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BEVEZETES

A DNS megkettézddése soran ha a replicativ polimeraz egy DNS karosodashoz érve
megakad, a replikacioé folyamatossaganak biztositdsara mas mechanizmusok 1épnek fel. Ezek
a DNS hibatolerancia utvonalak (DNA damage tolerance, DTT) folytatjdk a replikdciot a
karosodatt templaton a karosodas eltavolitdsa nélkiil. Az egyik hibatolerancia folyamat a
transzlézids szintézis (translesion synthesis, TLS), mely sordn specializalddott, alacsony
szelektivitasu és fidelitdsu DNS polimerdzok folytatjak a beépitést a karosodassal szemben ¢és
utdna. A polimeraz éta (Poln), amelyet Saccharomyces cerevisiae-ben a RAD30 gén kddol,
olyan TLS polimerdz, amely szdmos DNS karosoddson 4t tud haladni, az eredeti
nukleotidnak megfelel6t beépitve hibamentes, mig eltéré nukleotidot beépitve mutaciora
hajlamositd hibadatirast eredményez. A Poln egyediilall6 abban, hogy hatékonyan ¢és
hibamentesen 4tirja a ciklobutdn pirimidin dimereket, amelyek az UV sugarzas hatasara
keletkezd leggyakoribb fototermékek. Az UV 1¢ézidk hibaments atirdsdban betoltott
szerepével Osszhangban élesztében a Poln hidanya az UV-indukalt mutagenezis
megemelkedéséhez, mig emberben a varians xeroderma pigmentosum rakra hajlamositd
szindromahoz vezet. Szintén hatékonyan ¢és hibamentesen tud a Poln éthaladni az egyik
leggyakoribb spontan oxidativ karosodason, a 8-o0xo-7,8-dihidroguanin-on (8-0x0G).

A DNS karosodasok akadalyozhatjdk a transzkripciot is. Példaul in vitro
kisérletekben a CPD-k erds akadalyt jelentenek az RNS polimerdz II-nek (RNAPII). A
transzkripciot blokkold hibakat a transzkripcio-kapcsolt reparacié tavolithatja el, mely
kivagja a hibat a dupla szala DNS-bdl, majd a reparacios szintézis az eredeti szekvenciat
helyreéllitja. Azonban az, hogy a dihydrofolat reduktiz gén transzkripcioja UV-val
besugarazott kinai horcsog sejtekben hamarabb visszaallt, mint hogy a CPD-k vagy mas
fototermékek eltavolitdsa megtorténhetett volna, a transzkripcidé soran miikddd hibaatirasi

mechanizmusok meglétére enged kdvetkeztetni.
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Ezidaig gy gondoltak, hogy a transzléziés RNS szintézist az RNAPII maga végzi,
elongacids és mas, még azonositatlan faktorok segitségével. Kimutattak, hogy HeLa sejtekbdl
tisztitott TFIIF, TFIIS, Elongin és CSB segitik az RNAPII-t bizonyos DNS hibak atirasaban.
Azonban az kevéssé ismert, hogy mas, transzkripciot blokkol6 hibak , mint a CPD-k, hogyan
irédnak at, és mely faktorok befolyasoljak a transzkripcid hiiségét.

PhD munkam soran in vivo ¢és in vitro kisérletekkel kimutattam, hogy a transzlézios
DNS polimeraz éta szerepet jatszik a transzkripcidoban, tovabba, hogy polimeraz aktivitasa
révén képes DNS 1¢ézidk atirasara azaltal, hogy ribonukleotidokat épit be mRNS szintézis

soran.



CELKITUZESEK

Azt talaltuk, hogy élesztében a Poln delécidja transzkripcid elongacid inhibitorokra

érzékeny fenotipust eredményezett. Ennek, ¢és mas eldzetes eredmények hatasara

felallitottunk egy hipotézist, mely szerint a Poln szerepet jatszik a transzkripcid

folyamataban. Hipotézisiink igazoldsara a kovetkezd kérdésekre kerestiik a valaszt:

Kozremiikodik-e a Poln a transzkripcio folyamatdban ?

A transzkripcié mely lépésében jatszik szerepet a Poln ?

Mi a szerepe a Poln aktiv centruménal ebben a folyamatban?

