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Bevezetés

Az ¢l6 szervezetek DNS tartalma folyamatosan karosodik a (kiilsé és belso
forrasbol szarmazo) genotoxikus anyagok kovetkeztében. A kiilsé forrasok, mint az
ultraibolya sugarzas (UV), az ionizald sugarzas és egyéb kémiai anyagok egyes és
kettos szalu DNS toréseket illetve szamos kiilonféle baziskarosodast okoznak. Ezek a
DNS torések a 6 akadalyai a DNS replikacionak, valamint, amennyiben kijavitatlanul
maradnak végiil genomi atrendezddésekhez vagy a sejt halalahoz vezetnek. A bels6
karosito forrdsok azokat az anyagcsere folyamatokat jelentik, amelyek soran a sejt
normalis koriilményei kozott is keletkeznek DNS kérosité anyagok. A belsd forrasbol
szarmazo6 karosodasok a hidrolitikus és oxidativ reakciok kdovetkezményei, és mas
sejtfolyamatok melléktermékei, s mint ilyenek természetes velejardi a sejtes
kornyezetnek. A nagy gyakorisaggal jelentkezd szdmtalan tipusi kéarosodas
kikiiszobolésére a sejtek sokszoros védelmi rendszert dolgoztak ki. Ezek a folyamatok
két 6 kategoriaba sorolhatok: a DNS hibajavitas és a DNS karosodas tolerancia. A
szamos kiilonb6zé DNS hibajavito Gtvonal ellenére a sejtben folyamatosan jelen van
bizonyos mennyiségli DNS kérosodés, amit a sejtnek a DNS replikaciéo folyaman
toleralnia kell.

A DNS karosodas jelenlétét egy ideig javitas nélkiil eltiré folyamatot DNA karosodas

tolerancianak nevezzuk.

A DNS kérosodas tolerancia f6 mechanizmusa a transzlézids szintézis (TLS).
A transzlézios szintézis a DNS replikdcio soran torténd karosodas elkeriilést jelent,
amelyet a nem-klasszikus DNS polimerazok hajtanak végre. Ez a folyamat magaban
foglalja a nukleotidok direkt beépitését az olyan tipusi karosodasokkal szemben,
melyek blokkoljak a klasszikus DNS polimerazok altal végzett replikaciot, mivel azok
aktiv helyei képtelenek a kiilonfajta karosodashoz illeszkedni. Ez a folyamat hibéara
hajlamositd, hiszen a transzlézids szintézisért felelds enzimek csokkent mésolési
hiiséggel illesztik be a nukleotidokat, mely tulajdonsag képessé teszi Oket a kiilonb6zo
karosodasok altal okozott szerkezeti torzuldsok tolerdlasara. A transzlézios
szintézisben szerepet jatszo nem-klasszikus polimerazok, az un Y-csalddba tartozok: a
polimeraz 1, polimeraz 1, polimeraz {, polimeraz k, és a Revl fehérje. A nem
klasszikus polimerazok mukodésének feltétele, hogy a feltartoztatott klasszikus

polimeraz lecserélddjon egy nem klasszikus polimerazra. A nem klasszikus polimeraz



ezutan athalad a karosodason és egy masodik cserével a klasszikus polimeraz
visszakeriil a replikacios villahoz és folytatja a szintézist. Ez a cserefolyamat olyan
segitd faktorok kozvetitésével zajlik, mint példaul a PCNA molekula, amely a
transzlézids szintézis fo szabalyozojaként is imeretes. Az Osszes Y-csaladba tartozo

polimeraz-homolog a Rad6 episztazis csoportba tartozik.

