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DNS-javitas

A 2015-0s kémiai Nobel-dij

2015-ben a kémiai Nobel-dijat megosztva
kapta harom kutato, Tomas Lindahl, Aziz
Sancar ¢és Paul Modrich a DNS-javito fo-
lyamatok mechanizmusainak megisme-
résében végzett kiemelkedd, uttéré mun-
kajukért (1. abra). A harom kutatd egy-
mastol fliggetleniil ért el kimagaslo ered-
ményeket a DNS-javitd mechanizmusok
harom kiilonb6z6 fajtajanak felderitésé-
ben. Munkajuk jelentdsen hozzéjarult ah-
hoz, hogy megértsiik, a
DNS-ben keletkezett hi-
bak hogyan azonositha-
tok, illetve milyen en-
zimek €és milyen moédon
javitjak a hibakat. Mivel
a kijavitatlan DNS-hi-
bak rakos elvaltozashoz
is vezethetnek, a javitod
folyamatok feltarasa uj
rakterapiak kidolgozasat
is lehet6vé tette.

A svéd sziiletési
Tomas Lindahl a stock-
holmi Karolinska Inté-
zetben diplomazott, itt
szerezte meg PhD-foko-
zatat, és végezte el or-
vosi tanulmanyait. Sajat
bevallasa szerint merész
dontést hozott, amikor a
biztosnak mondhatd or-
vosi karrier helyett az izgalmasnak, de
bizonytalannak tiné kutatéi palyat va-
lasztotta. Tobb neves intézetben dolgo-
zott, mint az amerikai Princeton és Ro-
ckefeller, valamint a svéd Karolinska
Intézet. Kutatoéi palyaja nagyobb részét
Anglidban toltotte, ahol 1986 és 2005
kozott a Cancer Reserch UK, Clare Hall
Laboratories igazgatdja volt (ma a Fran-
cis Crick Intézet része), és ahol jelenleg is
dolgozik. Eredményeit azonban a Svédor-
szagban végzett kutatasai alapoztak meg.

Aziz Sancar személyében az elsé torok
sziiletésti Nobel-dijas tudost tisztelhet-
jik. Hetedikként sziiletett egy nyolcgyer-
mekes csaladban. Sziilei irastudatlanok
voltak, de nagy hangsulyt fektettek gyer-
mekeik oktatasara, ennek koszonhetden
mind a nyolc egyetemi diplomat szer-
zett. Aziz Sancar az Isztambuli Egyetem
orvosi karan diplomazott, majd gyakor-
16 orvosként dolgozott Térokorszagban.
Néhany év utan azonban az Egyesiilt Al-
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lamokba utazott, hogy molekularis bio-
logiat tanuljon a Texasi Egyetemen, ahol
PhD-fokozatat is megszerezte. Azota is az
Allamokban ¢él, jelenleg az Eszak-Karo-
linai Egyetemen professzor, de torok al-
lampolgarsagat, az amerikai mellett, ma-
ig megtartotta.

A harmadik dijazott Paul Modrich
amerikai biokémikus, a legnevesebb
amerikai egyetemeken tanult. A Mas-

labat ugyanazok az ismétlédé egységek,
foszfatcsoporttal dsszekapesolt cukormo-
lekulak alkotjak, mig az informacio a 1ét-
ra fokait alkotd, a cukormolekuldkhoz
kapcsolodo bazisokban rejlik. A DNS-ben
négyféle bazis talalhatd, adenin, timin,
citozin ¢és guanin. Az adenin a timinnel,
a citozin a guaninnal képes ugynevezett
bazispart alkotni masodlagos kémiai ko-
tések révén, ezért a létra egyik labahoz

1. abra. Tomas Lindahl, Aziz Sancar, Paul Modrich

sachusettsi Miiszaki Egyetemen (MIT)
diplomazott, majd doktori fokozatat a
Stanford Egyetemen szerezte. 1976 ota
az észak-karolinai Duke Egyetem kuta-
tdja, jelenleg professzora. A még gim-
nazista Modrich-nak édesapja, a biolo-
gia szakos kozépiskolai tanar javasolta,
hogy minél tobbet igyekezzen megtudni
a DNS-rél. Nem is sejthette, tanacsaval
milyen rendkiviil sikeres kutatdi palya
felé terelte fiat.

