Streszczenie

Stres replikacyjny, wywotany zablokowaniem polimerazy DNA na uszkodzeniu matrycy,
wystepuje praktycznie w kazdej rundzie powielania materiatu genetycznego. Jednym z gtéwnych
mechanizmow, pozwalajgcym na ominigcie uszkodzenia, zarowno w komérkach drozdzy jak i ludzkich,
jest proces syntezy DNA przez uszkodzenia matrycy przy udziale wyspecjalizowanych polimeraz
niereplikacyjnych - polimeraz TLS (ang. TransLesion Synthesis). Gtownymi enzymami
odpowiedzialnymi za proces TLS sg polimerazy z rodziny Y. W komdrkach drozdzy Saccharomyces
cerevisiae obecne s3 dwie takie polimerazy: biatko Rad30 (polimeraza eta) i Revl.

Gen RAD30 koduje drozdzowy homolog ludzkiej polimerazy eta, ktérej defekty zwigzane s3 z
syndromem predyspozycji rakowej Xeroderma pigmentosum-variant (XP-V). Polimeraza ta posiada
zdolno$¢ powielania, czesto w sposob bezbtedny, DNA zawierajgcego szereg uszkodzen, w tym
indukowanych promieniowaniem UV dimeréw pirymidynowych, stanowigcych blok dla polimeraz
replikacyjnych. Z drugiej jednak strony, w trakcie replikacji nieuszkodzonej matrycy polimeraza eta
charakteryzuje sie bardzo niska wiernoscig replikacji, ktéra moze by¢ zrédtem powstawania mutacji.
Natomiast Revl, bedacy transferaza deoksycytydylowg, wstawia dCMP naprzeciw wielu uszkodzen
DNA, takich jak miejsca apurynowe i apirymidynowe, jak rowniez naprzeciw G lub A. Ponadto, oprocz
aktywnosci katalitycznej, Revl petni rowniez istotng funkcje regulatorowg dla oddziatujgcych z nim
polimeraz TLS. Ze wzgledu na nizszg od polimeraz replikacyjnych wiernos¢, aby nie doprowadzi¢ do
zwiekszonej niestabilnosci genomu, dostep polimeraz TLS do widetek replikacyjnych musi podlegac
scistej kontroli.

W warunkach normalnej, niepoddanej stresowi hodowli drozdzy, poziom i stabilnos¢ dwdéch
drozdzowych polimeraz TLS - polimerazy eta oraz Revl regulowane sg w cyklu komdérkowym,
prowadzac do ich akumulacji w fazie G2 [1, 2]. W przypadku polimeraz TLS szczegdlnie istotna wydaje
sie ich regulacja w odpowiedzi na uszkodzenia DNA. W niniejszej pracy przedstawiono wyniki badan
nad regulacjg obu drozdzowych polimeraz TLS z rodziny Y na poziomie mRNA i biatka, w réznych
etapach cyklu komérkowego, w odpowiedzi na stres replikacyjny. Badano wptyw promieniowania UV,
indukujgcego powstawanie uszkodzen bedgcych naturalnym substratem dla polimerazy eta, jak
réwniez hydroksymocznika, ktéry hamujac aktywnosé¢ reduktazy rybonukleotydowej, obniza poziom
prekursorow syntezy DNA, tym samym blokujac replikacje, nie wprowadzajac jednak bezposrednio
uszkodzeri do DNA.

Uzyskane wyniki wskazujg na wspolng regulacje poziomu polimerazy eta i Revl, w odpowiedzi
na zaburzenia metabolizmu DNA na réznych etapach cyklu komérkowego. Regulacja dotyczy gtéwnie
komérek bedacych w fazie S cyklu komérkowego. Stwierdzono, ze poziom badanych polimeraz w tej

fazie cyklu jest wypadkowa dwoch réinych tendencji wywotanych naswietlaniem komarek
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promieniowaniem UV. Z jednej strony, ekspozycja na promieniowanie UV prowadzi do spowolnienia
progresji fazy S nie wplywajagc na harmonogram czasowy akumulacji polimeraz, co skutkuje
stopniowym przesunieciem akumulacji biatek polimerazy eta i Revl z fazy G2 do fazy S. Z drugiej strony,
im wyisza jest zastosowana dawka promieniowania UV, tym nizszy jest maksymalny poziom akumulacji
badanych polimeraz, tak, ze dla wysokich dawek akumulacja polimerazy eta i Revl jest w duzym
stopniu limitowana.

Dodatkowo, okreslono wptyw aktywacji punktéw kontrolnych cyklu komérkowego na poziom
biatek polimerazy eta i Rev1. Stwierdzono, ze w szczepach z delecjg genu MRC1 lub RADY, blokujacego
alternatywne $ciezki aktywacji punktéw kontrolnych fazy S, regulacja poziomu badanych polimeraz
przebiega w rézny sposéb. Pokazano, ze aktywacja Sciezki punktu kontrolnego fazy S zaleznej od Rad9,
ale nie od Mrc1, hamuje akumulacje polimeraz TLS z rodziny Y w komdrkach zablokowanych w fazie S
w wyniku traktowania wysokimi dawkami promieniowania UV. Zgodnie z tym wykazano brak efektu
hamujgcego w komérkach traktowanych hydroksymocznikiem, ktéry aktywuje w gtéwnej mierze
zalezng od Mrc1 Sciezke punktu kontrolnego fazy S.

Uzyskane wyniki pokazujg, ze wysoki poziom uszkodzer DNA hamuje akumulacje drozdzowych
polimeraz z rodziny Y: polimerazy eta i Revl, w komdrkach zatrzymanych w fazie S oraz wskazuja na

udziat zaleznej od Rad9 sciezki odpowiedzi na uszkodzenia DNA w tej regulacji.
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