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Elozmények:

A DNS karosodasokat javitdé mechanizmusok eddig is népszerli kutatdsa a célzott tumor
terapiak megjelenésével Gj lendiletet vett.

Nem meglepé az érdekl6dés, ugyanis a DNS reparacios és DNS hiba tolerancia folyamatok
egyes génjei tumor szupresszorok, masok pedig onkogének.

A DNS stabilitdsat 6rz6 folyamatokrol szerzett ismeretek gydgyaszatban tiirténd
alkalmazésara j6 példa a PARP inhibitorok alkalmazdsa BRCA1l vagy BRCA2 mutéans
petefészek tumorok kezelésére. Az emlitett gének inaktivalo mutécidjat hordozo betegekben
nem mukodik a kettds szala DNS torések homolog rekombinécion alapulod javitasa, a PARP
inhibitor viszont hozzajarul a kettds szalu torések keletkezéséhez, ugyanis gatolja az egyes
szall DNS torések javitasat. Ily médon érzékeny pontjan tdmadhaté az adott tumoros
sejtpopulécid. Sajnos jelenleg kevés ilyen jo példaval rendelkeziink.

A DNS reparacio és DNS hiba tolerancia vizsgalatok elsddleges modellszervezetének hosszu
ideig az élesztd (Saccharomyces cerevisiae) szamitott. Rendkivil konzervalt folyamatokrol
lévén sz0, az élesztdé DNS reparacios gének tobbségének jol megfeleltethetd human
homoldgja van. Haploid genomja kdnnyen, iranyitottan modosithato.

A DNS repartciés és DNS hiba tolerancia folyamatok az élesztégenetikai kutatasoknak
koszonhetden mara jol elkiiloniilé utvonalakra oszthaték. Ezen utvonalak kiilonb6z6 tipusa
karosodasokat mas és mas hatékonysaggal képesek felismerni és processzalni.
Megkulonboztethetlink DNS reparécios utvonalakat, amelyek kivagjak a karosodast hordozé
DNS szakaszt, valamint in. DNS hiba tolerancia folyamatokat, amelyek nem tavolitjak el a
karosodast, hanem kepesek biztositani a sejtek tulélesét a karosodas okozta negativ hatasok
kivédésével (pl. a DNS toréseket kezelé rekombinacios mechanizmus, vagy a karosodasnal
elakadt replikacios villa tovabbsegitését végzo un. transzlézios DNS szintézis). Mivel a DNS
hiba tolerancia folyamatok célja a sejteket fenyegetd sejthalal kivédése, és nem a DNS
informacidtartalmanak hii megérzése, némely mechanizmus (féleg a transzléziés DNS
szintézis esetében) mutagen, azaz a DNS informéaciotartalmaban valtozast okozhat.

Mindegyik fent emlitett Gtvonalan kdzds, hogy a folyamat bizonyos pontjan DNS szintézisre
van szlikség. A DNS szintézis elengedhetetlen eleme a PCNA fehérje, amely els6dleges
funkciojat tekintve a replikativ DNS polimerazok processzivitasi faktora. Ily médon a DNS
karosodasok helyén is gyakran jelen van, mitébb mara elmondhatjuk réla, hogy a DNS
reparécio és DNS hiba tolerancia egyik f6 szabalyozoja.

A PCNA fehérje in vivo homotrimer formaban gytirtit képez a DNS koriil kiilonb6z6 fehérjék
(tobbek kozott a DNS polimerdzok) dokkold helyeként szolgalva. Tobb DNS reparacios

fehérjével is kolcsonhat. Monoubiquitin altali poszttranszlaciés maédosulasa aktivalja az
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elakadt replikacios villat menekitd transzlézios DNS szintézis mechanizmust. Harom jol
jellemzett fehérjekoto régidja ismert, az N-terminalis, a C-terminalis, illetve a C és az N-
terminalis domént 0sszekoté interdomén hurok, amely egytttal a legnagyobb fehérjeko6td
felszin.

A fent emlitett régiok mellett tovabbi kiterjedt, hozzaférhet6 felszinek talalhatoak a PCNA
trimeren, amelyek eddig nem estek részletes genetikai €s biokadmiai kivizsgalas ala.
Munkamban ezen kevésbé ismert biologiai funkcioval rendelkezé PCNA felszineknek a DNS

reparacidban illetve DNS hiba toleranciaban bet6ltott szerepét boncolgattam.



Célkituzések:

Az elézmények fejezetben ismertetett PCNA feherje a DNS reparacios és DNS hiba tolerancia

folyamatok egyik fontos szabalyozéja. Mivel az ismert bioldgiai funkcidval rendelkezé régiok

a PCNA feliiletének csak kis részét fedik le, kisérleteink tervezésénél azt tiiztiik ki célul, hogy

az eddig ismeretlen szerepii PCNA felszineknek DNS reparéciés és DNS hiba tolerancia

folyamatokban valo részvételét vizsgaljuk, mélyebb betekintést nyerve az emlitett folyamatok

szabalyozésaba.

