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Hattér

A sérilt DNS replikacioja alapvet6 szerepet tolt be a mutaciok és a daganatok kialakulasaban. A
folyamatrél elsésorban genetikai adataink vannak, mert a résztvevd fehérjék nagy szama miatt
biokémiailag nehezen vizsgalhat6. Sziits David (TTK Enzimolégiai Intézet) kutatdcsoportja él6
sejtekben tanulmanyozta DNS lézidkat hordozé plazmidok replikacidjat. Human sejtlizatumokban
lehetdség nyilik plazmid DNS replikaciojara a viralis SV40 nagy T antigén hozzaadasaval. Ered-
ményeink szerint ez az esszé is képes a sérllt plazmid masolasara, megnyitva a lehetéséget a
folyamat fehérjeinterakcidinak tanulmanyozasara vadtipusu és mutans fehérjék, valamint interak-
ciokat gatld peptidek hozzaadasaval. A kutatas keretében a specialis polimerazokat hasznald
transzlézidés szintézis, és a homoldg rekombinacion alapuld templatvaltas folyamatat vizsgaljuk,
: felhasznalva Kovacs Mihaly (ELTE TTK Biokémia Tanszék) csoportjanak a rekombinacios fehér-
‘\ » / jék szerkezet-funkcié 6sszefliggéseirdl szerzett tapasztalatait.

SERULT DNS-SZAKASZ REPLIKACIOJA Kisérletek
—_— 1. Kontroll plazmid replikacidja human sejtlizatumokban T antigén
l jelenlétében.
}: 2. A nukleotidkivago hibajavitas hatasanak ellendrzése NER
mutans (XPA-/-) sejtekbdl készitett lizatum felhasznalasaval.

l 3. Ultraibolya fototermékek (TT-CPD, TT-(6-4)) beillesztése
N— plazmidokba replikacios reakcidkhoz.

_
—— 4. Mdédszerfejlesztés a replikacié termékeinek észleléséhez
\ (Sanger szekvenalas, NGS, allélspecifikus gPCR).
5. Interferencia-kisérletek a transzléziés szintézis gatlasara.
N L N

L = — 6. Interferencia-kisérletek a templatvaltas gatlasara.

mutagenikus hibamentes
transzléziés szintézis templatvaltas
TT(CPD) FOTOTERMEK REPLIKACIOJA A BLM helikaz gatolja a plazmid replikaciéjat
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Eredmények

1. Hatékonyan replikalédik a kontroll és a CPD-tartalmu plazmid.
2. A nukleotidkivagoé hibajavitas aktiv az extraktban, és befolyasolja az eredményeket.
3. Tobb mddszert sikerllt beallitani a replikacios termékek hatékony detektalasara.

3. Az extraktban hatékony TLS figyelheté meg CPD fototermékeken, melynek mutaciés spektruma
meghatarozhaté. A folyamat gatolhaté a PCNA - polimeraz interakcio interferenciajaval (PIR peptid).

4. Arekombinacios hibaelkerilés detekciojat PCR-alapu hibrid termékek keletkezése neheziti.



