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F I A T A L KUTATÓK MŰHELYEI Szűcs Diána ós Pánkotäi Tibor 

A DNS KÁROSODÁSOK ÁLTAL KIVÁLTOTT SEJTVÁLASZOK 
TANULMÁNYOZÁSA EMLŐS S E J T E K B E N ÉS I N V I V O 

D R O S O P H I L A M O D E L L R E N D S Z E R B E N 

Szűcs Diána és Pankotaí T i b o r 

S Z T E T T I K Biokémiai és Molekuláris Biológiai Tanszék, 
G e n o m Integritás és D N S Hibajavítás Kutatócsoport 

A D N S károsodások á l ta l kiváltott sejtválaszok 

A z eukarióta élőlények s e j t m a g i D N S ál lománya számos kondenzációs lépésen 

keresztül kromoszómákba szerveződik. A k r o m a t i n s z e r k e z e t felépítésében a 

h i s z t o n fehérjék ( H l , H 2 A , H 2 B , H 3 , H 4 ) esszenciális s z e r e p e t játszanak. A 

H 2 A - H 2 B , H 3 - H 4 h i s z t o n h e t e r o d i m e r e k két-két kópiája a l k o t j a a z o k t a m e r 

s z e r k e z e t e t , m e l y r e a D N S 1 4 7 bázispár hosszúságú s z a k a s z o n t e k e r e d i k f e l . í gy 

jön létre a nukleoszóma, m e l y n e k szerkezetét a H l h i s z t o n o k kötődése s t a b i ­

lizálja. A nukleoszómák alakítják k i a z ún. „gyöngyfüzér struktúrát", m e l y a 

kromoszómát alkotó D N S m o l e k u l a e r e d e t i hosszát egyharmadára csökkenti, 

m a j d további lépések során a még tömörebb „szolenoid" s z e r k e z e t jön létre. A 

legkondenzáltabb kromoszóma s z e r k e z e t a metafázisban figyelhető m e g , m e l y 

a s e j t e k osztódása során már fénymikroszkóp a l a t t i s látható. 

A z eukarióta s e j t e k b e n a D N S - t templátként használó f o l y a m a t o k leját­

szódásához ( p l . transzkripció, replikáció) szükséges a kondenzált k r o m a t i n 

s z e r k e z e t fel lazulása. E z e n struktúra d i n a m i k u s változásainak szabályozásában 

kulcsfontosságúak a h i s z t o n fehérjék oktamerből kinyúló, N-terminális f a r k i 

részén található a m i n o s a v a i n a k poszt-transzlációs módosításai ( P T M ) , E z e k a 

F T M - e k számos e g y e d i mintázatot h o z h a t n a k létre a h i s z t o n o k o n , m i v e l u g y a n ­

a z o n a z a m i n o s a v o l d a l láncon több típusú módosítás i s létrejöhet ( 1 . táblázat). 

Feltételezések s z e r i n t a h i s z t o n fehérjéken megfigyelhető P T M mintázatok 

e g y e d i információ t a r t a l o m m a l r e n d e l k e z n e k , m e l y e t h i s z t o n kód hipotézisnek 

nevezünk. A z e g y e s P T M - e k e g y d i n a m i k u s a n változó r e n d s z e r t a l k o t n a k , 

m e l y e k kialakításáért és eltávolításáéit különböző k o m p l e x e k felelősek 
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F I A T A L K U T A T Ó K M Ű H E L Y E I Szűcs Diána ós Pankotai Tibor 

( 1 . táblázat). A F T M mintázatok kialakulása hozzájárul a transzkripció, v a l a m i n t 

a r e p l i k a elő aktivá c l ójához és lejátszódásához i s , továbbá szabályozza a 

környezeti stresszhatásokra bekövetkező g y o r s és d i n a m i k u s k r o m a t i n 

s z e r k e z e t i vál tozásokat i s . E n n e k l e g j o b b példája, h o g y a károsodott D N S 

környezetében a k r o m a t i n s z e r k e z e t f e l l a z u l , így lehetővé válik a hibajavító 

fehérjék kötődése a károsodott D N S régióhoz. 

1 , táblázat A h i s z t o n o k a m i n o s a v oldalláncain létrejövő poszt-transzlációs módosítá­
s o k és a z a z o k a t létrehozó v a g y eltávolító k r o m a t i n módosító k o m p l e x e k bemutatása. 

