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BEVEZETES

Az €16 sejt zavartalan miikodéséhez nélkiilozhetetlen az €p, sériilésmentes Orokitd
anyag. Ugyanakkor belsd (endogén) ¢és kiilsé (exogeén) tényezdk hatdsara szamos DNS-hiba
keletkezhet, melyeknek koszonhetden sériilhet a DNS-szalak kolcsonhatasa, torzulhat a DNS
szerkezete. Sokszor — a hibajavitd folyamatok hatékony mukodése ellenére is — a karosodas a
DNS-ben marad, mely a replikdci6 megakadasahoz vezethet. Az ennek kovetkeztében
0sszeomlo replikacios villa kettdsszalit DNS-torést (double strand break, DSB) okozhat, mely
a sejtciklus leallasat €s a genom instabilitasat idézi el (Cortez, 2015). A DNS-hibaelkertild
utvonalak lehetdvé teszik, hogy a DNS-karosodas ellenére a replikaci6 tovabbhaladjon,
megakadalyozva a DSB kialakulasat, ezzel megdrizve a genom integritasat. Ezek a
folyamatok azonban nem minden esetben hibamentesek, mutacidkat eredményezhetnek és
betegségek kialakulasahoz is vezethetnek. Eppen ezért, a sejtproliferacio és a genomstabilitds
egyensulyanak fenntartasa érdekében létfontossdgii a DNS-hibaelkeriild Utvonalak preciz
szabalyozasa, mely fehérjék sokasaganak Osszehangolt miikkddése altal valosul meg. Harom
Osszetett folyamatot kiillonboztetiink meg: a transzlézids szintézist (translesion synthesis,
TLS), a templatvaltast (template switching, TSw) €s a homolog rekombinaciét (homologous
recombination, HR).

A DNS-hibaelkeriil6 folyamatok egyik kulcsfontossagu résztvevdje a replikdcidohoz
nélkiilozhetetlen PCNA (proliferating cell nuclear antigen), mely poszttranszlacios
ubikvitilacios és szumoilacids hely (Chen et al., 2011). A K164 pozicidban monoubikvitilalt
PCNA a TLS-t, mig a poliubikvitilalt PCNA a TSw-t aktivalja. Mig a monoubikvitilalt PCNA
¢s annak funkcioja széles korben €s alaposan vizsgalt élesztoktdl human sejtekig, addig a
poliubikvitilalt PCNA pontos szabalyozd szerepe magasabb eukariotdkban maig nem
tisztazott.

A DNS-hibaelkeriild utvonalak mésik fontos eleme a BRCA1 (breast cancer type 1
susceptibility protein), melynek feladata komplex. A homologia alapt DNS-hibajavitd és
hibaelkeriild utvonalak (pl. HR, TSw) egyik kulcsfontossagu enzime (Huen et al., 2010). A
TLS-ben betoltott szerepe azonban az irodalmi adatok alapjan ellentmondasos. Néhany
kutatécsoport ugy gondolja, hogy a BRCA1 gatolja a TLS-t (Pathania et al., 2011; Xie et al.,
2010), masok szerint viszont hozzajarul a PCNA ubikvitilacidjahoz, ezaltal a transzlézios

polimerazok DNS-hibahoz toborzasédhoz (Tian et al., 2013).



CELKITUZESEK

A DNS-hibaelkeriild utvonalak alaposabb feltérképezése hozzajarul a mutacidok
keletkezésének megértéséhez és a gyogyaszatban alkalmazva lehetdvé teheti a daganatok
kialakulasdhoz vezetd karos mutaciok elkeriilését. Szdmos kemoterdpids szer DNS-hibdk
eléidézése révén fejti ki hatdsat. A karosoddsok atirdsaban, ezaltal a rezisztencia
kialakulasaban tobbek kozott a DNS-hibaelkeriil utvonalak is részt vesznek (Salehan and
Morse, 2013). A szabalyozasuk megismerésével potencialisan megeldzhetjiik a kemoterapias
szerek elleni rezisztencia kialakulésat.

Doktori munkam soran célul tliztem ki a poliubikvitilalt PCNA, valamint a BRCA1
DNS-hibaelkeriild6 folyamatokban betoltott szabalyozd szerepének tisztazasat izogenikus
DT40 sejtvonal modell rendszer segitségével.

Az alébbi kérdésekre kerestem a valaszt:

* A PCNA poliubikvitilacioja sziikséges-e kiilonféle DNS-karosito agensek (UV, MMS,
ciszplatin) hatasara keletkez6 1€ziok atirasahoz?

* A PCNA poszttranszlacios modosuldsa hogyan befolyasolja a spontan ¢s az MMS
altal indukalt mutagenezist?

* A BRCAI részt vesz-e a DNS-hibaelkeriil6 folyamatok szabalyozasaban?

* Hogyan befolyasolja a BRCA1 a mutacios spektrumot?

* A TLS polimerazok és a PCNA poszttranszlaciés moddosulasai hozzajarulnak-e a

BRCALI fenotipusahoz?



A KISERLETI MEGKOZELITES ES A MODELL RENDSZER

Kérdéseink megvalaszolasahoz izogenikus DT40 csirke B limfocita sejtvonalakat
hasznaltunk, melyekben konnyli a megcélzott gének egyes szakaszainak eltavolitasa, ezaltal
az egész gén kilitése. A DT40 tovabbi elonye, hogy a généllomanya stabil, ezért alkalmas
rovid és hosszatavu genetikai vizsgalatokra. Munkdm soran a laboratériumunkban kordbban
eldallitott mutans sejtvonalakat hasznaltam fel, valamint Gjakat hoztam létre.