Mindhdrom tudods azt vizsgalta, mi-
ként javitodnak a DNS-ben eldfordulod
hibak. Hogy munkdajukat megértsiik, néz-
ziik meg, miért keletkeznek hibak a DNS-
ben, és miért kell kijavitani dket.

A sejtjeink felépitését, mukddését
meghatarozo informaciét a sejtmagban
talalhatd6 DNS-molekulak taroljak. A
DNS kettés spiraljat legkdnnyebben ta-
lan ugy képzelhetjiik el, mint egy hosz-
szu létrat, amit a fliggéleges szimmetria-
tengelye mentén elcsavartunk. A létra két

kapcsolodd adeninnel szemben a ma-
sik labon mindig timin lesz, a citozinnal
szemben pedig guanin (2. abra). Igy az
egyik lab, vagyis DNS-szal bazissorrend-
je, mas szoval szekvencidja, meghataroz-
za a masik DNS-szal szekvencidjat. Az
informacid az egymas utan kdvetkezd ba-
zisokban, a bazissorrendben kodolt. Min-
den olyan hatas, ami megvaltoztatja a ba-
zisok mindségét vagy sorrendjét, egyuttal
az informaci6 valtozasahoz is vezet, ami
viszont modosithatja a sejtek mikodését,
akar rakos folyamatokat, vagy sejthalalt
indithat be.

Lindahl és a BER

Lindahl egyik igen fontos korai felfede-
zése, ami hozzajarult a Nobel-dij odaité-
1éséhez, arra az egyszerl kérdésre adott
valaszt, hogy mennyire stabil a DNS-
molekula. Az 1970-es évek elején még
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elfogadott nézet volt a kutatdi tarsada-
lomban, hogy a DNS rendkiviil stabil.
Ez 0sszhangban allt azzal a szerepével,
hogy a benne kodolt genetikai informa-
ciot sejtosztodasrdl sejtosztodasra val-
tozatlan formaban kell az utdédsejteknek
atadni. Lindahl a 60-as évek vége felé a
Princeton Egyetemen RNS-molekuldk-
kal dolgozott, és azt tapasztalta, hogy ha
melegiti az RNS-t tartalmaz6 mintakat,
az RNS gyorsan lebomlik. Az RNS ha-
sonldan épiil fel, mint a DNS, de csak
egy szalbol all, gerincét egy masik cu-
kor alkotja, valamint az adenin, citozin
¢s guanin bazisok mellett a timin helyett
uracilt tartalmaz. Lindhalban felvetddott
a kérdés: Vajon a DNS mennyire stabil?
A valaszt par évvel késébb, visszatérve
a Karolinska Intézetbe, sikeriilt megad-
nia, mikor kimutatta, hogy a DNS folya-
matos spontan kémiai reakcioknak van
kitéve, amelyek modositjak a baziso-
kat, illetve azok elvesztését is okozhat-
jak. Eredményeit 1972-t61 kezdve tobb
publikacioban jelentette meg [1-3]. Az
altala felfedezett kiilsé hatas nélkiil 1ét-
rejovo reakciok mértékét jol szemlélte-
ti, hogy egy emldssejt egy nap alatt kb.

