GENETIKA

DNS-hibajavitas megkettozodéskor

ja, a DNS meghibasodhat, amit kiil-

s6 és belsd tényezOk is okozhatnak.
Kiilsé tényezok lehetnek az UV-sugarzas,
a dohanyzas és a taplalékkal elfogyasztott
vegyszerek, de a DNS-hibak természetes
belsé folyamataink révén is folyamatosan
képzddnek. A normal szerkezeti DNS-bol
a felsorolt tényezék hatdsara megvaltozott
szerkezetll sériilt DNS lesz, amely hibakat
(1éziokat) tartalmaz. Ezek javitasa vagy ma-
solasa Ujra normal szerkezeti DNS-t ered-
ményez, amely azonban esetenként meg-
valtozott bazissorrenddel rendelkezik, azaz
mutéciokat tartalmaz. A hibak szama na-
ponta akar szazezer is lehet sejtenként.! A
DNS-ben képzddott hibak nagy kockéazatot
jelentenek a sejtek és a szervezetek szama-
ra. Ezért minden €16 szervezetnek sziiksége
van hibajavitd6 mechanizmusokra, amelyek
sokfélesége, komplexitasa és a hianyukban
fellépo betegségek a javitas fontossagat jel-
zik. Korabbi cikkiinkben irtunk a hibaja-
vitd mechanizmusokrol altalanossagban.”
Kiilondsen veszélyes lehet azonban az, ha
a DNS-anyagcsere biokémiai folyamatai
(megkett6z6dés [replikacid], informacio-
csere [rekombinacio], RNS-re torténd atiras
[transzkripcio]) a meghibasodott DNS-mo-
lekulakon folynak. Irdsunkban a sejtosz-
todast megel6z6 DNS-megkett6zddéskor
végbemend javitds folyamatairdl szerzett
Ujabb ismereteket mutatjuk be. E mikodés
azért fontos a sejt szamara, mert a hibak
képzddése folyamatos, viszont a megkettd-
z6dés apparatusa akar egyetlen DNS-hiba
miatt leallhat. A megkett6z6dés megtorpa-
nasa a sejtciklus leallasat, sejthalalt, nagy-
mértékli genetikai atrendezédéseket és in-
stabilitast okozhat, amelyek kapcsolatba
hozhatok a rak kialakulasaval is.

Sejtjeink informaciotarold molekula-

A replikacioés villa
és javitasanak fontossaga

A DNS megkettéz6désére azért van
sziikség, hogy a sejtosztodaskor mindkét
utodsejtbe keriilhessen a sejt genetikai al-
lomanyanak egy — lehetd leghtiségeseb-
ben masolt — példanya. A DNS megkettd-
z6dését kiterjedt fehérjeapparatus iranyit-
ja. A megkett6zodéskor elészor a DNS
két szala elvalik egymastol, majd a sza-
lakat mintaként (templatként) hasznalva
torténik a masolas, a replikacids villanak
nevezett szerkezetben (1. abra). A villa
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1. dbra. A DNS megkett6z6dése
(replikaciéja). A DNS gerincét
dezoxirib6z cukoregységekbdl és ket
osszekoto foszfategységekbdl allo
cukorfoszfat gerinc képezi, amit az
egyszeriisitett Abran szalagok jelolnek.
Minden egyes dezoxirib6z-egységhez egy
informaciohordozo un. nukleotidbazis
kotodik, amely négyféle lehet: adenin,
guanin (in. purinvazas bazisok), illetve
timin és citozin (pirimidinvazas bazisok,
az abran kezdébetiikkel jelolve). A
bazisok meghatarozott parokat képeznek,
melyek osszetartjak a DNS két szalat:
az adenin timinnel, a citozin guaninnal
képez part. A megkettézodéskor a
két szal szétvalik, és mindkét szalrol
a bazisparosodas altal meghatarozott
bazissorendii (szekvenciaju) uj szal
masolédik (Forras: Wikipédia)

két oldala nem egyforma: az egyik (veze-
t) szalon a masolas folyamatosan megy
végbe, mig a masik (kovetd) szalon ki-
sebb darabokban, ahol a kozti réseket bi-
zonyos fehérjék késébb kitoltik.

