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I FIATAL KUTATOK MUHELYEI Sziics Didna és Pankotal Tibor

A DNS KAROSODASOK ALTAL KIVALTOTT SEJTVALASZOK
TANULMANYOZASA EMLOS SEJTEKBEN ES IN VIVO
DROSOPHILA MODELLRENDSZERBEN

Sziics Diana és Pankotai Tibor

SZTE TTIK Biokémiai és Molekularis Bioldgiai Tanszék,
Genom Integritds és DNS Hibajavitas Kutatdcsoport

A DNS karosodasok altal kivaltott sejtvalaszok

Az eukariota €lGlények sejtmagi DNS allomanya szamos kondenzacios |€pésen
keresztiil kromoszomakba szervezddik. A kromatin szerkezet felépitésében a
hiszton fehérjék (H1, H2A, H2B, H3, H4) esszencidlis szerepet jatszanak. A
H2A-H2B, H3-H4 hiszton heterodimerek két-két kopidja alkotja az oktamer
szerkezetet, melyre a DNS 147 bazispar hosszlisdgu szakaszon tekeredik fel. Igy
jon létre a nukleoszéoma, melynek szerkezetét a H1 hisztonok kétddése stabi-
lizalja. A nukleoszomak alakitjak ki az dn. ,gydngyfizer strukturat”, mely a
kromoszomat alkotd DNS molekula eredeti hosszat egyharmadara csdkkenti,
majd tovabbi lépések sordn a még témdrebb ,szolenoid” szerkezet jon létre. A
legkondenzadltabb kromoszoma szerkezet a metafdzisban figyelhetd meg, mely

a sejtek osztdddsa sordn mar fénymikroszkap alatt is lathato.

Az eukariota sejtekben a DNS-t templatként haszndld folyamatok lejat-
szodasahoz (pl. transzkripcio, replikdcia) szikséges a kondenzalt kromatin
szerkezet fellazuldsa. Ezen struktira dinamikus valtozdsainak szabdlyozasdban
kulcsfontossaguak a hiszton fehérjék oktamerbdl kinydlo, N-terminalis farki
reszen talalhatc aminosavainak poszt-transzlacios modositasai (PTM). Ezek a
PTM-ek szamos egyedi mintazatot hozhatnak |étre a hisztonokon, mivel ugyan-
azon az aminosav oldallancon tdbb tipusi modositas is |étrejohet (1. tablazat).
Feltételezések szerint a hiszton fehérjéken megfigyelhetd PTM mintazatok
egyedi informacio tartalommal rendelkeznek, melyet hiszton kdéd hipotézisnek
neveziink. Az egyes PTM-ek egy dinamikusan valtozo rendszert alkotnak,

melyek kialakitasaért €s eltavolitasaért kilonbdzd komplexek feleldsek
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(1. tablazat). A PTM mintazatok kialakulasa hozzajarul a transzkripcia, valamint

kornyezeti stresszhatdsokra bekdvetkezd gyors és dinamikus kromatin
szerkezeti valtozasokat is. Ennek legjobb példaja, hogy a kdrosodott DNS
kornyezetében a kromatin szerkezet fellazul, igy lehetdvé valik a hibajavitd

fehérjek kitddeése a karosodott DNS régichoz.

1. tablazat. A hisztonok aminosav oldalldncain létrejévd poszt-transziliciés médosita-
sok és az azokat létrehozd vagy eltdvolité kromatin médesité komplexek bemutatdsa.