Képes-e a Poln ribonukleotidok beépitésére nem-karosodott €s karosodott DNS

templaton?
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Rekombinans fehérje tisztitas

Transzkripci6 elongécio in vivo mérése

Reverz transzkripcio utani kvantitativ, valds idejii polimeraz lancreakciod
Kettds luciferaz riporter mérés

Polimeraz aktivitds mérés ribonukleotid beépiilés kimutatdsaval, enzim kinetika



EREDMENYEK ES MEVITATASUK

crer

érzékenyek a transzkripci6 elongédcié inhibitoraira, példdul mikofenolsavra. Ezért
megvizsgaltuk, hogy a Poln szerepet jatszhat-e a transzkripcid elongacioban. Ehhez kettds
luciferdz riporter assay-t alkalmaztunk, ahol a szentjanosbogar (Photinus sp., ismertebb angol
nevén firefly) luciferdz gén expresszidjat galaktdoz indukalhaté promoéter, mig a Renilla
(Renilla reniformis, tengeri arvacska) luciferdz gén expresszidjat konstitutiv promoter
iranyitja. Megallapitottuk, hogy Poln hianyaban az expresszid alacsonyabb volt mindkét
prométerrdl. Megvizsgéltuk az endogén GALI és GALIO gének indukalt expressziojat vad
tipusi és rad30 delécios torzsben reverz transzkripcidt kovetd valds idejii kvantitativ
polimeraz lancreakcido (RT-qPCR) hasznalatdval. Azt tapasztaltuk, hogy Poln hianyaban e
gének indukcidja is hibat szenved. A transzkripcid elongacié tanulméanyozasara direkt in vivo
kisérletet (G-mentesre futtatds, G-less based Run-on, GLRO) végeztiink a LacZ kodold régid
haszndalataval, amely relativ hossza és magas GC tartalma miatt alkalmas az elongacid
hatékonysaganak vizsgalatdra. Azt tapasztaltuk, hogy a rad30 delécids torzs az ismert
elongaciés mutdnsokhoz hasonldan rosszabb hatisfokkal irodik at a lacZ gén. Mindezek
alapjan arra kovetkeztettiink, hogy a rad30 delécids torzs mikofenolsav érzékenységét az
okozza, hogy a Poln kozvetleniil részt vesz a transzkripcid elongacidban.

A kapott eredmények annak elemzésére Osztondztek benniinket, hogy vajon a
transzkripcid elongacidban sziikség van-e a Poln polimeraz aktivitasara, vagy egyszerlien
strukturdlis szerepet tolt be. A polimeraz aktiv centrumdt inaktivald egyetlen pontmutéicio
hatasat vizsgaltuk ugy, hogy azt a RAD30 genomi lokuszdba integraltuk. Mind a
mikofenolsav érzékenység, mind a kettds luciferaz assay és az RT-qPCR azt mutattak, hogy a
mutans ugy viselkedett, mint a delécios torzs, tehat a Poln polimeraz aktivitasnak szerepe van

a transzkripcio elongécioban.



A Poln jol ismert funkcidja a DNS kérosodas hibamentes atirasa. Feltételeztiik, hogy
hasonléan, a transzkripcid megtorpanasat okoz6 DNS karosodds esetén Poln gyorsan
menekitheti az elongacids komplexet, oly mddon, hogy a karosodott nukleotiddal szemben
ribonukleotidokat épit be a szintetizalodd6 RNS-be. E feltételezés megvizsgalasara in vitro
primer extenzios vizsgalatot végeztiink tisztitott Poln valamint DNS-templéatot, RNS primert
¢s mind a négy rNTP-t tartalmazo szubsztrat felhasznalasaval. Poln képes volt RNS-hez
ribonukleotidokat hozzaépiteni.. Az egyes NTP-k beépitésének steady-state kinetikai
elemzése kimutatta, hogy a Poln magasabb hatasfokkal épit be ribonukleotidokat RNS-be,
mint DNS-be. Ez azt mutatja, hogy ribonukleotidok beillesztése RNS specifikus. Azt is
kimutattuk, hogy a Poln DNS lézidval, példaul a 8-oxoguaninnal szemben is tud
ribonukleotidokat beépiteni.

A fenti eredmények 4ltal a transzkripcid egy uj folyamatat fedeztiik fel, amikor is
egy DNS polimeraz transzkripcids elongacids faktorként funkcional, és delécidja csokkent
mRNS szintézishez vezet. Ezen kiviil ez a polimerdz képes RNS-be ribonukleotidokat
beépiteni, sét egy gyakran eléforduld karosodott nukleotidot, a 8-oxoguanint is képes
templatjaul haszndlni. Ez altal a transzkripcido gyors és hatékony modon tud athaladni
bizonyos DNS kéarosodasokon, amelyek kiilonben az RNS polimeraz II megakadasat okoznak
¢s sejthalalhoz vezethetnek. A human Poln muticiok altali inaktivacidja genetikai
szindroméhoz, a Xeroderma pigmentézum varians formajahoz (XP-V) vezetnek. E betegség
megértés¢hez kozelebb vihet a human Poln transzkripcidban betdltott esetleges funkcidjanak

vizsgalata.
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