A DNS-ben sokféle hiba keletkezhet.
A hibék lehetnek moédosult vagy hianyzo
bazisok, hianyzo kotések a cukorfoszfat-
gerincben, vagy az egyik szal hidnya egy
adott DNS-szakaszon (2. 4bra). Ameny-
nyiben a hibajavité mechanizmusok a hi-

bakat nem javitjak ki a megkett6z6dés
elott, ezek a replikacio ledllasat okozhat-
jék. Ezen tilmenden, a replikacios fehér-
jeapparatus megtorpanhat egy, a DNS-
hez erdsen kotott fehérje miatt, vagy mas
okbdl is széteshet, illetve leeshet a DNS-
rél. A replikacios villa megallasa esetén
instabil szerkezet jon létre, amely kony-
nyen széteshet €s DNS-toréssé alakul-
hat. A DNS-torések a legveszélyesebb
hibanak szdmitanak: ha a DNS mindkét
szala eltorik (kettds szaltorés jon 1étre),
az Ujonnan keletkezett DNS-véget a sejt
kromoszomavégként ismerheti fel, ami
azt eredményezheti, hogy eltér6 meny-
nyiségli és informacio-tartalmi DNS-al-
lomény keriil az osztddas soran keletke-
z0 utddsejtekbe. (A kromoszomék a sejt
genetikai allomanyat [genomjat] alko-
t6 DNS kiilonallo, fehérjékbe csomagolt
egységei, amelyek a sejtosztddas soran
szabalyozottan ,,szortirozva” keriilnek az
utodsejtekbe.) Ha a tobbsejtli szerveze-
tek sejtjei mar nem képesek megjavitani
a nagymértékiit DNS-karosodast, ,,6ngyil-
kos programok” indulhatnak be. Igy, bar
az adott sejt elpusztul, a szervezet egésze
megmenekiilhet a sulyosan karosodott
sejt hibas miikddésének, példaul megallit-
hatatlan osztodasanak a kovetkezményei-
tol. A replikacios villa megallasa azonban
olyan veszélyes genetikai valtozasokhoz
is vezethet, amelyek kovetkeztében kont-
rollalatlan sejtosztodas, rakos atalakulas
is 1étrejohet.> Az aldbbiakban attekintjiik
az elakadt replikacios villak tovabbhala-
dasat, és ezaltal a hibak elkeriilését vagy
tlirését (toleralasat) segit6 folyamatokat.

Hibatiirés polimerazvaltas
segitségével

A talélés egyik modja a hibatiirés: a
replikacié tovabbhaladasa ugyanis annyi-
ra fontos, hogy ennek érdekében a sejt a
DNS-ben tarolt informacid részleges el-
vesztésére vagy modosulasanak tlirésére
is hajlando. Bar a hibajavitasi folyama-
tok kozé szokas sorolni, a hibatiirés ré-
vén az eredeti hiba benn marad a DNS-
ben a kovetkezdkben ismertetett modon.
A replikdcié soran a DNS masoldsat
végz6 fehérjék — a DNS-polimeraz enzi-
mek — nagy része nem képes athaladni a
hibadkon. Ezek az enzimek a DNS nagy
hiiséggel torténé masolasara optimaliza-
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l6dtak az evolucid soran: térszerkezetiik-
ben ezért a DNS-k6té rész pontosan és
,,szorosan” koti a masolando DNS-szalat,
hogy a masolandd nukleotidbazist (infor-
macidhordoz6é molekularészletet) akku-
ratusan fel tudja ismerni. Emiatt e fehér-
jék aktiv (DNS-szintézist végzd) helyébe