Aminosav | Mddositas tipus Modositast lterhoed eneim Modositast eltavolits entim
acetilacid Hiszton acetiltranszferaz Hiszton deacetilaz
- metilacio Hiszton metiltranszferaz Hiszton demetilaz
Lo wbaguitilacio E3 ubiguitin ligaz Deubiquitindz
ribozildcit ADP-ribdz polmerdz ADP-ribdz hidrolaz
Szerin foszforilacia Kinaz Foszfataz
Threenin foszforilacid Kindz Fosifatdz
Arginin metilacid Hiszton metiltransIferaz Hisaton demetilaz

Az endogén- &s exogén forrasbdl szarmazo DNS karositd agensek valtozast
idéznek eld a DNS szerkezeteben, igy veszelyeztetik a genom stabilitasat [1, 2].
A kilonbdzd DNS sériilések eltérd hibajavitd Otvonalak aktivalédasat ered-
menyezik: replikacios hibak — Mismatch hibajavitas; oxidacio, alkilacié — Bazis-
kivagd hibajavitas; timin-dimerek — MNukleotid-kivagd hibajavitas, valamint a
DNS mindkét szalanak eltdrésekor aktivalodd kettds-szald DNS térés hibajavito
utvonalak. A DNS hibajavitas mellett megfigyeltek egy azzal parhuzamosan
aktivaloddé DNS karosodas hatasara bekdvetkezd sejtvalaszt (DNA Damage
Response — DDR) is, amely biztositja a sejtciklus atmeneti felfliggesztését és a
transzkripcid, valamint a replikacié gatlasat is. A hiszton PTM-ek a DNS hiba-
javitéd dtvonalak és a DDR mikddésére is jelentds hatast gyakorolnak, a hiba-
javitasban szerepet jatszd fehérjék szamadra felismerd-/kitéhelyet biztositva
[3-8]. A DNS sériillés gyors es preciz kijavitdasahoz szikséges a kromatin
szerkezet felnyildsa is a DNS karosodas kdmyezetében [6-14]. A DNS sériilés
kornyezetében a nukleoszomak destabilizalodnak, majd a javitas befejeztével a
hiszton oktamerek reorganizacidjaval az eredeti kromatin szerkezet helyreadllita-
sa is megtdrténik [8, 9, 11, 12, 15-18]. A sérilés kidrnyezetében a PTM-ek (pl.
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ubiquitilacid, acetilacié) hatasara tovabbi hiszton chaperonok (pl. MNucleolin,
ASF1, CAF-1) és kromatin mddosité komplexek (pl. Tipe0, p400) lépnek
mikddesbe. Ezek egylttes hatdsa egy nyitottabb kromatin szerkezet ki-
alakulasat seqiti eld [2, 7-11, 14-17]. A DNS hibajavitas befejezése utan a
nukleoszémak vissza-helyezésevel egyidejlleg a heterokromatikus régickra
jellemzd fehérjék felhalmozddasaval (HP1, PC1) elindul egy, az eredeti kromatin

szerkezet visszaallitasat elGsegitd mechanizmus [16].

A kettds-szald DNS torések javitdsat féként a Nem-homoldég végek dsszekap-
csolasa (Mon-homologous End Joining - NHEJ) és a Homolég rekombinacia
(Homology Directed Repair — HDR) hibajavité utvonalak végzik (1. dbra), ezek
mellett 1é&teznek alternativ utak is (Alternative End-Joining — Alt-EJ/MME], Single
Strand Annealing - SSA) [2, 7, 8, 12, 19]. A két fd dtvonal elsdsorban sejtciklus
filggd mddon aktivalédik, a NHEJ a Gp és G, fazisban, mig a HDR. az S és Gz
fazisban jellemzd. A ket hibajavitd Utvonal kdzti valasztast azonban jelentdsen
befolyasolja a serilés kdmyezetében megjelend hiszton PTM-ek mintazata, a
torés sejtmagon belili elhelyezkedése, a korilotte levd kromatin szerkezet,

valamint a sejt tipusa is [2, 14, 19-23].