Pontokba szedve a munka célkitlizéseit, a kdvetkezd 1épések megvalositasat tiiztiik ki:

1.

El6allitani altalunk megvalasztott PCNA régidkban megfelel6 aminosavcseréket okozo
pontmutaciokat hordozo éleszt6 (Saccharomyces cerevisiae) POL30 (PCNA) géneket.

Létrehozni olyan élesztd torzseket, amelyek egyediili PCNA forrasként a kérdeses
muténs PCNA fehérjeket termelik.

Az ecldallitott PCNA mutans ¢éleszté torzsek koziill DNS karositd hatasra mutatott
érzékenység alapjan kisziirni azokat, amelyekben a pontmutacio a PCNA fehérje DNS
reparacios vagy DNS hiba tolerancia funkcidinak valamelyikét karositja.

Genetikai analizissel a kérdéses pontmutacié hatasat valamely ismert DNS reparacios
vagy DNA hiba tolerancia Utvonalba sorolni, azaz meghatarozni, hogy melyik DNS
reparacios utvonal mitkddése sériilt.

Funkcionalis esszék segitségével bemutatni, hogy a vizsgalt PCNA aminosavcserék az
adott DNS reparacids utvonalon beliil bizonyos bioldgiai folyamatot (DNS kérosodas
indukalta pontmutacioképzés, spontan pontmutacioképzés, NER etc.) befolydsolnak.

Biokémiai vizsgalatokkal magyarazni a PCNA pontmutacioknak a kérdéses DNS

reparacios utvonalakra gyakorolt lehetséges mechanisztikus hatasat.



Alkalmazott modszerek:

Elesztd genetikai modszerek és DNS manipulécios technikék:

-PCR alapu helyspecifikus mutagenezis, pontmutacidkat hordozé POL30 (PCNA) gének
létrehozésahoz.

-Homoldg rekombindcion alapuld génkiiités élesztd sejtekben.

-Molekularis kldnozésok: a pontmutans POL30 gének élesztd centromeres vektorokba torténd
athelyezése és egyéb a kisérletekhez sziikséges konstruktok létrehozésa.

-Pontmutans POL30 (PCNA) gének homol6g rekombinacion alapulé genomba integralésa.
-Kvalitativ szenzitivitasi esszék (spot assay): éleszt torzsek kiilonbozé dozisu és tipusu DNS
karosito hatasokra (MMS, UV, RTG, HU, bleomycin) mutatott érzékenységének
6sszehasonlito vizsgalata.

-Kvantitativ szenzitivitasi esszék: Eleszté torzsek szazalékban kifejezett tulélése az
alkalmazott DNS karositas (UV) ddzisanak fliggvényeben.

-Spontan illetve UV karositas altal indukalt mutacios rata mérése L-canavanin tartalmi
lemezeken.

-UV karositas génexpressziora gyakorolt hatdsanak mérése kiilonbdzo genetikai hattéren LacZ

riporter hasznalataval.

Biokémiai eljarasok:

-Cimkeézett fehérjek tultermelése és tisztitasa

-Fehérje kolcsdnhatasok in vitro vizsgalata tisztitott fehérjékkel (GST-pulldown assay)

-Nativ (nem denaturdld korilmények kozott vegzett) gradiens akrilamid gélelektroforézis
multimer stabilitas vizsgalatokhoz.



Eredmények és megvitatasuk:

1. PCR alapu helyspecifikus mutagenezissel létrehoztunk 10 pontmutaciot hordozo
Saccharomyces cerevisiae POL30 (PCNA) gent, amelyekben a pontmutéacio az altalam
megvalasztott helyen 1év6 aminosavat alaninra cserélte.

2. A létrehozott géneket éleszté centromeres konstruktokban egyedili PCNA forrasként
torzsekben.

3. Az 0sszes el6allitott PCNA valtozatot termeld torzs életképesnek bizonyult, koziluk
csupan kettdé mutatott hoémérséklet szenzitiv nodvekedést, ami arra utal, hogy az
aminosavcserék a PCNA replikdcidban betoltott szerepét bolygattdk meg. Ezeket a
tovabbi vizsgalatokbdl kizartam, hiszen nem replikacids defektussal rendelkez6, hanem a
DNS reparacios és DNS hiba tolerancia utvonalak miikodésében karosult torzseket
szerettlink volna vizsgalni.

4. A fennmaradd nyolc torzs kozul hat a vad tipusu torzsekhez képest megndvekedett
érzékenyseget mutatott UV és MMS karositasra, azt sugallva, hogy a bennuk talalhato
PCNA aminosav cserék valamely DNS reparacios illetve DNS hiba tolerancia dtvonal
mitkodését gatoltak.

