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BEVEZETÉS 

 

A sejtjeink felépítéséhez és működéséhez szükséges összes információt 

örökítőanyagunk, a DNS tartalmazza. A szerkezetében létrejött – külső vagy belső hatásra 

történő – módosulások megváltoztathatják működését, információtartalmát, ez pedig hatással 

lehet a sejt alapvető funkcióira. A DNS másolása egy nagy pontosságú folyamat, amelyet a 

replikatív polimerázok végeznek. Ezek az enzimek gyors és akkurátus másolásra 

specializálódtak, így, ha egy hibás DNS régióval találkoznak, azt nem képesek befogadni, és 

a duplikáció megáll. Ez súlyos következményekkel járhat: kettősszálú DNS-törésekhez, 

genomi átrendeződésekhez, a sejt halálához vagy rákos elfajulásához vezethet. Az elakadt 

replikációs villa menekítése tehát létfontosságú a sejtek számára. Az ismert, lehetséges 

mechanizmusok központi fehérjéje a PCNA, a replikatív polimeráz processzivitási faktora, 

mely gyűrűszerű homotrimert képez a DNS körül. Poszttranszlációs módosításai nagyon 

fontos szerepet töltenek be abban, hogy az elakadt replikációs villa menekítése milyen úton 

valósuljon meg. A PCNA fehérje a Rad6/Rad18 fehérjék működése révén 

monoubiquitilálódik a 164. lizinjén. Ez iniciálja az úgynevezett polimerázváltást, amely 

során a replikatív polimeráz helyét egy olyan alternatív (transzléziós) polimeráz veszi át, 

amely képes befogadni a hibás DNS-régiót, és azzal szemben nukleotidot beépíteni, így teszi 

lehetővé a DNS megkettőződésének befejezését. Ezek az enzimek azonban gyakran vétenek 

hibát, így pontmutációk kialakulásához vezethetnek. A PCNA-hez kötött ubiquitinre további 

ubiquitinek kapcsolódhatnak azok 63. lizinjén keresztül, az Mms2/Ubc13 illetve a HLTF 

fehérjék összehangolt működése révén. Ez a folyamat iniciálja a replikációs villa 

visszafordulását, amely során az újonnan szintetizálódott, hibamentes DNS-szál fog 

templátként szolgálni a DNS duplikációjához, így ez hibamentes átírást tesz lehetővé. A 

harmadik lehetséges útvonal egy úgynevezett rekombináció-függő folyamat, amely során a 

DNS másolása egy homológ régióról történik. Ez a mechanizmus azonban mikrohomológiák 

keresésén alapul, így, ha nem a megfelelő DNS-szakasz szolgál templátként, súlyos genomi 

átrendeződéshez vezethet. A folyamat tehát szigorú szabályozás alatt áll, melynek központi 

eleme a SUMO fehérjével módosított PCNA, az ugyanis gátolja a nemkívánt homológ 

rekombinációs eseményeket.  
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Az elakadt replikációs villa menekítése és annak mechanizmusai, szabályozása 

Saccharomyces cerevisiae-ben nagyon alaposan feltérképezett folyamatok, humán sejtekben 

azonban keveset tudunk róluk. Az alapvető események nagyon hasonlóak az élesztőben 

tapasztaltakhoz, de az egyes lépések nem kizárólagosak, és nagyfokú redundanciát 

tapasztalhatunk. Az élesztőben végzett vizsgálatok azonban nagyon jó kiindulási pontként 

szolgálnak ahhoz, hogy megértsük az emberi sejtekben zajló folyamatokat. Élesztőben írták 

le ugyanis először, hogy a SUMOilált PCNA gátolja a rekombinációs eseményeket a 

sejtekben elakadt replikációs villa esetén, és együttműködik az Srs2 fehérjével. Az Srs2-nek 

több lehetséges humán funkcionális homológja is ismert, mint az RTEL1, az FBH1, a 

RECQ5 vagy a PARI fehérjék. Ezek közül csak a PARI (PCNA-Associated Recombination 

Inhibitor) fehérjéről mutatták ki, hogy képes interakcióba lépni a SUMOilált PCNA-vel és 

gátolja a homológ rekombinációt, de ennek molekuláris mechanizmusa részleteiben még 

nem ismert. 
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CÉLKITŰZÉS 

 

Kutatásunk fő célkitűzése az volt, hogy mélyebb betekintést adjunk a PARI és a 

SUMOilált PCNA interakciójába a rekombinációs folyamatok szabályozásában. Ehhez 

sejtbiológiai és biokémiai módszereket is alkalmaztunk. Kutatási célunk eléréséhez a 

következő specifikus kísérleti terveket fogalmaztuk meg: 

 Túlélési kísérletekkel azt kívántuk megvizsgálni, hogy a PARI fehérje milyen 

kapcsolatban áll a Rad18-függő DNS-hibatolerancia útvonalakkal UV-sugárzás 

következtében elakadt replikációs villa esetén. 