Afninnanv V:•• l>:•. 1 - í i \i|:•.• M á d a i i t á i t I t t e r h c j ó tnz im -:>!••• -ilrf-.: clE-DvnlitDeiuirn 
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A z endogén- és exogén f onásbó l származó D N S károsító ágensek változást 

idéznek elő a D N S szerkezetében, így veszélyeztet ik a g e n o m stabil itását [ 1 , 2 ] . 

A különböző D N S sérülések eltérő hibajavító útvonalak akt iválódását e r e d ­

ményezik: repl ikáciös hibák - M i s m a t c h hibajavítás; oxidáció, alki láció - Bázis­

kivágó hibajavítás; t i m i n - d i m e r e k - Nukleot id-kivágó hibajavítás, v a l a m i n t a 

D N S mindkét szálának eltűrésekor akt iválódó kettős-szálú D N S törés hibajavító 

útvonalak. A D N S hibajavítás m e l l e t t m e g f i g y e l t e k e g y a z z a l párhuzamosan 

akt iválódó D N S károsodás hatására bekövetkező sejtválaszt ( D N A D a r n a g e 

R e s p o n s e - D D R ) i s , a m e l y biztosítja a s e j t c i k l u s átmeneti fe l függesztését és a 

transzkr ipció, v a l a m i n t a replikáciő gát lását i s . A h i s z t o n F T M - e k a D N S h i b a ­

javító útvonalak és a D D R működésére i s je lentős hatást g y a k o r o l n a k , a h i b a ­

javításban s z e r e p e t játszó fehérjék számára f e l i s merő-/kötőhelyet biztosítva 

[ 3 - 8 ] , A D N S sérülés g y o r s és precíz ki javításához szükséges a k r o m a t i n 

s z e r k e z e t f e l nyí lása i s a D N S károsodás környezetében [ 6 - 1 4 ] . A D N S sérülés 

környezetében a nukleoszömák destabi l izálódnak, m a j d a javí tás befejeztével a 

h i s z t o n o k t a m e r e k reorganizációjával a z e r e d e t i k r o m a t i n s z e r k e z e t helyreál l í tá­

s a i s megtörténik [ 8 , 9 , 1 1 , 1 2 , 1 5 - 1 8 ] , A sérülés környezetében a P T M - e k ( p l . 
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ubiquit i láció, acetl láció) hatására további h i s z t o n c h a p e r o n o k ( p l . N u c l e o l i n , 

A S F 1 , C A F - 1 ) és k r o r n a t l n módos í tó k o m p l e x e k ( p l . T i p 6 0 , p 4 0 0 ) lépnek 

működésbe . E z e k együttes hatása e g y n y i t o t t a b b k r o m a t i n s z e r k e z e t k i ­

a lakulását segíti elő [ 2 , 7 - 1 1 , 1 4 - 1 7 ] . A D N S hibajavítás befejezése után a 

nuk leoszómák v issza-helyezésével egyidejű leg a h e t e r o k r o m a t i k u s régiókra 

je l lemző fehérjék fe lha lmozódásával ( H P 1 , P C I ) e l i n d u l e g y , a z e r e d e t i k r o m a t i n 

s z e r k e z e t v isszaál l í tását elősegítő m e c h a n i z m u s [ 1 6 ] , 

A kettős-szálú D N S törések jav í tását főként a Nem-homológ végek összekap­

csolása ( N o n - h o m o l o g o u s E n d J o i n i n g - N H E J ) és a Homológ rekombinác ió 

( H o m o l o g y D i r e c t e d R e p a i r - H D R ) hibajavító útvonalak végzik ( 1 . ábra) , e z e k 

m e l l e t t léteznek alternatív u t a k i s ( A l t e r n a t i v e E n d - J o i n i n g - A l t - E J / M M E J , S i n g l e 

S t r a n d A n n e a l i n g - S S A ) [ 2 , 7 , 8 , 1 2 , 1 9 ] , A két fő útvonal e lsősorban s e j t c i k l u s 

függő módon akt iválódik, a N H E J a G 0 és G i fáz isban, míg a H D R a z S és G 2 

fáz isban je l lemző. A két hibajavító útvonal közti választást a z o n b a n je lentősen 

befolyásolja a sérülés környezetében megje lenő h i s z t o n P T M - e k mintázata, a 

törés s e j t m a g o n belüli e lhe lyezkedése, a körülötte levő k r o m a t i n s z e r k e z e t , 

v a l a m i n t a s e j t t ípusa i s [ 2 , 1 4 , 1 9 - 2 3 ] . 

