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Podwojne peknigcia nici DNA naleza do jednych z najbardziej destruktywnych form uszkodzen
helisy, prowadzacych do groznych aberracji chromosomowych. Uszkodzenia te powstajg w wyniku dziatania
czynnikéw zewnetrznych lub — czesciej - podczas procesdOw metabolicznych zwiazanych z DNA, takich jak
replikacja, transkrypcja lub rekombinacja, w ktdrych powstaja w zaprogramowany sposob lub sg wynikiem
btedoéw. W celu kontrolowania powstalych uszkodzen i utrzymania prawidtowego funkcjonowania genomu,
komorki rozwinety wysoce wyspecjalizowang sie¢ biatek, zarzadzajaca odpowiedzig na uszkodzenia DNA.
Kompleks MRN, bedacy kluczowym elementem tej sieci, odgrywa gtowna rolg w komoérkowej odpowiedzi
na podwdjne peknigcia nici DNA: rozpoznaje uszkodzenie, uruchamia kaskade sygnatu oraz dobiera
odpowiedni szlak naprawy, w ktorej aktywnie uczestniczy poprzez laczenie uszkodzonych nici. W sktad
kompleksu MRN wchodzg trzy biatka pelnigce uzupetniajace si¢ wzajemnie role: nukleaza Mrell, Smc-
podobne biatko Rad50 oraz Nbs1 — podjednostka regulatorowa charakterystyczna dla eukariontow.

Biatko Rad50 pelni zasadniczo odmienne role od pozostatych biatek kompleksu MRN. Dziata
potrdjnie, tworzac rusztowanie dla catego kompleksu, wiagzac DNA w poblizu uszkodzeh oraz umozliwiajac
dimeryzacj¢ konieczng do utworzenia w peli funkcjonalnego wielobiatkowego kompleksu. Rad50
dimeryzuje poprzez globularng domen¢ ATPazowa oraz poprzez silne wigzanie jonu cynku na drugim
biegunie kompleksu. Fundamentalne znaczenie tego matego biatkowego motywu, zwanego haczykiem
cynkowym, wykazaty analizy genetyczne, ktore ujawnity jego wptyw na procesowanie nici DNA przez
globularng domen¢ kompleksu MRN. To odkrycie przyczynito si¢ do powstania hipotezy o wzajemnej
strukturalnej zalezno$ci pomiedzy dwoma biegunami kompleksu, prawdopodobnie koordynowanej przez
dlugie superhelikalne ramiona Rad50. Jednakze, mechanizm tej strukturalnej komunikacji pozostaje
niewyjasniony.

Bazujac na badaniach strukturalnych wysunigto zatozenie, ze struktura dimeru haczykowego jest
dynamiczna, dzigki czemu dziala on jak zawias umozliwiajacy superhelikalnym ramionom przechodzenie z
otwartej do zamknigtej konformacji i vice versa, podczas aktywnosci kompleksu MRN. Dlatego tez bardzo
istotnym jest doktadne zbadanie molekularnych podstaw determinujacych wiasciwosci strukturalne haczyka
aby w pelni zrozumie¢ jego wplyw na dziatanie MRN. Fakt, iz tworzenie si¢ dimeru haczyka jest
bezsprzecznie zwigzane z wigzaniem jonu cynku, stat si¢ dla nas podstawa do zbadania wptywu Zn(I) na
stabilno$¢ 1 dynamike konformacyjng domeny haczyka wraz z fragmentem superhelikalnym ponizej
wigzania jonu metalu — co istotne — w $cisle kontrolowanych warunkach buforujacych Zn(II) aby ocenic¢
potencjalne znaczenie fizjologiczne obserwowanych zjawisk. W proponowanym projekcie zamierzamy
zbada¢ czynniki molekularne definiujgce stabilnos¢ i dynamike konformacji eukariotycznych domen
haczyka w kontekscie kontrolowanego stezenia Zn(II). Projekt obejmuje dwa gtdéwne zadania: 1) badania
biofizyczne sfery koordynujacej Zn(Il) przeprowadzane na krotkich wariantach haczyka; 2) analize
fluorescencyjng konformacji i1 jej dynamiki przeprowadzane na dluzszych modelach domeny, z
uwzglednieniem wpltywu samego haczyka oraz fragmentu superhelikalnego na przestrzenna organizacje
dimeru. Ze wzgledu na fakt, ze aktywnos$¢ biatka jest determinowana zaréwno przez jego strukture jak i
dynamike tej struktury, badania skupiajace si¢ na molekularnych mechanizmach ich tworzenia znaczgco
wzbogacajg prace badawcze przeprowadzane na uktadach biologicznych. Dlatego tez wierzymy, ze
proponowane przez nas niskobudzetowe badania biofizyczne domeny haczyka Rad50 przyniosa owocne
korzysci dla badan nad mechanizmem dziatania catego biatka.

Kompleks MRN odgrywa kluczowa rolg w naprawie podwojnych peknieé nici DNA, prowadzacych
czgsto do mutacji i progresji nowotworu. Nie jest zatem zaskakujacym fakt, ze nieprawidlowe
funkcjonowanie ktoregokolwiek z biatek wchodzacych w sklad kompleksu, przyczynia si¢ do rozwoju
powaznych chorob i kancerogenezy. Dysfunkcje kompleksu MRN sa powiazane z wieloma typami ludzkich
nowotworow. Ponadto, w badaniach na mysich modelach wykazano, ze mutacje w obrebie haczyka Rad50
zaburzaty odpowiedz komorkowa na uszkodzenia DNA, homeostaze tkankowa oraz promowaty rozwoj
guza. Proponowane przez nas wyczerpujace badania nad strukturg, stabilno$cig i dynamikg domeny haczyka
Rad50 przybliza nas do zrozumienia, w jaki sposob kompleks MRN funkcjonuje w warunkach
fizjologicznych, sprawujac kontrole nad integralnoscia genomu 1 ochraniajagc komorki przed
nowotworzeniem.