 Egy, a homológ rekombinációs frekvenciát mérő riporterrendszer segítségével azt 

terveztük meghatározni, hogy a PARI fehérje túltermeltetése hogyan befolyásolja a 

sejtben zajló rekombinációs eseményeket. 

 Szintén a fent említett riporterrendszer segítségével kívántuk meghatározni, hogy a 

PARI egyes doménjei (helikáz, PCNA-, illetve SUMO-interakciós motívumai) 

miként befolyásolják a rekombinációs eseményeket a sejtekben. 

 Immunfestés és mikroszkópos analízis segítségével terveztük nyomon követni, hogy 

hogyan befolyásolják a PARI fehérje lokalizációját a PCNA- és SUMO-interakciós 

doménjeiben létrehozott pontmutációk, illetve mi történik, ha olyan PCNA van jelen 

a sejtekben, amely nem képes poszttranszlációs módosulásra a 164. lizinjén. 

 Kromoszómaaberrációs vizsgálatokkal terveztük meghatározni, mi történik a 

kromoszómákkal, ha kontrollálatlanul sok PARI fehérje van jelen a sejtekben. 

 Egy biokémiai riporterrendszer segítségével azt a pontos molekuláris mechanizmust 

kívántuk modellezni, amely a rekombinációs események egyik kulcslépése, az 

úgynevezett D-hurok meghosszabbítása. Meg szerettük volna vizsgálni, milyen 

szerepe van ebben a PARI fehérjének, PCNA- és SUMO-interakciós motívumai 

hogyan befolyásolják ezt, és milyen szabályozó szerepe van ebben a PCNA illetve a 

SUMOilált PCNA fehérjének. 
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ANYAGOK ÉS MÓDSZEREK 

 

 A kísérleteinkhez szükséges plazmidok klónozása (restrikciós emésztés, DNS 

fragment izolálása agaróz gélből, ligálás, plazmidtisztítás, LR reakció), 

pontmutánsok létrehozása mutagén PCR segítségével, baktériumok transzformálása 

 Humán sejtek tenyésztése, transzfekciója, stabil sejtvonalak létrehozása 

 Gélelektroforézis és Western blot 

 Áramlási citométer alapú sejttúlélési vizsgálatok 

 Homológ rekombinációt mérő sejt alapú riporterrendszer alkalmazása 

 Immunfestés és mikroszkópos vizsgálatok 

 Kromoszómaaberrációs vizsgálatok 

 A biokémiai kísérletekhez szükséges fehérjék termelése és tisztítása 

affinitáskromatográfia segítségével 

 PCNA SUMOilációs kísérlet 

 A D-hurok meghosszabbítását vizsgáló in vitro riporterrendszer 
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EREDMÉNYEK 

 

A PARI fehérje részt vesz az elakadt replikációs villa menekítésében 

 

Munkánk során áramlási citométer alapú sejttúlélési vizsgálatokkal meghatároztuk, 

hogy a PARI RNS interferenciával történő csendesítése - az élesztő SRS2-deléciós élesztő 

sejtekhez hasonlóan - szuppresszálta a Rad18-hiányos sejtek UV-érzékenységét. Ez arra utal, 

hogy elakadt replikációs villa esetén a PARI fehérje gátolja a rekombináció-függő 

folyamatokat, ugyanis, ha a Rad18 nincs jelen a sejtekben, az elakadt replikációs villa 

menekítését a rekombináció-függő folyamat végzi. Ha jelen van a PARI fehérje a sejtekben, 

ez a folyamat gátolt, hiánya azonban utat enged ennek a mechanizmusnak, így a PARI-

RAD18 kettős csendesített sejtvonal kevésbé lesz érzékeny UV-sugárzásra, mint a RAD18-

csendesített sejtvonal önmagában. A PARI fehérje túltermeltetése éppen az ellenkező hatást 

váltotta ki: a sejtek érzékenysége UV-sugárzással szemben megnövekedett. 

 

A PARI fehérje gátolja a homológ rekombinációt in vivo 

 

Egy specifikus, a homológ rekombinációs eseményeket mérő in vivo riporterrendszer 

segítségével kimutattuk, hogy a PARI fehérje gátolja ezeket a folyamatokat a sejtben, és ez 

független helikáz doménjétől, azonban PCNA- és SUMO-interakciós motívumai fontos 

szerepet játszanak a fehérje működésében. Ez utóbbit túlélési vizsgálatokkal is igazoltuk. 