2. abra. A DNS felépitése. A DNS gerincét alkoté cukor- és foszfatcsoportok sziirke

sziniiek, a cukorhoz kapcsolédé bazisok szinesek

(http://www.nobelprize.org/nobel prizes/chemistry/laureates/2015/fig ke en 15

dnastructure.pdf’)

tizezer bazist veszit el a genomjat alko-
t6 DNS-molekulakbdl. A citozin spontan
deaminacioja soran uracilla alakul, ami
nem alkotéeleme a DNS-nek, raadasul

3. abra. A baziskivagé rendszer alapvetd lépései
(http://www.nobelprize.org/nobel_prizes/chemistry/laureates/2015/fig ke _en 15 baseexcisionrepair.pdf)
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4. abra. A nukleotidkivagé rendszer miikodése
(http://www.nobelprize.org/nobel_prizes/chemistry/laureates/2015/fig ke _en_15 nucleotideexcisionrepair.pdyf)

a guanin helyett az adeninnel képes ba-
zispart alkotni. Egyértelmivé valt, hogy
e reakciok eredményeként a bazisokban
tarolt informacié modosulhat, vagy el is
veszhet. Ezek az adatok ramutattak arra,
hogy a DNS és a benne tarolt informa-
ci6 meglehetdsen sériilékeny, és egy vé-
dé, karbantart6 rendszer hianyaban bizo-
nyosan nem alakulhatott volna ki az élet
a ma ismert formdjaban. Lindahl figyel-
me ezek utan a karbantartast végzé enzi-
mek és azok miikodésének felderitésére
irdnyult. Ennek sordn fedezte fel azt a
DNS-javit6 rendszert, amit 1974-ben ko-
z0lt tudomanyos cikkében bdaziskivago
rendszernek (base excision repair, BER)
nevezett el [4].

A baziskivagé rendszer olyan egy ba-
zist érintd hibakat javit, amelyek nem
okoznak nagy modosulast a DNS ha-
romdimenzids szerkezetében [5]. Ilyen
DNS-hibak példaul a bazisok hidrolizi-
se, oxidacidja, alkilacidja. Elsé 1épés-
ként a DNS glikozilaz enzimek felisme-
rik a modosult bazist és eltavolitjak a
DNS-bél (3. abra). A DNS glikozilazok
specifikusak a modosult bazisra, igy
szamos glikozilaz talalhatd a sejtben. A
reakcié eredményeként a DNS-szalban
egy bazis nélkiili cukor marad vissza,
ugynevezett abazikus hely keletkezik.
A kovetkez6 1épésben egy AP (apurinic/
apyrimidinic) endonukledznak nevezett
enzim az abazikus helynél elhasitja a
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DNS-szalat és eltavolitja a bazis nélkii-
li cukormaradékot. A 1étrejott egyes sza-
la rést egy DNS polimeraz tolti be egy
nukleotid (a DNS ¢épité kove, cukorhoz
kapcsolddd bazisbol és harom foszfat-
csoportbdl all) beépitésével, a szemkoz-
ti, ép szal bazisa alapjan valasztva ki a
megfelelé nukleotidot. A beépités utan a
szal folyamatossagat egy DNS ligaz ne-
vezetli enzim allitja helyre. A baziskiva-
g6 rendszer most ismertetett folyamatanak
kiilonboz6 variacioi 1éteznek. Vannak kett6s
funkcioju DNS glikozilazok, amelyek nem-
csak a bazist tavolitjak el, hanem a DNS-
szal hasitasat is elvégzik, igaz, mas mecha-
nizmussal, mint az AP endonukleazok.
Ezen kiviil kiilonbség lehet az Gjonnan
beépitett nukleotidok szdmaban is. Az
SP (short patch) BER soran csak egyet-
len nukleotid, mig LP (long patch) BER
esetén 2-12 nukleotid beépitése torté-
nik, amit a két kiilonb6z6 folyamatban
mas-mas enzimek hajtanak végre. A ba-
ziskivagd rendszer, illetve miikddésének
felfedezése a masik jelentds eredménye
Lindahl-nak, ami a Nobel-dij elnyerésé-
hez vezetett.

