB
alternatywnymi metodami.