5. Ezen hat mutans torzs kozil 6t esetében a PCNA monomerek kozétti kapesolodasi felszin
kozelében 1évé kiterjedt béta redékon taldlhatd az eldallitott aminosavesere (pol30-
1199,100AA; pol30-D109A; pol30-11181,182AA; pol30-DI109,167AA és  pol30-
FE103,104AA), mig egy esetben a PCNA monomer bels6, DNS felé nézé alfa hélixeinek
egyikén tortént modositas (pol30-L154A).

6. Genetikai (episztazis) analizis segitsegével megprobaltuk a meglévé DNS reparacios €s
DNS hiba tolerancia utvonalakba térképeztik az eléallitott pontmutaciok hatasat. Az
alegységek kapcsolodasi felszinének kdzelében aminosavcserét okozé mutéaciok kozil a
pol30-1199,100AA hatésa a Rad6/Rad18 DNS hiba tolerancia (DDT, egyes forrasokban
PRR) utonalba sorolhatd, a pol30-11181,182AA a homoldg rekombinacids episztazis
csoportba, mig a pol30-D109A a nukleotid exciziés reparacidés utvonalba (NER)
illeszthetd. A DNS felé néz6 bels6 felszinen aminosavceserét el6idéz6 pol30-L154A allél a
pol30-1199,100AA allélhez hasonléan a Rad6/Rad18 DNS hiba tolerancia utvonal

génjeivel mutat genetikai kdlcsonhatéast.



7. A muténs torzsek funkciondlis esszék altali vizsgalataval, illetve biokémiai kisérletekkel
kimutattuk, hogy az 1199,100AA PCNA aminosavcsere a Rad6/Rad18 DNS hiba
tolerancia Utvonal mutagén transzlézios szintézis (TLS) agat inaktivalja, ugyanis a
kérdéses valtozatot termeld torzsben UV altali DNS karositassal nem indukalhaté a
pontmutaciok képzddése. A fenotipusat minden bizonnyal annak kdszonheti, hogy a
kisérleteim tanusaga szerint a mutans PCNA fehérje a vad tipusutdl éltéréen nem képes a
Revl transzlézios DNS polimerazzal valé kolcsénhatasra. A D109A PCNA véltozat a
nukleotid excizios reparacio aktivalodasanak egyik mechanizmusat gatolja. Az L154A
PCNA valtozat a teljes Rad6/Rad18 DNS hiba tolerancia utvonalat inaktivalja, a
valtozatot hordozé tdrzsben DNS Kkarosité hatdssal nem indukélhatdé pontmutaciok
képzbddése. A kérdéses allél jelenléte szupresszalja a rad18 gén delécioja altal okozott erds
UV és MMS érzékenységet, és ebben a tulajdonsagaban csupan egy az irodalombol ismert
POL30 valtozattal egyezik meg (pol30-K164R), amelyben fehérjeszinten az ubiquitilacios
hely sériilt. Az altalunk vizsgalt allél tovabba egy erds spontdn mutétor fenotipust is
mutat, amely a proofreading mutans DNS polimerazt termelé torzsekben tapasztalhatd
spontan mutacios ratahoz hasonld mértékii. Ez arra utal, hogy a PCNA valtozat
befolyasolhatja a hozzéa kapcsolddo replikativ DNS polimeraz templathiiségét.

8. Kisérleteink tantséga szerint a PCNA monomerek kapcsolodasi felszinének kozvetlen
kornyezete a DNS reparacio és DNS hiba tolerancia szempontjabol egy kiemelten fontos
feltilet, ahol egymashoz kdzel 1év6 aminosavak egymastol eltérd folyamatok mitkodéséhez

nélkiilozhetetlenek.



Osszefoglalas:

Az éleszté (Saccharomyces cerevisiae) POL30 (PCNA) génjében, a DNS hiba tolerancia
¢és DNS reparacio egyik f6 szabalyozdjaban iranyitott mutagenezissel aminosavcseréket
el6idéz6 pontmutéaciokat hoztunk létre. Az aminosavcserék helyének megvéalasztasakor
igyekeztink olyan felszineket kivalasztani, amelyek funkcioi kevéssé ismertek. A csere a
kivalasztott aminosavak alaninra valé valtoztatasat jelentette.

A mutéans géneket hordozd, és a mutans fehérjéket termel6 élesztd térzsek vizsgalataval
megallapitottuk, hogy a PCNA monomerek kapcsolodasi felszinének kozvetlen
kornyezete a DNS reparacio és DNS hiba tolerancia fontos szabalyoz6 régidja. Ezen
lapos, B-lemezekbdl allo régio egymashoz kozeli részei kiilonbozé DNS reparécios és
DNS hiba tolerancia Utvonalak (NER, HR, transzlézios DNS szintézis) milkodését
befolyasoljak.

Leirtunk tovabbéa egy olyan aminosavcserét is, amely a Rad6/Rad18 DNS hiba tolerancia
utvonalat (DDT) teljes egészében inaktivalja. Ez a monomerek kapcsolodasi felszinét6l

tavolabb, a molekula belsé, DNS felé néz6 felszinén helyezkedik el.
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