Sancar, a NER és a fotoliaz
A baziskivago rendszer glikozilaz enzi-

mei specifikusak egy-egy DNS-hibara.
Azonban a DNS-t szamtalan sok hatas

¢éri, nemcsak a sejt belsé kornyezetébdl,
hanem a kiilvilagbdl is, mint példaul a
Napbol érkezé ultraibolya (UV-) sugar-
zés, radioaktiv sugarzasok, illetve a sejt-
be kiviilrél bejutd kemikaliak. Ezek a
hatasok rendkiviil valtozatos médosula-
sokat okozhatnak a DNS-ben, akar tobb
bazist is érinthetnek egyszerre, vagy a
cukormolekuldkat is modosithatjak, igy
ezek javitdsa meghaladja a baziskivagd
rendszer kapacitasat.

Létezik egy olyan javité rendszer
a sejtben, ami nem olyan specializalt,
mint a baziskivago rendszer, és a DNS-
hibak széles skalajat képes felismer-
ni és kijavitani. Ez a nukleotidkivago
rendszer (nucleotide excision repair,
NER), ami a DNS haromdimenzids
szerkezetében bealld valtozasok, elté-
rések alapjan talalja meg a hibakat [6].
Aziz Sancar 1983-ban publikalta ki-
sérleteit, melyekben sikeriilt kinyernie
baktériumsejtekbél a nukleotidkivago
rendszer enzimeit, és segitségiikkel a
sejten kiviil rekonstrualni mikodésének
alapvetd 1épéseit [7]. A NER miikodése
soran, a hiba lokalizalasat kovetden, két
endonukleaz egyes szalu hasitast végez
a hibat tartalmazoé szalon a hiba két ol-
dalan meghatarozott, par nukleotid ta-
volsagban (4. abra). Egy DNS helikaz
eltavolitja a hibat tartalmazo kivagott
szakaszt a DNS-bOl egy egyes szalu,
10-12 nukleotidos rést eredményez-
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ve. Ezt a rést egy DNS polimeraz tolti
fel nukleotidok beépitésével, majd egy
DNS ligaz visszaallitja a DNS-szal fo-
lyamatossagat. Sancar késébb, masok-
kal egyiitt, emldsfehérjékkel is igazolta,
hogy a folyamat alapvetden ugyanugy
megy végbe az egyszerli baktériumok-
ban, mint a sokkal fejlettebb és Ossze-
tettebb emldssejtekben [8].

baktériumok novekedése ujraindul, sok-
kal gyorsabban, mint a sdtétben tartotta-
ké. A jelenséget az 1940-es évek végén
irtak le, és hamarosan az is bebizonyoso-
dott, hogy az aktivacioért egy fehérje, egy
enzim aktivitasa a felelds. Az enzimet, a
fotoliazt kodold gént Aziz Sancar klonoz-
ta meg, vagyis azonositotta és nyerte ki
baktériumokbol még PhD-hallgaté kora-

Modrich és az MMR

Egy nyugvo, azaz nem oszt6do sejtben a
baziskivago rendszer és a nukleotidkivago
rendszer enzimei folyamatosan pasztaz-
zék a DNS-molekulakat, hogy kijavitsak
a spontan, vagy kiils¢ hatasra keletke-
zett hibakat, eltéréseket. Azonban van a
DNS-hibaknak egy harmadik forréasa is,
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5. abra. A metilacié-iranyitott MMR

(http://www.nobelprize.org/mobel_prizes/chemistry/laureates/2015/fig ke en 15 mismatchrepair.pdf)

