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Replikacja DNA zachodzi w kazdej zywej komorce. Proces replikacji DNA pozwala na
zwielokrotnienie materialu genetycznego i przekazanie go komodrkom potomnym. Jednym z
kluczowych etapow tego zjawiska jest inicjacja replikacji DNA. W origin replikacji komoérek
bakteryjnych, inicjacja replikacji DNA rozpoczyna si¢ od zwigzania specyficznych sekwencji
dwuniciowego DNA (dsDNA) przez bakteryjne inicjatory replikacji. Oddziatywanie to, powoduje
destabilizacje dsDNA w rejonie bogatym w pary AT (DUE), w ktérym dochodzi do rozplecenia
podwojnej helisy DNA. Powstate fragmenty jednoniciowego DNA (ssDNA) sg rusztowaniem dla
pozostatych bialek replikacyjnych, ktore przyltaczajac sie, tworza kompleks przedreplikacyjny 1
synteza nowej czgsteczki DNA moze zostaé rozpoczeta. Dotychczasowe dane literaturowe
donosza, ze bakteryjne inicjatory replikacji, takie jak biatko DnaA, czy RctB oprocz dsDNA,
oddziatlujg takze z ssDNA powstalym w rejonie destabilizacji. W czasie prowadzonych przeze
mnie badan, strukturalny 1 funkcjonalny charakter tworzacych si¢ kompleksow
nukleoproteinowych inicjatorow bakteryjnych z DNA nadal pozostawatl niewyjasniony. Rozne
modele opisujace te zalezno$ci zostaly zaproponowane. Dwa modele: ,,two-state model” oraz

,,Joop-back model” wydawaty si¢ by¢ najbardziej prawdopodobne.

Plazmidy iteronowe to pozachromosomalne czasteczki DNA wystepujace w bakteriach
Gram-ujemnych, ktére przeprowadzaja proces replikacji niezaleznie od chromosomu bakterii.
Plazmidy iteronowe posiadajg wiasne inicjatory replikacji, biatka Rep, ktore podczas inicjacji
replikacji plazmidowego DNA wigza zarowno powtorzone sekwencje w dsDNA, tzw. iterony, jak

i SSDNA w rejonie DUE.

W przebiegu mojej pracy doktorskiej poddatam analizie strukturalno-funkcjonalnej
znaczenie oddzialywan bialek Rep (tj. TrfA, RepE oraz RepA) z ssDNA podczas inicjacji
replikacji wybranych plazmidow iteronowych. Przeprowadzone analizy in vitro wykazaty, ze
interakcje biatek Rep z ssDNA, sa kluczowe na etapie otwierania origin replikacji oraz sg
kluczowe dla stabilnego utrzymania kompleksu otwartego. Zaburzenie oddziatywania biatek Rep
z sSDNA hamuje proces otwierania origin oraz zajsScie kolejnych etapow inicjacji replikacji, tj.
rekrutacje 1 aktywacj¢ helikazy oraz rozpoczecie syntezy nowej czasteczki DNA. Ponadto w
niniejszej pracy zostaty zdefiniowane aminokwasy w biatkach Rep, TrfA i RepE, niezbedne do
tworzenia si¢ kompleksow nukleoproteinowych z ssDNA. Aminokwasy te zostalty wytypowane
na podstawie analizy struktury krystalograficznej biatka RepE z ssDNA otrzymanej w naszym

zespole, analizy sieciowania biatek Rep z DNA potaczonego ze spektrometrig mas, porOwnania
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struktur ll-rzedowych badanych biatek Rep, oraz analiz biochemicznych. Waznym aspektem
projektu jest uzyskanie w naszym zespole struktury krystalograficznej dla potrojnego kompleksu
nukleoproteinowego sSDNA-RepE-dsDNA. Struktura ta udowadnia, ze biatka Rep moga w tym
samym czasie oddzialywa¢ z ssDNA i dsDNA. Taki charakter strukturalny tworzacych si¢
kompleksow nukleoproteinowych w plazmidowym origin replikacji, jest silnym dowodem

wspierajacym stuszno$¢ modelu ,,loop-back” opisujgcego mechanizm inicjacji replikacji.