dés folytatdsahoz az eredeti (replikacios)
polimeraznak le kell valnia, a transzlézids
polimeraznak pedig hozza kell kotdd-
nie a masold apparatushoz és a masolan-
do DNS-molekulahoz. A bazisfelismerés
pontossagan tilmenden, a replikacios és
transzlézids polimerazok kozott fennal-
16 masik fontos kiilonbség
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az, hogy az utdbbiak atla-
gosan joval rovidebb DNS-
szakaszon (azaz Kkisebb
processzivitassal) végzik
»egy futdsban” a DNS-
szalmasolast, majd tavoz-
nak a DNS-r6l, visszaadva
helytiket a pontosabb, hosz-
szabban futé replikacios
polimeraznak.*

A transzlézids polime-
razok esetenként a karo-
sodott DNS-bazissal szem-
ben véletlenszerli bazist
épitenek be a keletkezd
DNS-szalba, ami maso-
lasi pontatlansagot ered-

polimerdaz, hanem a DNS-templat val-
tasa is megtorténhet. A templatvaltas
egyik modozata a villa visszatolasa
(regresszidja), amelynek soran a DNS
régi és ujonnan képz4do szalai a villa
mindkét agan elvalnak egymastol, és
a két 0j szal Osszekapcsolodik (3. ab-
ra). A 1étrej6vo, immar négyagu struk-
taraban (un. csirkelab-szerkezetben) a
hibamentes régi szalrdl masolodott 1j
DNS-szal a hibanal elakadt rovidebb 1j
DNS-szal mellé keriil.® Ez az elrende-
z0dés alkalmat nyujt arra, hogy a hosz-
szabb Uj szal atmenetileg templatként
szolgaljon a rovidebb szal szamara,
és a csirkeldb visszarendezddése utan
a hibat kovetd szakaszon folyjék to-
vabb a DNS-replikacio.’Amst A vil-
la-visszatolds mechanizmusat illetéen
sokféle elképzelés létezik, és a folyamat
jelenleg is intenziven kutatott. A csirke-
lab-strukturakat elektronmikroszkoppal
megfigyelték, azonban 1étrejottiik gya-
korisaga még ismeretlen.

a
hibia 3 DE-ban

2. abra. DNS-hibak. Az abran a DNS-karosodas
leggyakoribb tipusait tiintettiik fel. A DNS egyes
pontjain hidnyozhat purin-(pirossal jelolve) vagy

pirimidinbazis (apurin, illetve apirimidin hely).

Modosulhatnak a bazisok (alkilacio), illetve a
foszfategységek is (foszfotriészter-képzodés). A
DNS egyik vagy mindkét sziala megszakadhat,

egyszeres vagy kettos szaltorést eredményezve. A
DNS-molekuldaban gyokok (parositatlan elektronnal
rendelkezo reaktiv csoportok), illetve a szembenallo

szalak vagy a szomszédos bazisok kozotti kovalens
kotések is kialakulhatnak (keresztkotés). Kiilonb6zo
nagymolekulak vagy a szalak kozé beékel6do

(interkalal6) kismolekulak kotédése is DNS-hibat

3. abra. Villakiforditas. Az abran piros vonallal az ijonnan képz6do,
vastaggal az eredeti DNS-szalakat jeloltiik. A replikacié megall,
ha a vezet6szilon olyan DNS-hiba Keriil a replikaciés apparatus

elé, amit nem képes értelmezni (a). Egy lehetséges stabilizalé és a
tovabbhaladast eldsegité folyamat az, hogy a villakiforditas soran a
villa elagazasi pontjanak visszatolasa (regresszio, sziirke nyil a ,,b”

abran) révén a két uj szal kapcsolodik dssze eredeti partnereiktol

elvalva (b), és a replikaciés apparatus dtmenetileg a hosszabb
uj szalat hasznilja mintaként (c). Ezutan a replikaciés villa
visszarendezodhet, és a megkett6z6dés a hibat koveté szakaszon — a