A nukleotidkivagd rendszer altal javi-
tott DNS-hibak kozé tartozik a TT dimer
is. A TT dimerben egyazon DNS-szal két
szomszédos timin bazisa van kovalens
kémiai kotéssel Osszekapcsolva. UV-su-
garzas hatasara jon 1étre, és merev szer-
kezete a DNS kettds spiral lokalis torzu-
lasat okozza. A TT dimerek eltavolitasa
a DNS-b6l nem csak a nukleotidkivagd
rendszer révén torténhet. Létezik egy
Osibb, fotoreaktivacionak nevezett folya-
mat, ami tulajdonképpen az elsé DNS-ja-
vité mechanizmus, amit €16 sejtekben si-
keriilt megfigyelni [9]. Az elnevezés arra
a jelenségre utal, amikor az UV-sugarzas-
nak kitett baktériumok novekedése meg-
all, majd a lathat6é fénnyel megvilagitott
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ban, 1978-ban [10]. Evekkel késébb wjra
visszatért a fotolidz vizsgalatahoz, rész-
letesen jellemezte az enzimet ¢s megha-
tarozta miikddését [11-13]. Azonositotta
az enzimben a két kromofornak nevezett
részt, ami képes a fény energiajat elnyel-
ni és kémiai energiava alakitani, amit
az enzim a TT dimer két bazisa kozot-
ti kémiai kotés felszakitasahoz hasznal
fel. A fotolidznak fontos szerepe van a
baktériumok, gombak, ndvények UV el-
leni védekezésében. EmlGsokben nincs
fotoliazaktivitas, de a fotoliazhoz ha-
sonld gén megtalalhatd. Aziz Sancar a
nukleotidkivagd rendszer és a fotolidz
mikodésének feltarasaért kapta meg a ké-
miai Nobel-dijat.

aminek ellenstlyozasara egy tjabb javi-
té rendszer fejlodott ki az evolicid so-
ran. Ez a hibaforras a DNS kett6z6dése,
a replikacio. Amikor a sejt osztodas eldtt
all, meg kell kettéznie a DNS-ét, hogy
mindkét utddsejt a kiindulasi sejttel azo-
nos informacidtartalmu DNS-sel rendel-
kezzen. A replikacié soran a DNS két
szalat enzimek szétvalasztjak, és a DNS
polimeraz mindkét szallal szemben egy
ujabb szalat szintetizdl nukleotidok fel-
hasznalasaval, a kiindulasi szalak szek-
venciaja, bazissorrendje alapjan, a bazis-
parosodas szabalya szerint. A replikdciot
végz6 DNS polimerazok rendkiviil pon-
tosan miikddnek, nagyon ritkan épitenek
be oda nem ill6 nukleotidot. Ha ez mégis
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megtorténik, a kialakuld nem megfeleld
bazispar torzult szerkezetét a polimeraz
érzékeli, és exonukleaznak nevezett akti-
vitasa révén rogton el is tavolitja a beépi-
tett rossz nukleotidot, és kicseréli a meg-
felelére. Még ennek az Onellendrzésnek
az ellenére is el6fordul azonban, hogy
egy nem megfeleld nukleotid épiil be az
Uuj DNS-lancba ¢és egy modosult szerke-
zetli hibas bazispar jon 1étre. A replikacio
soran kialakulo hibas bazispar, angolul
mismatch, javitasat az MMR (mismatch
repair) végzi, csakigy, mint a replikacio
soran keletkezett kisebb deléciok (1-2
nukleotid hianya), és inszerciok (1-2
extra nukleotid beépiilése) javitasat is
[14]. Az MMR egy kivagd rendszer, ha-
sonléan a BER-hez és a NER-hez. Mi-
utan az MMR enzimek azonositottdk a
hibas bazispart, az egyik MMR enzim
endonukleaz-aktivitdsa révén egy egyes
szalt hasitast végez a hibat tartalmazo
szélon, attol akar ezer nukleotid tavolsag-
ban, majd tobb enzim egylittese a beva-
gott szalat a hibas bazispar felé haladva
szétvalasztja a masik szaltol (5. abra). A
levalasztott szalat egy exonukledz folya-
matosan darabolja, mig a hibas bazispa-
ron tiljutva megall a folyamat, egy egyes
szalu rést hagyva maga utan. Ezt a rést
egy DNS polimeraz betélti, és egy ligaz
helyreallitja a DNS-lanc folyamatossagat.
Az MMR soran nem karosodott, mddo-
sult nukleotidokat kell eltavolitani, mint
a BER ¢és NER esetén, igy felmertil a kér-
dés, hogyan kiilonboztetik meg az MMR
enzimek, hogy a hibasan parosodott, de
egyébként normalis, ép két nukleotid ko-
ziil melyik volt az eredeti szalban, és me-
lyik épiilt be hibasan. Mas szoval, ho-
gyan kiilonboztetik meg az enzimek a ré-
gi DNS-szalat az ujonnan felépitett szal-
to1? A Modrich altal vizsgalt Escherichia
coli bélbaktérium egy egyszerii, de haté-
kony moédszert alkalmaz erre [15]. Egy
metilaz nevli enzim a baktérium DNS-
¢t metilalt allapotban tartja, vagyis kis
metilcsoportokkal jeloli meg a baziso-
kat meghatarozott szekvencia-kornyezet-
ben. fgy replikdcio soran is az eredeti
szal metilalt, azonban az Gjonnan felépii-
16 szal még nem metilalt, mert a metilaz
enzimek a replikaciohoz képest késleltetve
végzik munkdjukat. Az MMR fehérjék a
metilcsoportok révén felismerik az eredeti
szalat és a bevagast a masik, 0j szalon ejtik
meg. Mint késdbb fény dertilt r4, a bakté-
riumok tobbségében, csakiigy mint a ma-
gasabb rendli sejtekben, nem a metilacio
iranyitja az MMR miikddését. Ehelyett az
uj szalban fellelhetd, a replikacio mecha-
nizmusa miatt kialakuldé atmeneti rések,
illetve a replikdcidban résztvevo fehérjék
segitik az MMR enzimek szalfelismeré-
sét. Mindebbdl az is kovetkezik, hogy az

