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STRESZCZENIE POPULARNONAUKOWE

Replikacja DNA to proces, w trakcie ktorego materiat genetyczny (genom) komorki zostaje powielony w
przygotowaniu na rozdzial na dwie komoérki potomne, umozliwiajgc rozmnazanie organizmu lub jego rozwoj
od etapu embrionalnego. Z punktu widzenia zdrowia organizmu kluczowe jest, by genom byl pozbawiony
wszelkich uszkodzen, a jego replikacja odbywata si¢ z najwyzsza wierno$cia. DNA to dwuniciowa
czasteczka zbudowana z deoksyrybonukleotydow, w sktadzie ktorych wystepuje m.in. cukier (deoksyryboza)
i zasada azotowa (adenina, guanina, tymina lub cytozyna). Kolejno$¢ zasad azotowych w tancuchu stanowi
wilasciwa ,,tre§¢” DNA. DNA transkrybowany jest na RNA, ktorego gtowna cechg odmienng jest inny cukier
— ryboza — w sktadzie. RNA natomiast thumaczony jest na biatka, a o ich budowie decyduje sekwencja
deoksyrybonukleotydow w DNA. W zwiazku z tym DNA decyduje o wzroscie, kolorze wlosoéw i wielu
innych istotnych cechach cztowieka, w tym zdrowiu.

Replikacja DNA prowadzona jest przez wyspecjalizowane biatka, tzw. polimerazy DNA. W trakcie
replikacji polimerazy DNA przylaczaja deoksyrybonukleotydy do nowo powstajacego tancucha, jako
matrycy uzywajac jednej z nici rodzicielskich (dwie polimerazy DNA replikuja jednoczesnie na matrycy
dwoch nici rodzicielskich, dajac poczatek dwoém dwuniciowym czasteczkom). Polimerazy DNA musza tak
wybiera¢ deoksyrybonukleotydy, by zapewni¢ wlasciwe parowanie zasad azotowych (adenina ,,pasuje” tylko
do tyminy, a cytozyna do guaniny). Bledy podczas replikacji (np. sparowanie adeniny z guaning) mogg
prowadzi¢ do powstawania mutacji genetycznych, ktore w wigkszosci przypadkéw maja negatywne skutki
dla zdrowia organizmu. Nie zdarza si¢ to jednak czgsto — polimerazy DNA sa znacznie bardziej doktadne niz
jakiekolwiek urzadzenie stworzone przez cztowieka (1 btad na 10 mln sparowanych zasad).

W ciagu ostatniej dekady wykazano, ze znacznie (nawet 1000-krotnie) czg$ciej niz niewlasciwie
sparowane deoksyrybonukleotydy, polimerazy DNA wstawiaja do genomu rybonukleotydy (materiat
budulcowy RNA). Rybonukleotydy sa najczg$ciej wystepujacym uszkodzeniem DNA, a ich liczba w
genomie ludzkim w ciagu jednego cyklu replikacji sigga 1 min. Jak wykazano w trakcie wieloletnich badan,
rybonukleotydy w DNA, jesli nieusunigte, moga prowadzi¢ do rozlegtych uszkodzen, w tym pegknigc
genomu, wpltywaé negatywnie na rézne procesy komorkowe, a nawet prowadzi¢ do rozwoju choréb
genetycznych, nowotworow, a takze $mierci na etapie zarodkowym. Z tego powodu komorki wyksztatcity
wyspecjalizowane systemy zdolne do rozpoznawania i usuwania rybonukleotydow z DNA.

Wiadomo, Ze organizmy bakteryjne sg bardziej odporne na negatywne skutki obecnosci rybonukleotydow
w DNA, co stwarza mozliwos¢ wykorzystania ich do doglebnego zbadania mechanistycznych podstaw
inkorporacji rybonukleotydow do DNA i $ciezek odpowiedzialnych za ich usuwanie. Badania z
wykorzystaniem pateczki okreznicy (Escherichia coli) jako organizmu modelowego wykazaty, ze obydwie
nici DNA replikowane sg z r6zng doktadnos$cia; innymi stowy, czesto§¢ powstawania mutacji genetycznych
na obu niciach DNA nie jest jednakowa. W zwigzku z tym, celem przedstawionego projektu jest zbadanie:

e czy inkorporacja rybonukleotydow do DNA ma wptyw na wiernos¢ replikacji obu nici;

e czy liczba rybonukleotydow wstawianych do obu nici DNA jest jednakowa;

e jakie systemy sa zaangazowane w usuwanie rybonukleotydow z genomu i czy wydajno$¢ ich dziatania
jest rozna na obu niciach DNA,;

e jakie moga by¢ konsekwencje dla procesow komorkowych, gdy rybonukleotydy nie sa usuniete z
DNA?

Jako gltowne narzedzie badawcze wykorzystany zostanie zmutowany wariant polimerazy DNA
charakteryzujacy si¢ podwyzszong czesto$cig wstawiania rybonukleotydow do DNA. W ramach realizacji
projektu zaplanowano:

e analize spektrum mutacji genetycznych na obu niciach DNA w celu potwierdzenia obserwowanej
specyficznosci niciowej systemow usuwania rybonukleotydow;

e Dbezposrednie oszacowanie iloSci rybonukleotydow w DNA w warunkach inaktywacji réznych
systemoéw usuwania rybonukleotydéw (spodziewane jest zaobserwowanie znacznego wzrostu liczby
rybonukleotydow w DNA);

e poszukiwanie, metodami genetycznymi i biochemicznymi, nowych systemow, ktoére moga by¢
zaangazowane w usuwanie rybonukleotydéw (wyniki wstepne wskazuja, ze potencjalnym kandydatem
jest aktywnos¢ korektorska glownej replikazy odpowiedzialnej za replikacje obu nici DNA);

e zbadanie ilosci powstajacych jednoniciowych fragmentow DNA, wskazujacych na problemy z
utrzymaniem ciggtosci replikacji (spodziewana duza ilo§¢ jednoniciowego DNA w warunkach
inaktywacji systemow naprawy rybonukleotydéw, zgodnie z wynikami wstgpnymi sugerujacymi
zaburzenia procesu replikacji).

Uzyskane wyniki znacznie poszerza wiedze na temat $ciezek usuwania rybonukleotydow, ich znaczenia
ewolucyjnego oraz mozliwych konsekwencji ich nieprawidlowego dziatania.