A DNS hibajavitast kovetden az adott régidra jellemzdé kromatin szerkezet
visszarendezddik [11, 18]. Az djonnan szintetizalddott hiszton fehérjékbdl a
nukleoszémak a hiszton chaperonok segitségével Gjra szervezddnek [9, 11,
15-17]. Mivel a citoplazmaban djonnan létrejétt hiszton fehérjék egyedi PTM-
eket hordoznak, a kromatin szerkezetbe tdrténd beépiilésik utdn a hiszton
modosito komplexek kialakitjdk a genomi kdrnyezetre jellemzd hiszton poszt-
transzlaciés mddositasokat [15-18]. Egyes tanulmanyok szerint azonban az
eredeti PTM mintdazat nem alakul ki Gjra, hanem az djonnan szintetizalodott
hiszton fehérjek eltérd maodositasai jelként szolgalnak az ellendrzé folyamatok-
ban szerepet jatszéd fehérjekomplexek szamara, igy tovabbi felllvizsgalat ala
helyezik a helyreadllitott DNS régidt [16, 18].
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1. abra. A ketids-szild DNS térések hibajavité dtvonalai (Timothy M. Thomson, Marta
Guerra-Rebollo nyoman [33]). A NHE] Otvanalban elsiként a Ku70/80 heterodimer komplex
katddik gyliriként illeszkedve a sérilt DNS végekhez, ezdltal dokkold helyet biztositva a DNA-PK
fehérjének. A kdtddést kivetden a DNA-PK autofoszforilacio révén aktivalddik és foszforildlja az
Artemis endonukledzt, igy az komplementer végeket kialakitva lehetdvé teszi, hogy az XRCCH
€5 Cer-XLF fehérjék altal a tdrés helyére iranyitott DN5S ligaz IV dsszekapcsolja a sérilt DNS
szalakat. A HDR mikddéséhez szikség van a templatként szolgdld testvér kromatida jelenlétére.
A komplementer DNS szakasz keresése érdekében a bordtt DNS végeket egyes-szali DNS-sé
(ssDONS) alakitia az Gtvonalban elsdként kotddd MRN (Mrell-Rad50-Nbsl) komplex a CHP
fehérjével egylttmiikidve. Ezt kivetSen az EXO1 és DNAZ dsszehangoltan mikddve tovabbi
hosszabb ssDNS szakaszokat hoz létre. Az ssDNS-hez az RPA kdlddik, amely eldseqiti a RADS1
fehérje kilddésél js. A RADS1-s5DNS filament a testvér kromatida komplementer szakaszdval
kapcsolatot létesit, igy kialakitva a D-loop szerkezetet. A DNS szintézis sordn a ONS polimerdz
& altal beépitett nukleotidok kapcsolodnak a 37 ssDNS véghez, Ezt a mdsodik hibridizécids
eseményt kévetden a kivetd szdl szintézise s elindul. Végezetll a kialakult Holliday szerkezet
felbomidsa kivetkezik be, és a fennmaradd nickeket a DNS ligdz IV kapcsolfa dssze,

A DNS karositd vegylletek és a rak kialakulasa kozotti kapcsolatot elsdként
Percival Pott irta le 1775-ben [24]. A DNS kettds-hélix felfedezéset kdvetden
1955-ben igazolték, hogy a mutagének megvaltoztatidk a DNS  kémiai
szerkezetet, ezaltal kapcsolat mutathatéd ki a mutagenezis és karcinogenezis
kizott [25]. Habar 1958-ban mar felismerték, hogy a DNS hibak javithatok,
Ujabb tiz év telt el, mig a Xeroderma pigmentosum betegségrdl igazoltak, hogy
a DNS hibajavitas defektusa okozza [26, 27]. Mindeziddig szamos DNS hiba-
javitasban szerepet jatszo fehérjérdl kimutattak, hogy funkciovesztéses

mutaciéjuk figyelhetd meg a tumorgenezis soran. Az elmult tiz év eredményei
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azt bizonyitjak, hogy a DNS hibajavitasban szerepet jatszé ATM kinaz és a rak
kialakuldasa kizitt szoros kapcsolat feltételezhetd [28]. Tovabba igazoltak, hogy
a hisztonok ubiquitilacidjaban szerepet jatszo BRCAL/2, RNF8/168 E3 ubiguitin
ligazok fehérje szintjiének csokkenése és ndvekedeése is megfigyelhetd bizonyos
tumor tipusokban [29]. Mivel a DNS hibajavitast vizsgald tudomanytertlet
minddsszesen par evtizedet dlel fel, ezért az egész folyamatrol csak kevés

informacioval rendelkezink.

