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STRESZCZENIE

Molekularne podstawy replikacji DNA od dawna znajduja si¢ w centrum
zainteresowania wielu zespotow badawczych, jednak mechanizm tworzenia de novo
kompleksu polimerazy w origin replikacyjnym nie zostal do tej pory do konca wyjasniony.
Synteza DNA replikonéw prokariotycznych jak i eukariotycznych to ztozony proces w ktoéry
zaangazowanycCh jest wiele biatek. Biatka te, na poszczegolnych etapach replikacji DNA tworza
specyficzne kompleksy nukleoproteinowe. Pokazano, ze biatka inicjujace replikacje sa
odpowiedzialne za poczatkowg destabilizacje dwuniciowej struktury DNA, a takze moga by¢
zaangazowane w proces tworzenia kompleksu helikazy w origin replikacyjnym. W sekwencji
plazmidowych inicjatoréw replikacji zidentyfikowano motyw oddziatywania z B-pierscieniem
polimerazy Il E. coli, natomiast znaczenie tego oddziatywania nie zostalo zbadane.

W niniejszej pracy podjetam sie¢ wykonania szczegdtowej analizy oddziatywan prowadzacych
do utworzenia kompleksu polimerazy Il E. coli w origin replikacyjnym plazmidu RK2, oriV.
W wyniku przeprowadzonych badan dowiodtam, ze plazmidowy inicjator replikacji, biatko
TrfA, poprzez oddziatywanie z podjednostkami o i B polimerazy III, jest zaangazowane w
tworzenie kompleksu replisomu w oriV. Oddziatywanie TrfA i B-pierscienia, a takze obecno$¢
innych biatek E. coli: DnaA, helikazy, primazy oraz y-kompleksu okazaty si¢ by¢ czynnikami
niezbednymi do utworzenia kompleksu nukleoproteinowego B-pierscienia z DNA plazmidu
RK2. Analiza kompleksu nukleoproteinowego tworzonego w origin plazmidu RK2
doprowadzita do zidentyfikowania oddziatywania pomiedzy TrfA a podjednostka o polimerazy
I1l E. coli. Przeprowadzone doswiadczenia replikacji in vitro z wykorzystaniem
jednoniciowych matryc DNA plazmidu RK2 o sekwencji nici dolnej oraz nici gornej oriV
pokazaty, ze tworzenie kompleksu replikacyjnego zalezy od wigzania plazmidowego inicjatora
replikacji do jednej z nici plazmidowego DNA. Specyficzng reakcje syntezy DNA
obserwowalam tylko na matrycy jednoniciowego DNA zawierajacego sekwencje nici dolnej
rejonu DUE oriV. W reakcji tej niezb¢dne byto takze biatko TrfA posiadajgce motyw do
wigzania podjednostki B polimerazy Ill. Powstanie kompleksu replikacyjnego na tej nici

warunkuje kierunkowos$¢ replikacji.



