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Valasz Dr. Buday Laszlé biraloi véleményére

El6szor 1s koszondm Dr.Buday Laszlonak, hogy dolgozatomat igen alaposan attanulmanyozta
¢s eredményeimet pozitivan ¢Ertékelte. Koszonom tudominyos munkam méltatasat,

megjegyzéseit és érdeklddd kérdéseit, amelyekre az alabbiakban valaszolok:

Kérdés 1, A genomban talalhato kiilonféle léziokat a legmegfelelobb hibajavito

DNS polimeraz irja-e at, és ha igen, hogyan keriil kivalasztasra a megfelelo enzim?

Altalanossagban megjegyzem, hogy a birdlé mindharom kérdése tudomanyteriiletem
legizgalmasabb kérdései koz¢ tartozik, amelyek az elmult években kézleményeink biralatanal,

konferencidkon és szakmai megbeszéléseken is gyakran generaltak parazslo vitakat.

A hibaatir6 DNS polimerazok a replikdcids polimerdazoknal joval tobb mutaciot
generdlnak ezért mindenképpen sziikséges korddban tartasuk. Ennek egyik modja a PCNA
molekula ubikvitinalasa, amely nélkiill ezek a polimerdzok nem férnek hozza a primer
mintaszal talalkozasahoz. Mivel minden hibadtir6 DNS polimerdz miikodésének az
elofeltétele a PCNA ubikvitinalasa, ezért jogosan meriill fel a kérdés, hogy milyen
mechanizmus biztositja a legmegfelelébb polimerdz miikkodésbe hozasat és a lehetdleg
hibamentes 1€zi6 atirdst. Az egyik kézenfekvdé megoldas lehetne, hogy a kiilonb6z6 DNS
polimerazok mas és mas affinitassal kotddnek kiilonb6z6 DNS karosodasokat hordozéo DNS-
hez. Ez a kezdeti elképzelés azonban gyorsam megddlt, mivel kideriilt, hogy a hibaatird
polimerazok azonos erdsséggel kotik a karosodast nem tartalmazo és a kiilonbozd 1ézidkat
tartalmazo karositott DNS-t. Egy tovabbi lehetdség, hogy nem maga a polimeraz, hanem egy
hipotetikus interakcios partnere ismeri fel szelektiven a kéarosodott béazist. Bar ezt az
eshetdséget nem lehet teljes mértékben kizarni, tekintve a lehetséges DNA hibdk magas
szamat, elképzelhetetlen, hogy minden egyes DNS karosodédsnak specifikus felismerd

fehérjéje legyen.



A probléma egy altalanos megolddsdhoz a hibaatir6 polimerazok kinetikai vizsgalata
vezetett, amelyekhez sajat kutatdsaink is hozzajarultak. Steady-state kinetikai kisérletek
kimutattdk, hogy a hibadtird polimerazok ke, €s a nukleotidra mért K,, értékei kozott jelentds
1€z16 specifikus kiilonbség mutathatd ki. Pl a ke./K,, értéket tekintve a polimerdz éta szinte
azonos hatékonysaggal irja at az UV keresztkotott €s a nem karositott TT bazisokat, kozel
azonos kinetikaval az oxidativan karositott G-t, azonban az abazikus hellyel szemben mintegy
2-3 nagysagrenddel kisebb hatékonysagu (Haracska et al, 2001; Haracska et al, 2000). A
polimeraz iota a polimerdz étaval ellentétben nem hatékony a T-T dimerekkel szemben
torténd nukleotid beépitésre, de meglehetésen hatékonyan épit be bazisokat az abazikus
hellyel szemben (Johnson et al, 2000). Késdbbi pre-steady state kinetikai mérések is jelentds
kiilonbségeket tartak fel a hibaatird polimerazok miikodésének elemi 1épéseiben, pl. jelentds
kiilonbségekre deriilt fény a nukleotid kotést €s a nukleotid beépités sebességének
tekintetében (Washington et al, 2003). Mindezek fényében az tiinik valdsziniinek, hogy a
DNS karosodasnal megakadt replikdcios villaban a PCNA ubikvitinacidja kdvetkeztében tobb
hibaatir6 DNS polimeraz is lehetdséget kaphat a hibaatirasra, azaz kotédhet a primer-templat
talalkozashoz. Végsd soron azt, hogy milyen ardnyban jarulnak hozza az egyes polimerdzok
az adott 1éziok atirdsdhoz minden bizonnyal a polimerdzok kinetikai paraméterei €s az adott

sejtben uralkodé polimeraz €s nukleotid koncentracids viszonyok dontik el.

2. A mintaszal valtassal miikodo hibamentes replikacio esetében megfigyelhetok-e

visszaforditott replikacios villak a sejten beliil?