hozhat létre

nem fér bele a hibak miatt torzult DNS-
forma. Az ilyen DNS-polimerazok pon-
tossagat jellemzi, hogy atlagosan csupan
minden egymilliomodik lemasolt egység
esetében épitenck be a bazisparosodas-
nak nem megfelel6 bazist. Kideriilt azon-
ban, hogy léteznek olyan, Un. transzlézids
DNS-polimerazok, amelyek ,lazabb”
DNS-ké&tohellyel rendelkeznek, igy a ma-
soland6 DNS hibas szerkezete esetén is
lehetdvé teszik a replikacié tovabbhala-
dasat. A hibak toleralasanak azonban ara
van. A hibatliré transzlézids polimerazok
az altalanos replikacids polimerazoknal
joval pontatlanabbul masolnak: atlagosan
néhany tiz vagy szaz egységenként épi-
tenek be egy ,,rossz” (bazisparosodasnak
nem megfeleld) bazist. A megkett6z6-

272

hibat igy kikeriilve — folytatodhat (d)

ményezhet. Ez aldl kivétel a polimeraz
n (éta), amely nagy pontossaggal ké-
pes az UV-sugarzas révén létrejott un.
timindimerekkel szemben a bazisparoso-
dasnak megfelelé adenin bazisokat beépi-
teni.> A pontatlansag — a kijavitatlan hi-
ban tilmenden — mutaciokat, azaz a DNS
informacidtartalméanak drokletes megval-
tozasat is eredményezheti. A transzlézios
mechanizmusok ezért rendkiviil pontos
szabalyozas alatt allnak.

Replikacio-haladas
a villa visszatolasaval

A replikacios villa ,,megmentése” és
tovabbhaladasa érdekében nemcsak a

A replikacié megmentése
szalinvaziéval

A templatvaltas masik lehetséges mo-
dozata a szalinvazio (4. abra). Ebben
az esetben a replikacios villaban a hiba-
nal megakadt 0j szalvég elvalik erede-
ti templatjatol, és a hibamentes villadgon
Ujonnan szintetizalodott szal mellé keriil:
az elakadt szalvég beékelddik a hibamen-
tes Uj szal és annak eredeti templatja kozé.
E folyamat egyes 1épései hasonloak a ko-
rabbi cikkiinkben? ismertetett homoldg re-
kombinacié kezdeti szakaszdhoz. A meg-
torpant szal szintézisének folytatasdhoz
— a villakiforditasnal latottakhoz hasonlo-
an — ez esetben is a masik 0j szal szolgal
atmeneti mintaul.

Természet Vilaga 2013. junius



GENETIKA

r .7

Ami replikaciobél kimaradt

Az is megtorténhet, hogy a vezetdsza-
lon a DNS-hiba miatt szétesett replikacios
apparatus a DNS egy masik szakaszan 0j-
ra Osszeszerelddik és a replikacios villa
Gjraindul. igy a szintézis befejezése utan
a vezet6szalon a hibaval szemben hidny
marad. A kdvetdszalon, ahol a replikacid
a polimerazok irdnybeli aszimmetridja
miatt darabokban folyik, ilyen hiany a
replikacié megallasa nélkill is kialakul-
hat. Ezek a replikacié utan maradt foly-
tonossag-hianyok (un. posztreplikacios
hézagok) transzlézios szintézissel vagy
szalinvazids templatvaltas révén javitod-
hatnak.?

A villamentés szabalyozasa

A fenti replikdcidmentd utvonalak ko-
zil a sejtnek a koriilményeknek meg-
feleléen kell valasztania. Ehhez a fo-
lyamatok szigoru ellenérzése sziikséges,
mivel azok szimultan miikodése geneti-
kai instabilitdshoz vezethet. A hibatiiré
mechanizmusok tovabbi pontatlansago-
kat eredményezhetnek a DNS-masolas-
ban, igy ezek — amennyiben lehetséges
— szintén visszaszoritandok. Erdekes mo-
don azonban a hibatiir6 mechanizmusok
gyakrabban keriilnek alkalmazasra fej-
lettebb szervezetekben, mig az alacso-
nyabb rendii ¢l6lények inkabb a hiba-
elkeriil6 utvonalakat valasztjak. Ennek