A Genom Integritas és DNS Hibajavitas Kutatocsoport

A Genom Integritds és DNS Hibajavitdas Kutatocsoport (2. abra) 2015 elején
alakult az SZTE TTIK Biokémiai és Molekularis Biologiai Tanszéken TAMOP, OTKA
és MTA Bolyai tamogatassal. F& kutatasi teriletiink a DNS karosodas altal
aktivalt szignalizacios utvonalak térképezeése. Célunk annak megértése, hogyan
torténik a DNS tdrések azonositdsa az eukariota kromatin szerkezetben, vala-
mint a torések milyen kromatin szerkezeti valtozasokat hoznak létre a hiba-
javitds soran. Tovabbi kutatasi temadink a kovetkezdk: a DNS karosodas soran
bekdvetkezd transzkripciondlis valaszok jellemzése és a rak diagnosztikaban
alkalmazhatd potencidlis biomarkerek karakterizaldsa. A kérdéseink megvala-
szolasdhoz human sejtkultirakat és Drosophila modellrendszert hasznalunk,
melyeken a legmodernebb biokémiai és genetikai megkdzelitéseket (kromatin
immunprecipitacio, Gj generaciés szekvenalas, szuperrezollicios STORM

mikroszkopia) alkalmazzuk.

2. &bra. A Genom Integritds és DNS Hibajavitds Kutatécsoport tagjai. Elsé sor: Ujfaludi
Zsuzsanna, Majoros Hajnalka, Szlics Didna, Borsos Barbara, Orddg Ndra. Masodik sor: Varga
Arpad, Pahi Zoltan, Pankotal Tibor.
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Kutatocsoportunk egy olyan kisérleti rendszer eldallitasat tizte ki célul, amely
az egyedi hiszton PTM-ek DNS hibajavitasra gyakorolt hatasanak in vive vizs-
galatat teszi lehetdve. A kérdéseink megvalaszoldasahoz Drosophila modellalla-
tokat hasznalunk, amelyekben egyedildlld lehetdség nyilik az endogén hiszton
régid eltavolitasara és az altalunk vizsgalni kivant hiszton mutacidk visszajut-
tatdsara. A Drosophila modell-rendszerben nyert eredményeinket egér és
human sejtkultara rendszerekben teszteljik, ezaltal olyan DNS hibajavitdsban
fontos kromatin szerkezeti valtozasokat azonosithatunk, amelyek altalanosan
ervényesek minden magasabb rendil eukaridta szervezetre. Elsd lépésként
eldallitottuk az egyedi hiszton géneket és a teljes hiszton klasztert tartalmazo
plazmidokat (3.A abra).

-
T

/'.
i

3. dbra. A H2A hiszlton poszi-transzidciés médositisok vizsgdlatdra alkalmas kisérleti
rendszer sematikus dbrdzoldsa. A lépések megegyernek a Hi, H2B, H3 és H4 hisztonok
esetében is. (A) PCR segitségével elddliitottunk egyedi hiszton géneket (bal oldal - H2A) és a
teljes hiszton klasztert tartalmazd plazmidokat (jobb oldal). (B) A hiszton gének kddold régidiban
mutacidokat hoztunk Iétre, valamint a hiszton klaszterbdl eltdvolitottuk a vizsgaini kivant hisztont
kddold DNS szakaszt. (C) A pontmuténs hiszton géneket (kék kdr részlet) és a delécids hiszton
klasztert (zold kir részlet) hordozo transzgenikus &llatok keresztezéséhdl létrejotiex olyan
egyedek, amelyek a muldcidl tartalmazd H24A fehérfél termelik. (D) Ezekel az ulddokal fel-
haszndiva, meghatdrozott genomi pozicldkban kettds-szald DNS torések indukdihatik a CRISPR-
Cas9 rendszer alkalmazdsdval, (E) A pontmutdns H2A fehérjét tartalmazd allatokban vizsgalhatd
a DNS hibajavitas kinetikdja.
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