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K&szondm Dr. Tompa Péternek munkam attekintését és dolgozatom biralatat. Oriilok, hogy
nagyra ¢értékelte kutatasi eredményeimet €s elismeréssel nyilatkozott eddigi tudoményos
tevékenységemrdl. Koszonom, hogy kérdéseivel lehetdséget adott kutatdsi témam

pozicionalasarol és tovabbi terveimrdl is emlitést tenni. Kérdéseire az alabbi valaszokat adom:

1, Mit tart a teriilet legfontosabb kérdéseinek, ezen beliil milyen tovabbi konkrét tervei
vannak?

A DNS hibajavitds és hibatolerancia széles kutatasi teriiletet dlel fel, amelyet jol
mutat, hogy eukariotdkban tobb mint 150 résztvevd fehérjét ismeriink, amelyek nemcsak
egymassal, de a sejtmiikodés alapvetd folyamataival, mint pl. a DNS replikacio, rekombinacio
¢s sejtciklus szabalyozads is szoros kolcsonhatasban milkddnek. A DNS hibatolerancia
jelentdségét bizonyitja, hogy a rendszer szamos génjének mutaciodja 6roklédd betegségekhez
vezet. Ezek koziil kiemelném azokat, amelyekkel sajat kutatdsaink soran is kapcsolatba
keriiltiink: ilyen a polimerdz éta inaktivacidja kovetkeztében kialakuld bérrakra hajlamositod
genetikai betegség a Xeroderma pigmentosum varians formaja, a BLM ¢s Werner helikazok
mutaciol kovetkeztében kialakuld genom instabilitassal is jar6 Bloom- illetve Werner-
szindréma, ¢s a DNS kettds szalu toréseinek javitasaban szerepet jatszo BRCA1 és BRCA2
mutaciok, amelyek tobbek kozott emlddaganatra hajlamositanak. Remélhetdleg ezen
genetikai betegségek molekularis hatterének komplexebb jellemzéséhez jovobeli kutatasaink
1s hozzéajarulnak majd. Ezen feliil hdrom kutatasi témakdort emelnék ki, amelyekre fokuszalni
szeretnék €s véleményem szerint az elkdvetkezd néhany évben forrd pontnak szamitanak
majd. 1, a hibamentes ¢€s mutaciot generald6 DNS hibadtirds szabalyozasanak tovabbi
tisztazasa kiilonds tekintettel az 4ltalunk nemrégiben azonositott ubikvitin-kotd fehérjék
szerepére; 2, a daganatképzddésre is hajlamosité autoszoémas recessziv genetikai betegség a
Fanconi anémia ¢s a karositott DNS replikacidja kozotti kapcsolat molekuldris részleteinek
felderitése; 3, homolog rekombinicid faktorainak tovabbi azonositdsa és az igy nyert

ismeretek felhasznélasa a célzott géncsere fokozasadhoz.



Terveinkrol bovebben:

crer

PCNA-nek az ubikvitin modositasat tanulmanyozva nemrégiben azonositottunk egy fehérjét,
amelyet RLZ1-nek neveztiink el (Juhasz et. al, 2012). Azt talaltuk, hogy DNS karosodast
kovetden az RLZ1 specifikusan kotddik az ubikvitin-PCNA-hez ¢és megvédi azt a
hidroladzokt6l, amelyek lehasithatjadk az ubikvitint. Ezért, gy gondoljuk, hogy az RLZI a
PCNA-ubikvitin életidejének a szabalyozasan keresztiil a DNS karosodasok hibamentes €s
mutaciot generalo atirasat szabalyozza €s a karcinogenezis szempontjabol is jelentds lehet. Az
RLZ1 ubikvitin-k6té6 motivumat tobb mas DNS hibajavitasban részt vevé fehérjében is
azonositottuk, s6t elmondhatd, hogy ez a motivum az eddig jellemzett fehérjéket tekintve csak
a DNS hibajavitasban szerepet jatszo6 fehérjékben fordul eld. Ezért kiilondsen izgalmas
szamunkra az az 0) fehérjecsalad, amely tagjai ezt a sajatos ubikvitin-kotd motivumot
tartalmazzak. A fehérjecsalad altalunk azonositott 6t fehérjéje még teljesen ismeretlen €s
jovobeli jellemzésiikkel azt reméljiik, hogy az RLZ1-hez hasonl6an a DNS hibadtirasban vagy
mas hibatoleranciaban pl rekombinicioban szerepet jatsz6 1) faktorokat sikertil

azonositanunk.