A D N S hibajavítást követően a z a d o t t régióra je l lemző k r o m a t i n s z e r k e z e t 

v isszarendeződik [ 1 1 , 1 8 ] . A z újonnan szintet izálódott h i s z t o n f ehénekbő l a 

nuk leoszómák a h i s z t o n c h a p e r o n o k segí tségével újra szerveződnek [ 9 , 1 1 , 

1 5 - 1 7 ] . M i v e l a c i top lazmában újonnan létrejött h i s z t o n f enének e g y e d i P T M -

e k e t h o r d o z n a k , a k r o m a t i n s z e r k e z e t b e történő beépülésük után a h i s z t o n 

módos í tó k o m p l e x e k kialakítják a g e n o m i környezetre je l l emző h i s z t o n p o s z t ­

t ransz lác iós módos í tásokat [ 1 5 - 1 8 ] . E g y e s tanu lmányok s z e r i n t a z o n b a n a z 

e r e d e t i P T M mintázat n e m a l a k u l k i újra, h a n e m a z újonnan szintet izálódott 

h i s z t o n fehérjék eltérő módos í tása i je lként szolgálnak a z el lenőrző f o l y a m a t o k ­

b a n s z e r e p e t j á t szó fehérje k o m p l e x e k számára, így további felülvizsgálat alá 

h e l y e z i k a helyreál l ított D N S régiót [ 1 6 , 1 8 ] . 
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1 , ábra, A kettős-szálú D N S törések hibajavító útvonalai (Timothy M. Thomson, Murid 
Ciserra-Rcbolio n y o m o n [33]). A NHFJ útvonalban elsőkónt a Ku70/80 heterodimer komplex 
kötődik gyűrűként illeszkedve a serült DNS végekhez, ezáltal dokkoló helyet biztosítva a DNA-PK 
fehérjének. A kötődést követően a DNA-PK autofoszforiláciő révén aktiválódik és foszforilélja az 
Artemis enüonukleázt, így az komplementer végeket kialakítva lehetővé teszi, hogy az XRCC4 
és Cer-XLF fehérjék által a törés helyére irányított DNS ligáz IV összekapcsolja a sérült DNS 
szálakat. A HDR működéséhez szükség van a templátként szolgáló testvér kromatida jelenlétére. 
A komplementer DNS szakasz keresése érdekében a törött DNS végeket egyes-szálú DNS-sé 
(ssDNS) alakítja az útvonalban elsőként kötődő MRN (Mrell-RaúSO-Nbsl) komplex a CtlP 
fehérjével együttműködve. Ezt követően az EXOl és DNA2 összehangoltan működve további 
hosszabb ssDNS szakaszokat hoz létre. Az ssDNS-hez az RPA kötődik, amely elősegíti a RADt-1 
fehérje kötődését is. A RADSl-ssDNS filamertt a testvér kromatida komplementer szakaszával 
kapcsolatot létesít, így kialakítva a D-loop szerkezetet. A DNS szintézis során a DNS polimeráz 
5 által beépített nukieotidok kapcsolódnak a 3' ssDNS véghez. Ezt a második hibridizációs 
eseményt követően a követő szál szintézise is elindul. Végezetül a kialakult Holilday szerkezet 
felbomlása következik be, és a fennmaradó nickeket a DNS ligáz IV kapcsolja össze. 

A D N S károsító vegyületek és a rák kialakulása közötti k a p c s o l a t o t e lsőként 

P e r c i v a l P a t t írta l e 1 7 7 5 - b e n [ 2 4 ] . A D N S kettős-hélix fel fedezését követően 

1 9 5 5 - b e n igazolták, h o g y a mutagének megváltoztatják a D N S kémiai 

szerkezetét, ezáltal k a p c s o l a t mutatható k i a m u t a g e n e z i s és k a r c i n o g e n e z i s 

között [ 2 5 ] , Habár 1 9 5 3 - b a n már fel ismerték, h o g y a D N S hibák javíthatók, 