A visszaforditott replikdcios villat els6ként 1976-ban jelenitették meg elektronmikroszkoppal
Strauss és munkatarsai emlds sejtekben (Higgins et al, 1976). Késébb baktériumokban és
¢lesztében is sikeriilt az elektronmikroszkdpos megjelenitésiik. Sokaig tartotta magat az az
ellenérv, hogy az elektronmikroszkoppal megjelentett visszaforditott villak a DNS replikacio
soran felhalmozott torzids fesziiltség kovetkeztében spontan, gyakran a DNS preparalds soran
kialakulo képzédmények, amelyek feldasulnak, ha a replikaci6 akadalyba iitkozik. A
replikacidot nemcsak a sejtek DNS karosité agenssel torténd kezelésével akadalyozhatjuk, de
spontdn 1s kialakulhat pl. transzkripciés zavar kovetkeztében a DNS-en rekedt RNS
polimeraz, vagy el nem tavolitott fehérjetorlaszok pl. transzkripcids faktorok hatisara. A

visszaforditott replikacios villdk egyszertibb kimutatasara a két dimenzids elektroforézis €s



hibridizacios technikdk otvozésével sikeriilt egy szélesebb korben alkalmazhatdo moédszert is
kidolgozni, amellyel lehetdség nyilt nagyobb mintaszam pl. kiilonb6z6 mutansok jellemzésére
is. Ennek soran megfigyelték, hogy az élesztd rad53 replikacidos checkpoint mutdnsban
nagymértékben felhalmozddnak a visszaforditott replikacids villak (Sogo et al, 2002). Meg
kell emliteni azonban, hogy ezt is érte kritika, ui. tobben patoldgids elvaltozadsnak gondoljak
¢s ugy vélik, hogy vad tipust sejtekben a villa visszafordulasa joval ritkabb esemény (Cotta-
Ramusino et al, 2005). Ennek kapcsan nem szabad azonban megfeledkezni arrdl, hogy a villa
visszaforditasa reverzibilis folyamat és mar né¢hdny bazisparnyi hosszl visszaforditott villa is
tokéletesen be tudja tolteni szerepét a replikdcid mentésében. Ebbdol adédéan mind az
elektronmikroszképos mind a két dimenzios elektroforézisen alapuld kimutatdsok csak
korlatozottan alkalmasak a visszaforditott replikacids villdk és az ezen alapuld hibaatiras
mennyiségi 0sszehasonlitdsara hiszen nem teszik lehetévé a rovid szakaszon visszafordult

rovid életidejli villastruktarak észleléset.

3. Miért maradhatott fenn az evolucio soran a tramnszlézios szintézis, ha a templat-valtas

hibamentes replikaciot tesz lehetoveé és ezaltal tumor szuppresszor hatasu lehet?

A kérdés azért is izgalmas, mert mig a templat-valtas elvileg univerzalis megoldast jelenthet
barmilyen DNS kérositas atirdsara, a transzlézios szintézis nem alkalmas minden DNS
karosodas atirasara. Ezen tilmenden a transzlézids szintézis gyakran mutaciot general, amely
a karcinogenezis hajtderejévé valhat, mig a templat-valtas elméletileg hibamentes. Bizonyos
esetekben azonban elonyos lehet a transzl€zids polimerazok altal generalt mutacid. Ennek
egyik bizonyitékat egysejtii baktériumok novekedési koriilményeinek valtoztatasaval végzett
kisérletek szolgaltattak, amelyek kimutattdk, hogy a transzlézids polimerazokat hordozo és
ezért gyorsabb mutagenezisre képes baktériumok gyakran tulndvik a transzlézids
polimerazokat nem tartalmazo baktériumokat. Tobbsejtli él6lények esetében nem ilyen
egyértelmli a valasz mivel a fokozott mutagenezis fokozott karcinogenezishez vezethet.
Azonban, tobbsejtlickben is vannak olyan folyamatok pl. immunoglobulinok szomatikus
hipermutéacidinak kialakuldsa, amelyben a transzlézids polimerazok kozponti szereppel
birnak, ¢és amely 6nmagéban is indokolhatja az evolicid sordn a transzlézds szintézis
fennmaradésat. Lehetnek olyan esetek is, amikor a replikacios villa nem menthetd templat-
valtassal, pl. csak a transzlézids szintézis lehet hatékony, ha mind a vezetd mind a késlekedd

mintaszal szal kérositott. Ezen elénydkon talmenden, a DNS replikécio alapvetd sejtfolyamat

3



¢s zavartalanabb miikodés¢hez feltételezhetden sziikség volt tartalék rendszerek kialakulasara.
Kiilondsen igaz ez nagyobb aranytl DNS karosodas esetén, amely telitheti az egyik utvonalat

pl. templat valtassal torténd mentést €s eldtérbe helyezheti a transz1€zios szintézis.

Végezetiil szeretném ujra megkdszonni Dr. Buday Laszlonak dolgozatom biralatat.
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