A mono- ¢és poliubikvitilalt PCNA  hatdsmechanizmusanak vizsgélatdhoz
géntechnoldgiai modszerekkel kiilonféle vad tipus és mutans PCNA-ubikvitin fzids
konstrukciokat hoztam létre, melyeket stabilan, random integracioval juttattam a PCNA®//
sejtvonal genomjaba.

A BRCALI szerepének vizsgalatdhoz kettdsmutans sejtvonalakat hoztam létre (a TLS-

crcr

homolog rekombinacion alapuld géncélzé technikéval.

ALKALMAZOTT MODSZEREK

* Molekularis klénozassal allitottam el6 a PCNA-ubikvitin fizids konstrukciokat.

* [n vitro ubikvitilacios esszé segitségével vizsgaltam a PCNA-ubikvitin konstrukciok
tovabbi ubikvitilacidra vald képességét.

e Aramlési citometridval és Western blot technikéval ellendriztem a PCNA-ubikvitin
konstrukciok kifejez0dési szintjét.

* Kolonia tulélési kisérlettel teszteltem a sejtvonalak kiilonféle DNS-karositd szerekre
valo érzékenységét.

e Lézid tartalmu ingazd plazmid esszével nyomon kdvettem egy szintetikusan eldallitott
UV fototermék replikacidjat, kiilonféle genetikai hatterti sejtvonalakban.

* Keétdimenzios sejtciklus analizis segitségével vizsgéaltam az UV hatasara bekovetkezo
sejtciklus valtozast.

* Immunfluoreszcens jeloléssel detektaltam a DSB ¢€s a replikacids villa megakadasanak
korai markerét, kiilonféle genotipusu sejtvonalakban.

* Teljes genom szekvenaldssal elemeztem az egyes sejtvonalak spontan ¢€s DNS-

karosito agensek hatasara kialakuldo mutaciés mintazatait.



UJ TUDOMANYOS EREDMENYEK (TEZISEK)

1. Uj genetikai modell kifejlesztése a mono- és poliubikvitilalt PCNA egyértelmii
elkiilonitésére és vizsgalatara.

2. A PCNA poliubikvitilacidja nem vesz részt az UV, az MMS és a ciszplatin hatasara
keletkezd 1¢€zi6k atirdsahoz DT40 sejtekben.

3. A PCNA poszttranszlacios modositasainak hianya (PCNA'R

) csokkenti a spontan
mutagenezist.

4. A monoubikvitilalt PCNA altal kozvetitett TLS hozzajarul az MMS 1¢€ziok hibamentes
atirasahoz.

5. A homolédgia alapt templatvaltds rekombinacios fehérjék (BRCA1, XRCC3)
kozremiikddésével, a PCNA poliubikvitilaciojatol fiiggetlen uton valosul meg.

6. A BRCAI hidnya noveli a spontan és az MMS altal indukalt mutaciok szamat.

7. A PCNA KI164R muticidja, valamint a POLn hidnya a BRCA1 egyiittes hidnyaban

nem csokkenti a spontan mutagenezist. A REV1 azonban részlegesen hozzajarul a

BRCAT1 hidnyéaban bekdvetkezd magas mutacids rata kialakulasahoz.

OSSZEFOGLALAS

DT40 csirke B limfocita sejtvonalban PCNA-ubikvitin f0zidés konstrukcidok
expressziojaval egy olyan modell rendszert fejlesztettem ki, mellyel genetikailag elkiilonitve
tanulmanyozhatéak a PCNA mono- ¢és poliubikvitilalt formdaja altal kozvetitett DNS-
hibaelkeriild folyamatok. A rendszer segitségével igazoltam, hogy az UV, az MMS ¢s a
ciszplatin altal okozott 1ézidk atirdsahoz a monoubikvitilalt PCNA altal aktivalt TLS
elegendd, a poliubikvitilalt PCNA 4ltal kozvetitett TSw nem sziikséges.

K164R

Kimutattam, hogy a PCNA mutans csokkenti a spontdn mutagenezist, vagyis a

PCNA poszttranszlacidos modosulasa hozzdjarul az endogén faktorok hatdsara kialakuld 1ézidok
hibas atirdsahoz. Az MMS altal indukalt mutagenezis a PCNAN®®

PCNA®'**R_UBb R konstrukei6 jelenlétében visszacsokken, tehat a monoubikvitilalt PCNA

jelenlétében nd, a

altal kozvetitett TLS hozzajarul az MMS éltal okozott 1éziok hibamentes elkeriiléséhez.
Eredményeim arra utalnak, hogy a homoldgia alapu templatvaltds rekombinacios
fehérjék (BRCA1, XRCC3) kozremiikddésével, a PCNA poliubikvitilaciojatol fliggetlen uton
torténik. A BRCA1 hidanyaban — a homoldgia alapi folyamatok drasztikus csokkenésének
koszonhetden — megnd a spontdn ¢és az MMS éltal indukalt mutagenezis. A fenotipus mogott

rejlé mechanizmus felderitéséhez a TLS-ben szerepet jatszo (PCNAN'®® REV1, POLn)



gének ¢és a BRCAI kettdsmutans sejtvonalainak spontan muticidés mintdzatat vizsgaltam.
Bebizonyitottam, hogy mig a PCNA ¢és a POLn nem, addig a REV1 részlegesen hozzajarul a
BRCAT hidnyaban tapasztalt mutaciok szamanak ndvekedéséhez.

Eredményeim hozzajarulnak a PCNA ¢és a BRCAI szabalyozo szerepének alaposabb
megértéséhez, €s akar jfajta, személyre szabott daganat terapias lehetdségek kiinduld pontja

is lehet.
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