újabb tíz év t e l t e l , míg a X e r o d e r m a p i g m e n t o s u m betegségről igazolták, h o g y 

a D N S hibajavítás d e f e k t u s a o k o z z a [ 2 6 , 2 7 ] . Mindezidáig számos D N S h i b a ­

javításban s z e r e p e t játszó tehénérő l kimutatták, h o g y funkcióvesztéses 

mutációjuk f igyelhető m e g a t u m o r g e n e z i s során. A z elmúlt tíz év eredményei 
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a z t bizonyítják, h o g y a D N S hibajavításban s z e r e p e t játszó A T M kináz és a rák 

kialakulása között s z o r o s k a p c s o l a t feltételezhető [ 2 8 ] . Továbbá igazolták, h o g y 

a h i s z t o n o k ubiquiti lációjában s z e r e p e t játszó B R C A 1 / 2 , R N F 8 / 1 6 8 E 3 u b l q u i t i n 

l igázok fehé i je szintjének csökkenése és növekedése i s megfigyelhető b i z o n y o s 

t u m o r t ípusokban [ 2 9 ] , M i v e l a D N S hibajavítást vizsgáló tudományterület 

mindösszesen pár évtizedet ölel f e l , ezért a z egész folyamatról c s a k kevés 

információval rendelkezünk. 

A G e n o m I n t e g r i t á s és D N S Hibajavítás K u t a t ó c s o p o r t 

A G e n o m Integritás és D N S Hibajavítás Kutatócsoport { 2 . ábra) 2 0 1 5 elején 

a l a k u l t a z S Z T E T T I K Biokémiai és Molekuláris Biológiai Tanszéken TÁMOP, O T K A 

és M T A B o l y a i támogatássa l . Fő kutatási területünk a D N S károsodás által 

aktivált szignalizációs útvonalak térképezése. Célunk a n n a k megértése, h o g y a n 

történik a D N S törések azonosítása a z eukarióta k r o m a t i n s z e r k e z e t b e n , v a l a ­

m i n t a törések m i l y e n k r o m a t i n s z e r k e z e t i változásokat h o z n a k létre a h i b a ­

javítás során. További kutatási témáink a következűk: a D N S károsodás során 

bekövetkező transzkripciónál i s válaszok jel lemzése és a rák diagnoszt ikában 

alkalmazható potenciális b i o m a r k e r e k karakterizálása. A kérdéseink megvá la­

szolásához humán sejtkultúrákat és D r o s o p h i l a m o d e l l r e n d s z e r t használunk, 

m e l y e k e n a l e g m o d e r n e b b biokémiai és g e n e t i k a i megközel ítéseket ( k r o m a t i n 

immunprecipitáció, új generációs szekvenálás, szuperrezolúciós S T O R M 

mikroszkópia) a l k a l m a z z u k . 

2 . ábra. A Genű/íi Integritás és D N S Hibajavítás Kutatócsoport t a g j a i . Első sor: Újfatudi 
Zsuzsanna, Majoros Hajnalka, Szűcs Diána, Borsos Barbara, Ördög Nóra. Második sor: Varga 
Árpád, Páhi Zoltán, Pankotai Tibor. 
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Kutatócsoportunk e g y o l y a n kísérleti r e n d s z e r e lőál l í tását tűzte k i cé lu l , a m e l y 

a z e g y e d i h i s z t o n F T M - e k D N S hibajaví tásra g y a k o r o l t hatásának in vivő v i z s ­

gálatát t e s z i lehetővé. A kérdéseink megvá laszo lásához D r o s o p h i l a model lá l la-

t o k a t használunk, a m e l y e k b e n egyedü lá l ló lehetőség nyílik a z endogén h i s z t o n 

régió eltávol í tására és a z á l ta lunk v izsgáln i k ívánt h i s z t o n mutác iók v i s s z a j u t ­

ta tására. A D r o s o p h i l a m o d e l l - r e n d s z e r b e n n y e r t e redménye inke t egér és 

humán sejtkultúra r e n d s z e r e k b e n tesztel jük, ezáltal o l y a n D N S h ibajaví tásban 

f o n t o s k r o m a t i n s z e r k e z e t i vá l tozásokat azonos í thatunk, a m e l y e k á l ta lánosan 

érvé n y e s e k m i n d e n m a g a s a b b rendű e u k a r i ó ta s z e r v e z e t r e . Első lépésként 

előál l í tottuk a z e g y e d i h i s z t o n géneket és a t e l j e s h i s z t o n k l a s z t e r t ta r ta lmazó 

p l a z m i d o k a t ( 3 . A ábra) . 