2. Fanconi anémia: A DNS hibajavitassal kapcsolatba hozhaté genetikai betegségek koziil
ismereteim szerint jelenleg a Fanconi anémia molekuldris részletei a legkevésbé tisztazottak
¢s kutatdsat felfokozott izgalom Ovezi. A Fanconi anémia génjei 15 komplementéacios
csoportba  térképezhetdek, amely érzékelteti, hogy egy meglehetésen komplex
mechanizmussal allunk szemben. Eddigi megfigyelések szerint a Fanconi anémias betegek
sejtjeiben a keresztkotd agensek hatdsara kialakult keresztkotott DNS szalak kijavitasa kis
hatékonysagu, amely a genom instabilitdsdhoz vezet és karcinogenezist indukal. Bar bizonyos
Fanconi fehérjék enzimatikus aktivitasarol és kolesonhatd partnereirdl mar sikeriilt kisérleti
eredményekkel szolgalni, ezek a molekularis részletek még nem alkotnak egy koherens képet.
Az elmult évben kozolt kutatdsi eredmények, szamunkra meglepetésként, arra engednek
kovetkeztetni, hogy a Fanconi anémia fehérjék szoros kolcsonhatasban 4llnak az
érdeklodéstink kozéppontjaban all6 DNS hibaatird fehérjékkel ui. kideriilt, hogy a Radl8
fehérje elengedhetetlen a Fanconi fehérjék DNS kéarosoddshoz torténd lokalizacidojahoz €s
bizonyos Fanconi fehérjék a transzlézids polimerazok miikddését is segitik (Keaton & Dutta,

2011). Szintén varatlanul, az eldz6éekben emlitett specidlis ubikvitinktd motivummal



rendelkezd fehérjecsalad egyik tagjarol is kidertilt, hogy a Fanconi fehérjék kozé térképezddik
(MacKay et al, 2010). Terveink kozott szerepel a sokaig egymastol fliggetlennek gondolt
DNS hibaatirds és Fanconi reakcioutak funkciondlis kapcsolatainak felderitése. Tesztelni
fogjuk hipotézisiink miszerint a Fanconi anémia fehérjék a Rad18 reakciouttal egyiittmiikodve

végsO soron a keresztkotott DNS replikacidjat hivatottak elsegiteni.

Homolog rekombindcio:

A homolég rekombinacid tobbek kozott kulcsfontossaghi mechanizmust jelent az
elakadt replikacios villa menekitésében és a genom stabilitdsanak a megdrzése szempontjabol
is. Ugyanakkor gyakorlati jelentdsége is Oridsi mivel a génmanipulacios eljarasok a homolog
rekombinaciodra alapozva hajtanak végre hely-specifikus cseréket a genomban - gondoljunk itt
pl. a génkiiitott egérvonalak készitésére.

Sajat kutatdsaink soran az elmult néhany évben sikeriilt egy human sejtes alapt
homolog rekombinacié hatékonysagot méro riporter rendszert Iétrehoznunk, amely a GFP ¢és a
DsRed egyszerli szinmarkerek segitségével méri a random €s homolog rekombinacidval
tortént stabil génbeépiilések ardnyat és hatékonysagat. A rendszer segitségével adott gének
illetve mutaciok homoldg rekombinacidéra gyakorolt hatasat jellemezhetjiik. Ezen feliil, a
kifejlesztett riporter rendszer lehetdséget nyujt nagyléptékii szlirésekhez, amelyek célja lehet
rekombinacids hatdsfokot befolyasold 1j faktorok azonositdsa. Eddig siRNS konyvtérral
végzett génleiitések ¢és fehérje tultermeld konyvtar felhasznalasaval végzett fehérje
tultermelések hatasat vizsgaltuk a homolog rekombinacios frekvencidra, és tervbe vettiik egy
szintetikus kismolekula konyvtar tesztelését is. Sikeriilt tobb olyan gént azonositanunk,
amelyek leiitése vagy tultermelése jelentds hatast gyakorol a homoldg rekombindciora. Végso
célunk egyrészt ) homoldg rekombindcids gének azonositdsa masrészt, alkalmazott
kutatasként, a kifejlesztett homolég rekombinaciét fokozd gén és molekula koktélok

segitségével az ranyitott géncserék hatékonysaganak a fokozésat eldsegiteni.