4. abra. 5. 4bra. A PCNA
Szalinvazio (Proliferating Cell
a replikacios Nuclear Antigen)

villiban. Az dbran
piros vonallal az
ujonnan képzédé,

fehérje szerkezete.
A harmas egységet
(trimert) alkoto,
vastaggal az kiilonbo6z6 szinekkel
eredeti DNS- jelolt PCNA
szalakat jeloltiik. A  fehérjemolekulak

hiba (sziirke pont) altal képzett
el6tt megtorpant iireg a DNS-t
szal kozel keriilhet  fogja kozre. (Az

abran bemutatott

szerkezet (Protein
Data Bank

azonosito: 1AXC)

a hibamentes
agon keletkezett
uj szalhoz, és
azt templatként

hasznilva nem tartalmaz
szintetizalodhat DNS-t.) (Forras:
tovabb Wikipédia)
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oka a valdszintileg a fejlettebb é161ények
megndvekedett genomjara vezethetd visz-
sza: nagyobb genomok esetében ugyan-
is a templatvaltas is jelentdsebb riziko-
val jarhat.

A PCNA (Proliferating Cell Nuclear
Antigen) fehérje harom azonos moleku-
1abol Gsszealld (homotrimer) gytrht ké-
pez, amely koriilveszi a DNS-molekulat
(5. abra). A PCNA fontos hatdsa, hogy
megndveli a DNS-polimerazok futashosz-
szat (processzivitasat), azaz lehet6vé te-
szi, hogy a polimerdz DNS-hez val6 koto-
désekor ,,egyvégtében” hosszii DNS-sza-
kaszok masolddjanak.® Jelen ismereteink
szerint a PCNA az el6zéeken tilmend-
en a replikacios villa mentésének szaba-
lyozasaban is kozponti szerepet jatszik.
A PCNA-gytriire keriilnek azok a je-
lek, amelyek segitenek a javitd Gtvona-
lak kozotti valasztasban. Ebben az eset-
ben a jelek szintén fehérjék, nevezetesen
ubikvitin és SUMO (Small Ubiquitin-like
Modifier) molekulak. Az ubikvitin sokfé-
le funkcidval biro, eldszor fehérjelebon-
tasi szignalként azonositott jelmolekula,
amely egyenként vagy valtozatos hosz-
szusagu és szerkezetli lancokban modo-
sitja mas fehérjék funkciojat, elhelyezke-
dését vagy életidejét.’® Ha a PCNA egy
adott pontjara egy ubikvitin-molekula ke-
riil, a DNS-hibajavitas a polimerazvaltas
¢és a hibatilirés felé terelodik. Ha az els6
ubikvitin-jelre tovabbi ubikvitin-egységek
kapcsolodnak (un. poliubikvitin-lancot
létrehozva), akkor a templatvaltas folya-
matai aktivalodnak. Megemlitendd, hogy
ennek a poliubikvitin-lancnak a szerke-
zete eltér a fehérjék lebontasat beindito
szignalétol.""Main A SUMO-fehérje szin-
tén kapcsolodhat a PCNA-molekuldhoz:
ennek hatasara csokken a replikacios vil-
la 0sszeomlasanak és a csirkeldb-strukta-
ra kettés szaltoréssé alakulasanak valoszi-
niisége.!?

A cikkiinkben vazolt replikaciomentd
mechanizmusoknak az é16 sejtekben torté-
nd megvalosulasa jelenleg is intenziv kuta-
tas targyat képezi. E folyamatok szerepld-
inek, mechanizmusanak, gyakorisaganak
¢és kimenetelének pontosabb megismerése
alapvetd fontossag a normalis és a rakos
sejtmiikodés megismeréséhez és a célzott
beavatkozasok tervezéséhez.
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