 

A PARI fehérje lokalizációja főként PCNA-interakciós doménjétől függ 

 

Immunfestés és mikroszkópos analízis segítségével kimutattuk, hogy a PARI fehérje 

lokalizációja főként PCNA-interakciós motívumától függ, ugyanis az ebben létrehozott 

pontmutációt tartalmazó PARI fehérje PCNA-vel való kolokalizációja sérült. 
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A PARI és a SUMOilálódni nem képes PCNA kolokalizációja sérül 

 

Kísérleteink során megvizsgáltuk, mi történik a PARI fehérje lokalizációjával, 

amennyiben olyan PCNA van jelen a sejtekben, amely nem képes poszttranszlációs 

módosulásra a 164. lizinjén. Ebben az esetben a két fehérje kolokalizációja sérült. 

 

A PARI fehérje túltermelése genomi instabilitást okozhat 

 

 Kromoszómaaberrációs vizsgáltok segítségével kimutattuk, hogy amennyiben 

túltermeltetjük a PARI fehérjét a sejtekben, a kromoszómatörések és -fúziók száma 

megnövekedett, azaz a PARI fehérje kontrollálatlan működése genomi instabilitáshoz vezet. 

 

A PARI fehérje gátolja a D-hurok meghosszabbítását in vitro  

 

 Egy biokémiai riporterrendszer segítségével, amely a homológ rekombináció egy 

fontos eseményét, a D-hurok meghosszabbítását modellezi, kimutattuk, hogy a PARI fehérje 

gátolja ezt a folyamatot, és ezt PCNA-függő módon teszi. Ehhez nem szükséges a helikáz 

doménje, de PCNA-interakciós motívuma jelentős szerepet tölt be a folyamatban. 
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ÖSSZEFOGLALÁS 

 

Egy DNS-hiba következtében elakadt replikációs villa menekítése többféleképpen is 

megvalósulhat a sejtekben. Az, hogy melyik útvonal aktív, szigorú szabályozás alatt áll, 

hiszen nem mindegy, hogy a sejtekben egy gyors, ám mutagén transzléziós szintézis zajlik 

vagy éppen egy bonyolult struktúrákon végbemenő, de pontos másolást lehetővé tevő 

templátváltás. Ezen mechanizmusok közötti molekuláris kapcsoló a PCNA fehérje, illetve 

annak poszttranszlációs módosításai. Míg ubiquitilációja a DNS-hibatolerancia útvonalakat 

aktiválja, addig SUMOilációja a rekombináció-függő folyamatot gátolja. Utóbbiban 

élesztőben végzett vizsgálatok alapján fontos szerepet tölt be az Srs2 fehérje, több szinten 

hatva. Helikáz aktivitása révén részt vesz a D-hurok szétszerelésében, SUMOilált PCNA-

függő módon pedig a D-hurok meghosszabbítását gátolja. Humán sejtekben ezeket a 

funkciókat több fehérje látja el, melyek közül a PARI-ról mutatták ki, hogy kölcsönhatásba 

lép a SUMOilált PCNA-vel. Munkánk során azt vizsgáltuk, hogy a PARI fehérje milyen 

molekuláris mechanizmusok révén valósítja meg a homológ rekombináció gátlását az elakadt 

replikációs villa menekítésekor: a D-hurok meghosszabbításának gátlása során 

megakadályozza, hogy a homológ szakaszról hosszasan történjen meg a duplikáció, 

lecsökkentve az esélyét az átkereszteződéseknek és meggátolva a további rekombinációs 

eseményeket és az esetleges genomi átrendeződéseket. 
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SUMMARY 

 

The replication stalled due to DNA damage can be rescued via several mechanisms. 

The choice of activating a certain pathway is strictly regulated; it is important whether a fast 

but mutagenic translesion synthesis should take place in the cell or template switching, which 

is error free but goes through complicated secondary structures. The role of the molecular 

switch between these pathways is fulfilled by the PCNA protein and its posttranslational 

modifications. Its ubiquitination activates the DNA damage tolerance pathways, while its 

SUMOylation inhibits recombination-dependent processes. In this latter, as demonstrated in 

yeast cells, the Srs2 protein is an important player. Moreover, inhibition of recombination is 

achieved at several levels. Srs2, with its helicase activity, participates in the disassembly of 

the D-loops and, in a SUMOylated PCNA-dependent manner, it inhibits the extension of the 

D-loops. In human cells, all these functions are shared by several proteins, with PARI having 

been shown to interact with PCNA. During our studies, we revealed the molecular 

mechanism via which PARI inhibits homologous recombination at the stalled replication 

fork: by inhibiting D-loop extension, PARI prevents duplication from a homologous region 

for a long period thus decreasing the chance of crossovers, inhibiting further recombination 

events, and possible genome rearrangements. 
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