A PCNA molekula TLS-ben betdltott szerepét a posztranszlacios modositasai
iranyitjak. A replikacios villa feltartoztatasanak hatasara indukalodé modositas lehet
SUMOilalas, mono- ¢és poliubikvitilalas. A Rad6 fehérje E2 ubikvitin-konjugald
enzimként funkciondl, amely kolcsonhat a Radl8 E3 ligazzal. A DNS karosodas
replikaciot feltartoztatd hatasara a Rad6 és Rad18 6sszehangolt miikodése sziikséges a
PCNA molekula 164-es lizinén torténd monoubiqvitildlashoz. Az Ubcl3/Mms2 a
Rad5-tel egyiittmiikddve tovabb modosithatja a PCNA-t egy nem-proteolitikus, K63
kapcsolodasu poliubikvitin lancot épitve. A PCNA SUMOilalas szerepe foként a
hasado élesztével (Saccharomyces cerevisae) végzett vizsgalatokbol ismert. Eszerint
a PCNA Lys-164 aminosavan végbemend SUMOilalas az Srs2 helikdz helyszinre
toborzasat végzi, ami letaszitja a Rad51 helikdzt a DNS-r6l. Ez segit megakadalyozni
mindenfajta nemkivanatos homoldég rekombinacids folyamatot az S-fazis soran.
Habar a PCNA SUMOilalés 1étezését magasabbrendli eukariotak koziil Xenopus €s
csirke sejtekben is leirtdk, a SUMO fiiggd rekombindcid szabalyozast csak az olyan
természetesen magas rekombinacios rataju sejtek esetében tartottak lényegesnek, mint
az ¢lesztd. Csak mostanaban, egy a mi munkankkal parhuzamosan futd kutatas
eredményeként igazoltdk a human PCNA molekula SUMOilalasat és kimutattak,
hogy a SUMOIlalt PCNA preferencialisan egyiittmiikodik a PCNA intereacting
protein-nek (PARI) elnevezett ujonnan leirt fehérjével. A PARI-rol feltételezik, hogy
gatolja a nem megfeleld rekombinacios folyamatokat, azonban az emberi PCNA

molekula SUMO médositasanak direkt szerepét nem vizsgaltak.

Ceélkituzések

Az értekezés f6 célja a DNS tolerancia mechanizmusoknak a genom stabilitdsban és a
rakos daganatok megeldzésében betdltott szerepének alaposabb megértése volt.
Vizsgélatainkban célul tlztiik ki a Poln, Revl és a Rev3 transzlézids polimerdzok

szerepének tisztdzasat valamint az emberi sejtekben a SUMO-PCNA fliggd



mechanizmusok megismerését. Ennek érdekében a kovetkezd kérdések

megvalaszolasat tlztiik ki célul:

. Ismert, hogy a PCNA kozponti szerepet jatszik a DNA karosodasoknal
bekovetkez6 polimeraz-csere folyamatokban. Ezért feltettik a kérdést: Mi a
szerepe a Polimeraz n UBZ ¢és a PIP doménjének a PCNA-vel valod

kolcsonhatasban és a replikacios fokuszhoz valo hozzaférésben?

. A transzlézids szintézis polimerazok fontos szerepet jatszanak a
karosodott DNA templat atirasaban, ezért feltettilk a kérdést: Vajon a Revl és a

Rev3 deficiencia hatassal van az UV karosodott DNS replikaciojara?

. A nem megfelel6 rekombinécio sulyos atrendezddéseket okoz a
genomban. A PCNA SUMOilalasa élesztében a rekombinacio szabalyozasat
végzi. Nem ismertek annak a részletei, hogy az emberi sejtek hogyan birk6znak
meg a replikacios villa Osszeomlasaval és a nem megfeleld rekombinacios
eseményekkel. Vajon a SUMO-PCNA fliggd mechanizmusok konzervaltak az

emberi sejtekben?
Kisérletes megkozelitések

In vivo lokalizacios vizsgalatok
DNS fiber assay
Fehérjetisztitas

Immunoprecipitacid

Eredmények osszefoglalasa

Az értekezés alapjaul szolgald vizsgalatok soran kapott eredményeket az alabbiakban
foglahatjuk 6ssze:
e A Polimeraz n —nak a PIP doménen keresztil valo kotddése a PCNA
molekulahoz a transzlézios szintézis sziikséges feltétele a human sejtekben, az
Ub-modifikaciohoz valo direkt kotédés (az UBZ doménen keresztiil) viszont

nem sziikséges a TLS-hez.



e A Revl két modon tdlt be koordinald szerepet a DNS karosodas
elkeriilésében, egy korai és egy kés6i utvonalban: Ezek a vizsgalatok a Revl
BRCT doménjének a szerepét bizonyitjak a mutagén transzlézids szintézisben.
A Revl, de a BRCT domén nélkiil, sziikséges a posztreplikacios hibajavitas

soran a hézagok betdltéséhez, amely a késoi fazisben dominal.

e A Rev3 esszencidlis a kés6i DNS karosodas tolerancia utvonalakban, mig az
azonnali transzlézios szintézis folyamatok a Rev3-t6l fiiggetleniil is

végbemennek.

e A human PCNA in vivo és in vitro elsésorban SUMOI1 altal modositodik. In
Vivo ez a modositds szabalyozza a rekombinacios gyakorisagot, amely
alatdmasztja a SUMO modositas konzervaltsagat és jelentOségét az emberi

sejtekben.
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