2, Lat-e arra lehetoséget, hogy eredményei a rak diagnozis/terapia teriiletén esetleg a
kozeljovoben kozvetleniil is hasznosulhatnak?

Altalanosan elfogadott, hogy a mutaciok legnagyobb része a karositott DNS replikacidja
soran keletkezik. Genetikai bizonyitékok szerint az A&ltalunk vizsgalt un. Rad6-Radl8
reakciout egyik aga a karositott DNS hibamentes, mig masik 4ga a mutaciok kialakulasaval

Jaro atirast biztositja. Ismert, hogy a hibamentes ut résztvevdinek, pl. polimeraz eta,



inaktivalasa genom instabilitashoz €s fokozott karcinogenezishez vezet, mig a mutaciok aran
torténd hibaatiras szerepldinek, pl. polimerdz zéta, gatlasa csokkenti a pontmuticiok
kialakulasanak frekvenciajat.

A napjainkban latvanyosan fejlodd célzott tumor terdpia soran gyakran kialakulod
gyogyszerrezisztencia egyik fO0 oka a célfehérjében megjelend 1) mutacid, amely a
tovabbiakban gatolja a gyogyszermolekula kotddését. Ennek egyik iskolapéldajat szolgaltatja
a kronikus mieloid leukémidban szenvedd betegek célzott terdpidgja a glivec nevii kis
molekuldval, amely inhibitora a betegségért felelés szuperaktiv Ber-Abl tirozin kinaznak.
Sajnos gyakori eset, hogy egy hosszabb vagy rovidebb latvanyosan sikeres kezelési iddszak
utan a beteg rezistenssé valik a glivec-re. Kimutattak, hogy legtobb esetben a rezisztencia oka
a Ber-Abl kinazban kialakult (j pontmutacid, amely gatolja a gydgyszermolekula kotodését
(Santos et al, 2011). Kiilondsen gyorsan alakulnak ki Gj mutaciok, ha a célzott tumor terapiat
hagyomanyos DNS karositd agensekkel kombindlva alkalmazzék, amelyért a karositott DNS
mutacid aran torténd atirasa a o felelds. Az altalunk is vizsgéalt mutaciot generalod reakciout
inaktivalasa az 0j mutaciok kialakuldsanak a sebességét kisérleti rendszerekben drasztikusan
csokkenti ezért feltételezheten a mutagén DNS hibaatiras szerepldinek, pl. polimeraz zéta,
gatlasa csOkkenthetné a gyodgyszerrezisztencia kialakuldt a célzott terdpia sordn. Nem
meglepd tehat, hogy szamos probalkozas torténik az ismert hibadtir6 DNS polimerazokat
illetve az ezeket szabalyozd kulcsfehérjéket gatlo potencialis gyogyszermolekulak
azonositasara. Ezen a teriileten a DNS hibaatirds 0j szerepldinek azonositdsara és biokémiai
jellemzésére iranyuld kutatdsaink elsdsorban 0j gyogyszercélpontokat azonosithatnak.

Az altalunk vizsgalt gének tumor diagnosztikai értékére is szdmos jelzést talalunk.
Ezek koziil kiemelném a HLTF gén promoterének hipermetilaltsagat, amely
vastagbéldaganatok mintegy negyven szazalékaban eldfordul és a vérszérumbol torténd korai

diagnozis kapcsan tlinik igéretesnek (Moinova et al, 2002).

Végezetiil szeretném ujra megkoszonni Dr. Tompa Péternek dolgozatom biralatat.
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