54

MMR szorosan a replikaciohoz kapcsol-
tan miikddik, hogy a megkiilonboztetd
szignalok még azonosithatoak legyenek.
Modrich-nak dontd szerepe volt mind a
metilacio iranyitott, mind a magasabb ren-
di sejtek MMR rendszere mitkodésének
megismerésében [16].

A DNS-javité rendszerek eltavolitjak
a DNS-bdl a keletkezett hibakat és visz-
szaallitjadk a DNS eredeti szekvenciajat,
megorizve ezzel a DNS-ben tarolt in-
formaciot. Miikodésiik rendkiviil fontos
szerepet tolt be a sejtek életében, ami jol
tiikkr6zodik evolucios konzervaltsagukban
is, vagyis, hogy az egyszerli baktérium-
sejtekt6]l kezdve a human sejtekig meg-
talalhatoak, nagyon hasonld formaban.
A konzervaltsag a mechanizmusra ¢és bi-
zonyos mértékig az enzimek kozotti ha-
sonlosagra vonatkozik, de természetesen
a kiilonbségek is nyilvanvaloak. J6 pél-
da erre a nukleotidkivagd rendszer soran
a hiba felismerése és a hibat tartalmazo
DNS-szakasz kivagasa, amit baktérium-
ban harom fehérje végez, ami human sej-
tekben t6bb mint tiz fehérje dsszehangolt
mukddésének az eredménye. Mig bak-
tériumokban a kivagott szakasz hossza
10-12 nukleotid, addig human sejtekben
24-32 nukleotid. A masik fontos tény,
ami a javito rendszerek jelent6ségét hang-
sulyozza, az a hibas miikddésiik folytan
kialakul6 sulyos, sokszor rakra hajlamo-
sitd betegségek sora. Az MMR-rendszer
hibas mitkodése okozza a vastagbélrakok
egy tipusat [17], a nukleotidkivago rend-
szer enzimeinek inaktivalasa a rakra haj-
lamositd xeroderma pigmentosum nevil
betegség kialakulasahoz vezet [18], és a
baziskivagd rendszer enzimeinek hibas
mikddéséhez is szamos, kiilonféle tipust
rak eléfordulasa kapcsolt [19].

Nem Lindahl, Sancar és Modrich vol-
tak azok, akik felfedezték a DNS-javitas
folyamatat, azonban munkdjuk, a nagy
DNS-javito rendszerek mitkodésének mo-
lekularis szinten valé jellemzése, hatal-
mas elérelépést jelentett a javitd rendsze-
rek kutatasaban, illetve a rakhoz vezetd
folyamatok megértésében. <
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