A 

3 , ábra. A H 2 A h i s z t o n poszt-transzlációs módosítások vizsgálatára a l k a l m a s kísérleti 

r e n d s z e r s e m a t i k u s ábrázolása A lépesek megegyeznek a Hl, H2B, MS Ós H4 hisztonok 

esetében is. (A) PCR segítségével előállítottunk egyedi hiszton géneket (bal oldal - H2A) és a 

teljes hiszton klasztert tartalmazó plazmidokat (jobb oldal). ( B ) A hiszton gének kódoló régióiban 

mutációkat hoztunk létre, valamint a hiszton klaszterből eltávolítottuk a vizsgálni kívánt hisztont 

kódoló DNS szakaszt (C) A pontmutáns hiszton géneket (kék kör részlet) és a deiéciós hiszton 

klasztert (zöld kör részlet) hordozó transzgentkus állatok keresztezéséből létrejöttek olyan 

egyedek, amelyek a mutációt tartalmazó H2A fehérjét termelik. (D) tzeket ez utódokat fel­

használva, meghatározott genomi pozíciókban kettős-szálú DNS törések indukálhatok a CRISPR-

Cas9 rendszer alkalmazásával. ( E ) A pontmutáns H2A fehérjét tartalmazó állatokban vizsgálható 

¿3 DNS hibajavítás kinetikája. 
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A h i s z t o n génekben ( H l , H 2 A , H 2 B , H 3 , H 4 ) in vitro m u t a g e n e z l s segítségével 

meghatározot t pozíc iókban pontmutác iőkat h o z t u n k létre, a m e l y e k a h i s z t o n 

fehérjében a m i n o s a v cserét e redményeznek . A létrehozott mutációk e g y a d o t t 

P T M je lenlétét mimikaIják, v a g y a módosí tás kialakulását akadályozzák ( 3 . B 

ábra) . E z z e l pá rhuzamosan a z előáll ított h i s z t o n k l a s z t e r e k b d l e g y - e g y h i s z t o n 

gént részben v a g y t e l j e s e n e l távol í tottunk ( 3 . B ábra). A mutác iót hordozó 

h i s z t o n géneket és a deléciós k l a s z t e r e k e t D r o s o p h i l a k iónozó v e k t o r b a ( p U A S T -

a t t B ) építettük, a m e l y a l k a l m a s t r a n s z g e n i k u s ál latok létrehozására. A módosí­

t o t t h i s z t o n géneket és deléc iós k l a s z t e r e k e t ta r ta lmazó t r a n s z g e n i k u s D r o s o p h i ­

l a v o n a l a k e g y e d e i n e k keresztezéséből létrejönnek o l y a n utódok, a m e l y e k c s a k 

a mutác ió t hordozó h i s z t o n fehérjét t e r m e l i k ( 3 . C ábra), E z e k b e n a z á l latokban 

kettős-szálú D N S töréseket h o z t u n k létre C R I S P R - C a s 9 r e n d s z e r segí tségével , 

m a j d v izsgáltuk a D N S hibajavítás kinet ikáját ( 3 . D - E ábra) . 

A p r o j e k t részét képezi o l y a n deubiqui t inázok ( D U B } azonos í tása, a m e l y e k 

s z e r e p e t já tszhatnak a h i s z t o n - és n e m h i s z t o n t ípusú fehérjék d e u b i -

quit i lá lásában e g y e s - és kettős-szálú D N S törések hibajavítása során. E h h e z 

rende lkezésünkre áll a D r . Deák Péter ( S Z T E T T K G e n e t i k a Tanszék) laboratór i­

umában eloá l i t o t t D r o s o p h i l a türzsgyűjtemény, a m e l y m i n d e n , a z e c e t m u s ­

l icában azonos í tot t D U B génre t a r t a l m a z de léc iós- v a g y s i R N S csendesítést 

e redményezd t r a n s z g e n i k u s v o n a l a k a t . A tö rzsgyüj temény fe lhasználásával e g y 

röntgen, v a l a m i n t U V - B sugár forráson a lapuló s c r e e n - t végeztünk. E r e d ¬

ménye ink a lapján négy D U B fehé í jét azonosí tottunk, a m e l y e k s z e r e p e t játszhat-

n a k a z U V és a röntgensugárzás által k e l e t k e z e t t D N S hibák jav í tásában. A z 

azonosított fehérjék molekulár is karakter izá lása és a D N S hibajavító útvonalban 

betöltött szerepének t isztázása j e l e n l e g i s f o l y a m a t b a n v a n . 

A D r o s o p h i l a m o d e l l r e n d s z e r b e n azonosított, D N S h ibajav í tásban s z e r e p e t já t ­

szó h i s z t o n P T M - e k szabá lyozó funkc iójának v izsgálatához humán s e j t ­

tenyészeteket i s a l k a l m a z u n k . A D N S hibajavítás során a z e g y e s h i s z t o n 
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